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HiPOKSIiK EMBRiYO KULTURUNDE FOLIK ASiTiN EMBRiYO GELISiMIi
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OZET

Canli organizmalarda biiyiime ve bdoliinmenin sorunsuz devam etmesi icin yeterli
miktarda oksijen olmalidir. Oksijenin yetersiz oldugu durumda hipoksi ortaya
cikmaktadir. Erken embriyonik donemde canlinin hipoksiye maruz kalmasi bir¢ok
anomaliye veya canlmin Olmesine neden olmaktadir. Hipoksi neticesinde serbest
radikaller birikmesi ile oksidatif stres meydana gelmektedir. Serbest radikallerin
ortamda birikmesini engelleyen maddeye antioksidan denilmektedir. Folik asit
metabolizmada Onemli gorevleri olan bir antioksidan maddedir. Yapilan literatiir
taramasinda folik asit kullanimmin dogumsal sorunlar1 ve Noral tiip defektini azalltig:
goriilmektedir. Bu caligmada hipoksik embriyo kiiltiiriinde folik asit’in embriyo gelisimi

tizerine etkileri arastirild.

Bu caligmada wistar albino (150-250 gr) tiirii gebe sicanlar kullanildi. Gebeligin 9.5.
giiniinde embriyolar anne karnindan ¢ikarildi. In vitro embriyo kiiltiirii teknigi ile
embriyolar bilyiitiildii. 48 saatlik kiiltiir periyodu sonunda folik asit’in (1 mmol-2 mmol)

hipoksik embriyolar iizerine etkisi morfolojik olarak degerlendirildi.

Kontrol grubu ile hipoksi grubu morfolojik parametreleri karsilastirildiginda kontrol
grubu gelisimini tamamladigi, hipoksi grubunun ise gelisiminin yeterli olmadig:
goriildii. Kontrol grubu ile hipoksi grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik gozlendi (p<0.05). Hipoksi grubu ile hipoksi diisiik doz folik asit ve hipoksi
yiikksek doz folik asit grubu karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
gozlendi (p<0.05). Ayrica Hipoksi grubu ile hipoksi diisikk doz folik asit ve hipoksi
yiikksek doz folik asit grubunda ise hipoksi grubuna oranla daha iyi gelisim gozlendi

(p<0.05).

Sonuclar, FA’nin hipoksik kosullara maruz birakilan ve embriyonik gelisim geriligi

gosteren embriyolar iizerinde olumlu etkileri olabilecegini ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: Folik Asit, Embriyo Kiiltiirii, Sican, Antioksidan Etki, Noral Tiip
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EFFECT ON FOLIC ACID EMBRYO DEVELOPMENT IN HYPOXIC
EMBRYO CULTURE
Ertugrul DAGLI
Erciyes University, Department of Anatomy
MS. Thesis, June 2018
Advisor: Dr. Ogr. Uyesi Mehtap NiSARI

ABSTRACT

There must be enough oxygen in the living organisms to allow growth and division to
proceed smoothly. Hypoxia occurs when oxygen is inadequate. In the early embryonic
period, the exposure of the living organism to hypoxia causes many anomalies or live
organisms to die. As a result of hypoxia, oxidative stress occurs due to accumulation of
free radicals. Antioxidant is a substance that prevents free radicals from accumulating in
the environment. Folic acid is an antioxidant that has important roles in metabolism. It
is seen that the use of folic acid in the literature survey is congenital and the neural tube
defect is reduced. In this study, the effects of folic acid on embryo development in

hypoxic embryo culture were investigated.

Wistar albino (150-250 gr) pregnant rats were used in this study. Embryonal dissection
was performed at 9.5. days of gestation. Embryos were grown by in vitro embryo
culture technique. After 48 hours of culture period, the effect of folic acid (1mmol-

2mmol) on hypoxic orders was evaluated morphologically.

The morphological parameters of the hypoxia group were compared with the control
group. It was seen that the development of group control was complete, the
development of group hypoxia was not enough. A statistically significant difference
was observed between group control and group hypoxia (p<0.05). A statistically
significant difference was observed between hypoxia group and hypoxic low-dose folic
acid group and hypoxic high dose-folic acid group group (p<0.05). Moreover, the
hypoxic low-dose folic acid and the hypoxic high dose-folic acid A group showed better
development than the hypoxia group (p<0.05).

The results suggest that folic acid may have positive effects on nerve development
especially on embryos exposed to hypoxic conditions and showing embryonic

developmental retardation.

Keywords: Folic acid, In Vitro Embryo Culture, Rat, Antioxidan Effect, Neural Tube
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1. GIRIS VE AMAC

Canlilar yasamin1 devam ettirebilmeleri i¢in enerjiye ihtiya¢ duyar. Hiicresel canliligin
stirekliligi i¢in gerekli olan enerji kaynagina Adenozin Trifosfat (ATP) denilmektedir.
ATP iiretimi oksidatif fosforilasyon ile gerceklesmektedir (1). Dolayisiyla dolasimdaki
oksijen oraninda herhangi bir degisim hiicre fizyolojisini etkilemektedir (2). Viicut
icinde veya disinda oksijen basincinin azalmasi hipoksi olarak tanimlanmaktadir.
Hipoksi neticesinde oksidatif stres meydana gelmekte ve serbest radikaller olusmaktadir
(3). Serbest radikalleri ve zararli etkilerini azaltan sisteme antioksidan savunma sistemi

denilmektedir (4).

Folik asit (FA) antioksidan etkisi olan ve ¢esitli fizyolojik fonksiyonlara sahip bir
maddedir (5). FA, folat’in sentetik formu olup, kimyasal yollarla sentezlenmektedir.
Biyolojik formu sentetik formuna gore daha dayaniksizdir. Besinlerde bulunan dogal
FA, pisirme, dondurma ve saklama kosullarindan olumsuz olarak etkilenmektedir (6).
FA metionin, serin — glisin doniisiimii ve histidin metabolizmasinda gorev almaktadir
(7). FA eksikliginde istahsizlik, ishal, kilo kaybi, giigsiizliik, dil ve bas agrisi, carpinti,
unutkanlik, huzursuzluk ve davranis bozukluklar1 gibi semptomlar goriilmektedir (8, 9).
Yapilan caligmalar FA’min noral tiip defekti (NTD) gibi embriyonel gelisim
bozukluklarini 6nleyici 6zelligi oldugunu ortaya koymaktadir (10). Saglikli bir insanin
giinliik minimum 200 pg almasi gerekmektedir. FA’nin koruyuculuk 6zelligi nedeni ile
gebelerin giinliik minimum 400 pg almasi gerekmektedir. Yetigskinlerde Bj, vitamini
eksikligi semptomlarini tetiklememesi i¢in alinan FA seviyesi giinliikk 1000 pg’dan fazla

olmamalidir (11).

Yapailan literatiir taramasinda FA’nin antioksidan etkisi bulunmaktadir (5) . FA ile ilgili
bircok embriyo kiiltiir calismalar1 bulunmaktadir (5, 12). FA’nin hipoksik kosullarda
embriyo gelisimi iizerine etkileri hakkinda c¢aligmalara rastlanmamaktadir. Buna bagli
olarak hipoksik embriyo Kkiiltiirinde FA’nin embriyo gelisimi iizerine etkilerinin

arastirilmas1 amaclanmustir.



2. GENEL BiLGIiLER
2.1. HIPOKSI

Canllarda hayatin devami i¢in hiicrelerin biiyiimesi ve bdliinmesi gereklidir. Bu
gereklilik saglanirken hiicresel diizeyde en oncelikli ihtiyaglarindan biri oksijenin yeterli
saglanmasidir. Ortamin oksijensiz oldugu durumda hiicre metabolizmas1 yavaslar ve 30
saniye icinde bazi hiicreler canliligim yitirir (13). Hipoksi, viicuttaki dokularm yeterince
oksijen alamamasi1 sonucunda olusan oksijen yetersizligi olarak tanimlanmaktadir.
Oksijen yetersizliginin (hipoksi) sonucunda da, hiicrelerin biiylimesi ve canlilig1
azalmaktadir (14). Dokularmm oksijenlenmesini kandaki oksijen miktari, havadaki
oksijen yogunlugu, kanmn akis hizi, stres, ilaclar, sigara, alkol, obezite, gebelik,
metabolik bozukluklar, anatomik bozukluklar, travma ve bazi hastaliklar etkilemektedir

(15).
2.1.1. Hipoksinin Metabolizmasi

Normal hiicresel metabolizmada ve mitokondriyal solunumda oksijen, elektronlarin son
alicisidir. Mitokondriyal solunum zincirinde oksidatif fosforilasyon ile ATP iiretimi
gergeklestirilir. ATP hiicresel canlihigin siirekliligi icin gerekli olan enerji kaynagidir
(1). Oksijen yogunlugundaki herhangi bir degisim hiicre fizyolojisini etkiler. Basta sinir
hiicreleri olmak iizere viicuttaki tiim hiicreler oksijen miktarina kars1 olduk¢a duyarhdir
(2). Hipoksi, hiicresel diizeyde oksijen azalmasi sonucunda oksidatif metabolizmadan

anaerobik metabolizmaya (glikoliz) gecis ile baslayan olaylar zincirine neden olur (16).

Hipoksinin fetal ve yetiskin dokularda oksidatif strese neden oldugu gosterilmistir.
Oksidatif stresle reaktif oksijen tiirlerinin asir1 iiretimi sonucu hiicresel hasar ortaya
cikmaktadir (17, 18). Hipokside 6zellikle doku diizeyinde oksijen seviyesi yetersizdir.
Parsiyel oksijen basincinin (PaO;) degeri doku ozelligine bagli olmakla birlikte

minimum 20 mm Hg’dir (19).



Hiicresel diizeyde hipoksi, oncelikle hipoksiyle indiiklenen faktoriin (HIF) aktivitesi
olmak {iizere, vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF), 1s1 sok proteinleri (HSP)
reaktif oksijen ve azot tiirlerinin (ROAT) artisina neden olmaktadir (20). Ayrica hiicre
icine glukoz transportu ve anaerobik solunum icin gerekli olan glikolitik enzimlerin

tiretimi de hipoksiyle artis gostermektedir (21-23).
2.1.2. Hipoksinin Hiicresel Etkileri

Hipoksi, hiicresel diizeyde oksijen azalmasi sonucunda baslayan olaylar zincirine neden
olur. (16). Hipoksik strese maruz kalan hiicreler adaptasyon gostererek glikoliz ve
anjiogenezi artirirlar. Adaptif cevaplar ile basar1 saglanamazsa hiicre 6liimii olur (24).
Hipoksi durumunda Ozellikle dort hiicre i¢i sistem etkilenir. Bunlar; hiicre zari

biitiinliigii, ATP olusumu, protein sentezi ve genetik yapimin bozulmasidir (2).
2.2. OKSIDATIF STRES

Oksidatif stres, antioksidanlar ile prooksidanlarm kendi i¢indeki dengenin,
prooksidanlar lehine bozulmasi olarak tanimlanir. Oksidatif stres sonucu serbest radikal
olusumu artmasktadir (25). Hiicreler diisiik diizeyde oksidatif stresi tolere edebilirler
fakat yinede antioksidan sistem aktiflesir (26). Fakat, hiicre i¢i savunmanin yetersiz
oldugu durumlarda, oksidatif stres, bircok kronik dejeneratif hastaligin seyrinde rol
oynar (27). Organizmada yaglar, proteinler, karbohidratlar ve diger organik maddelerin
oksidasyona ugramasi ile canli organizma i¢in zararlh metabolitler olan reaktif oksijen

tiirleri (ROS) olusabilmektedir (28).
2.3. SERBEST RADIKALLER

Serbest radikaller, giiclii bir sekilde hiicresel hasara yol acabilen, son yoriingesinde bir
veya daha ¢ok eslenmemis elektrona sahip olan molekiil, atom veya iyon olarak
tanimlanmaktadir. Eslenmemis elektronlar serbest radikallerin kararsiz yapida olmasina
neden olmaktadir. Bu yiizden serbest radikaller kararli hale gelmeyi denemektedir.
Serbest radikaller reaktif oldugu icin ortamda bulunan molekiillerle reaksiyona girerek
oksidatif hasar olusturmaktadir (29, 30). Organizmada metabolik siireclerde olusan
elektronlarin aktarilmas: sirasinda elektron transfer zincirinden kopan elektronlarin
meydana getirdigi oksiradikaller hiicrelerin gecirgenlik ve biitiinliigiiniin bozulmasina

neden olmaktadir (31).



2.4. ANTIOKSIDANLAR

Organizma gerek i¢ (sindirim, solunum, hastalik, yaralanma vb.) ve gerekse dis
(cevresel faktorler) etkenlerin uyarimlariyla siirekli baski altindadir. Bu baskilar
sirasinda ve sonrasinda olusan oksidan molekiiller hiicrelere ve dokulara saldirarak
tahribata neden olmaktadir. Organizmada, reaktif oksijen tiirlerini ve diger
prooksidanlari, antioksidan enzimlerle siirekli etkisizlestiren bir sistem mevcuttur.
Antioksidanlar, oksijenin tahrip edici reaksiyonuna (oksidasyon) kars1 koruyucu 6zellik

gosteren maddelerdir. (32).
2.4.1. Antioksidan Savunma Sistemleri

Viicutta serbest radikallerin normalin iizerinde olusumunun engellenmesi ve bu
radikaller nedeni ile olusan hasarlarin Onlenmesi amaci ile gelismis savunma
sistemlerine “antioksidan savunma sistemleri” veya  ‘“antioksidanlar” denir (33).
Antioksidanlar meydana gelen oksidan molekiillerin sebep oldugu hasari hem hiicre ici
hem de hiicre dist savunma ile etkisiz hale getirmektedir (34). Antioksidanlar etkilerini

baslica dort sekilde gerceklestirmektedir (35, 36).

1) Toplayici Etki: Serbest oksijen radikallerini etkileyerek tutma ya da zayif bir

molekiile cevirme islemidir.

2) Bastiric1 Etki: Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak

aktivitelerini azaltarak veya inaktif hale doniistiirerek etki gosterir.

3) Zincir kiric1 Etki: Serbest oksijen radikallerini kendine baglayarak zincir kirip

fonksiyonlar1 engelleyici etkisidir.

4) Onaric1 Etki: Hasarli molekiilleri tamir etme ve temizleme etkisidir.

2.4.2. Antioksidanlarin Siniflandirilmasi

Antioksidan molekiiller endojen ve eksojen kaynakli maddelerdir. Endojen
antioksidanlar da enzimatik olan ve enzimatik olmayan olmak iizere kendi arasinda
ikiye ayrilmaktadir (Tablo 2.1). Ekzojen antioksidanlar ila¢ olarak kullanilan ve vitamin
olan antioksidan olmak iizere 2 gruptan olusmaktadir (Tablo 2.2). Antioksidanlarin

smiflandirilmasi asagida siralanmaktadir (4).



Tablo 2.1. Endojen Antioksidanlar (4).

Enzimatik Olan Endojen | Enzimatik Olmayan Endojen
Antioksidanlar Antioksidanlar
Glutatyon Peroksidaz (Gshpx) Seruloplazmin
Sod (Siiperoksit Dismutaz) Transferrin
Mitokondriyal Sitokrom Oksidaz Sistemi | Miyoglobin
Katalaz (CAT) Hemoglobin
Glutatyon-S-Transferaz (GST) Ferritin
Hidroperoksidaz Urat
Glutatyon
Sistein
Metiyonin
Bilirubin
Laktoferrin
Albiimin

Tablo 2.2. Ekzojen Antioksidanlar (37, 4)

Llag. Qlarak Slamiaggy Eksgign Vitamin Eksojen Antioksidanlar
ntioksidanlar

Ksantin Oksidaz Inhibitorleri

(Allopiirinol, Oksipiirinol, Pterin Aldehit, | Folik Asit

Tungsten)

Nonenzimatik Serbest Radikal

Toplayicilar (Mannitol, Albiimin)

B, Vitamini (Kobalamin)

Rekombinant Siiperoksit Dismutaz

Askorbik Asit (Vitamin C)

Trolox-C (Vitamin E Analogu)

A-Tokoferol (Vitamin E)

GSH-Px Aktivitesini Artiran Ebselen Ve
Asetilsistein

, B-Karoten

NADPH Oksidaz Inhibitérleri (Adenozin,
Lokal Anestezikler, Kalsiyum Kanal
Blokerleri, Nonsteroid Antiinflamatuvar
[laclar)

Demir Redoks Inhibitorleri

(Desferroksamin)

Dongiisii

Notrofil Adezyon Inhibitorleri

Sitokinler (TNF: Tiimor Nekroz Faktor Ve
IL-1: Interlokin-1)

Barbitiiratlar

Demir Selatorleri




2.5. FOLIK ASIT
2.5.1. Folik Asit’in Tarihcesi

FA (Vitamin M, Folasin) suda ¢oziinen vitamin B9 formlaridir. FA Folat’in sentetik
formu olup, kimyasal olarak sentezlenmektedir. Sentetik formu, biyolojik formundan
daha dayaniklidir. Besinlerde bulunan dogal FA, pisirme, dondurma ve saklama
kosullarindan olumsuz olarak etkilenebilir (6). FA antioksidan etkisi olan ve cesitli
fizyolojik fonksiyonlara sahip bir besindir (5). Ismini Latince bir kelime olan folium
(yaprak)" dan alir. {lk kez ingiliz Doktor Lucy Wills 1930’larda Bombay’da calisirken,
gebelerde anemiyi ve diger defektleri 6nleyici besin maddesi olarak tanimlamistir. Dr.
Wills aneminin bira mayas ile tedavi edilebildigini gostermistir. Ik onceleri Wills
faktorii olarak anilan madde daha sonralar1 FA ismini almistir (38). 1930"lu yillarin
sonlarina dogru bira mayasi icinde tespit edilen FA; ilk kez 1941 yilinda Mitchell ve
arkadaslar tarafindan saf olarak 1spanak yapraklarindan izole edilmistir (39).

2.5.2. Folik Asit’in Yapisi

FA pteridin halkasma p-aminobenzoik asit (PABA) baglanmasi sonucu olusan pteroik
aside ilave bir veya daha fazla glutamik asit kalintisindan olugmaktadir (Sekil 2.1)
Bundan dolay1 pteroilmonoglutamik asit olarak da bilinir. FA ¢ok cesitli bakteriler ve
bitkiler tarafindan sentezlenebilirken; hayvanlar ve insanlar PABA sentezini
yapamadiklarindan ve glutamati pteroik aside baglayamadiklarindan diyetlerinde FA’ya

gereksinim duyarlar (40).

H,N N
| W/ I Nj\
N !
Wt ™
pteridin Y N Cle
halkas:
‘\_\_’ //j\ O _coo

OH
H

/

\

p-aminobenzoik |
18

il
asit H C

glutamik asit
H’V

=

i/

Sekil 2.1. Folik Asitin molekiiler yapisi (40)



2.5.3. Folik Asit Bulunan Gidalar Ve Giinliikk Gereksinim

Viicutta FA sentez edilememesi nedeniyle insanlar bu ihtiyaci disaridan kargilamak

zorundadir (41). FA yoniinden zengin diyet kaynaklari arasinda; maya ekstrakti,

karaciger, dalak, bobrek, yesil yaprakli sebzeler (1spanak, lahana) ve turunggiller

bulunmaktadir. Daha az oranlarda da olsa ekmek, patates, siit ve siit Uriinlerinde FA

thtiyacim1 karsilamaya katkida bulunurlar (42, 43). Tablo (2.3) gosterildigi gibi her
besinde farkli oranlarda FA bulunur (44).

Tablo 2.3. Besinlerin FA icerikleri (pug /100 g )(44)

Tahil ve diger

Sebze pg/100g | Meyve | pug/100g besinler pg/100 g
B 202! 110 | Portakal 30 Beyaz ekmek 30
(haslanmis)
Ispanak 90 Greyfurt 25 Kepekli ekmek 40
Brokoli 65 | Portakal 20 | Spagetti, 4
suyu
Yesil fasulye 55 Muz 15 Piring 4
Marul, ¢ig 55 Karaciger, 270
pismig
Karnabahar 50 Ceviz 77
Bezelye 45
Taze misir 35
Lahana 30
Patates, taze 20
Domates, ¢ig 15
Havug 15
Salatalik, cig 9

Eriskinde giinlilk almmas1 gereken FA miktar1 yaklasik 400 pg/giin’diir. Bu miktar

gebelerde ihtiyacin artmasi ile 600 pg/giin’e kadar ¢ikar (45). Giinliikk FA gereksinimleri

asagida gosterilmistir (Tablo 2.4) (11).




Tablo 2.4. Giinliik Folik Asit Thtiyac1 (11)

Giinliik Onerilen Folik Asit Miktar Mikrogram
Yas Arahklan
11-14 yas 150
>15 yas erkek 200
>15 yas bayan 180
Gebeler 400
Emzirenler 280

2.5.4. Folik Asit’in Gorevi Ve Metabolizmaya Etkileri

FA’in en 6nemli gorevi tek karbon transferi reaksiyonlarinda koenzim rolii oynamasidir.
Tetrahidrofolat (THF) biyosentetik reaksiyonlarda gesitli tek karbonlu iiniteleri (metil,
metilen, formil veya formimino) tagimaktadir (46-48). FA hiicre boliinmesi ve protein
sentezi i¢in kritik 6neme sahiptir (45). FA; serin — glisin doniisiimii, piirin bazlarinin
sentezi, metionin sentezi, timidilat sentezi, bakteri protein sentezinde formil met

olusumu ve histidin metabolizmasinda gorev almaktadir (7).

Homosisteinden metionin sentezi sirasinda By, vitaminine bagimli bir enzim yaninda
kofaktor olarak FA de kullamilmaktadir. Bu nedenle FA eksikliginde metionin sentezi
azalmakta ve homosistein birikmektedir. Homosistein birikimi kalp hastaliklar1
acisindan risk faktoriidiir (48, 49). Homosistein noron hiicrelerine karsi toksik etkileri
vardir (50). Viicutta yeterli miktarda FA ve dolayisiyla THF tiirevi koenzimler
bulunmadiginda, bundan en fazla etkilenen hiicreler, boliinme ve yenilenme hizi en
yikksek olanlardir. Bunlar arasinda kemik iligindeki normoblastlar, 1okosit ve
trombositlerin ana hiicreleri ile sindirim kanali epitel hiicreleri sayilabilir (47, 51, 52).
Noral tiipiin kapanmasinda metiyonin adi verilen bir amino asit kullanilmakta ve noral
tiipiin kapanmamasinda ise yine bu amino asit eksikligi sorumlu tutulmaktadir. Viicutta
normalde metiyonin sentetaz enziminin rol aldig: tepkimeyle homosistein, metiyonine
doniismekte, bu enzimatik reaksiyon da ayrica metiltetrahidrofolat ve kofaktor olarak da
metil kobalamin gerekmektedir. Bu siirecte FA kullanilmasiyla homosisteinin,
metiyonine doniisiimiinde metil vericisi olarak gorev yapan metiltetrahidrofolat

saglayarak anomalinin olusmas1 6nlenmektedir (53, 54).



2.5.5. Folik Asit Eksikligi Ve Tedavisi

FA eksikligi; prematiirite, adolesan, yaslilik, fenilketoniiri dieti, malnutrisyon, keci siitii
ile beslenme gibi yetersiz alimlarda veya megaloblastik anemi, tropikal sprue, cdlyak
hastalig1, inflamatuar bagirsak hastaligi, gastrektomi, divertikiil, cerrahi rezeksiyon,
ilaglar, toksinler (siilfosalazin, alkol kullanimi, valproik asit, hidantoinler, oral
kontraseptifler, primetamin, trimetoprim-sulfametaksazol), kemik iligi nakli sonras1 gibi
emilim bozukluklarinda meydana gelmektedir. Ayrica prematurite, kronik hemolitik
anemi, hipermetabolik durumlar (hipertiroidi), siroz, diseritropoetik anemi, malign
hastaliklar, kemik iligi nakli, kronik diyaliz, karaciger hastaligi gibi metabolik
durumlarda FA eksikligine neden olmaktadir (55, 56)

FA eksikliginde ishal, istahsizlik, gii¢siizliik, kilo kaybi, agrili dil, bas agrisi, carpmti,
huzursuzluk, davranis bozukluklar1 ve unutkanlik gibi semptomlar goriilebilmektedir (8,
9). Yine bu FA eksiklige bagli homosistein seviyesi yiikselir. Plazma homosistein
seviyesinin yiiksekligi, kalp hastaliklar1 ve inme yoniinden Onemli bir risk faktorii

olduguna dair kanitlar vardir (57).

FA eksikligi diyetle tedavi edilmekle birlikte onleyici tedavi olarak NTD’ye etkisinden
dolay1 1998°den sonra Kanada ve Amerika Birlesik Devletleri basta olmak iizere diinya

tizerinde 50’den fazla iilkede zorunlu FA zenginlestirme programi basladi (58).
2.6. EMBRIYO KULTURU

Sican embriyolarinda ana organ taslaklarinin sekillendigi kritik donem 9,5 ve 11,5.
giinleri arasindadir. Yapilan caligmalarda bu giinler araliginda in vitro olarak homojen
serum icerisinde 48 saat embriyo Kkiiltiirii yapildiginda, embriyonun biiyiime ve
gelismesinin in vivo ortamindaki biiyiime ve gelismesi ile ayni oranda oldugu tespit

edilmistir (59).
2.6.1. Embriyo Kiiltiirii Tarihcesi

Embriyo kiiltiirii caligmalarinda ilk denemeler tavsan embriyolarini plazma pihtisi
lizerinde 6-9 somit asamasina kadar biyiitiilmeleri ile sonu¢lanmistir (60). Bunu
heparinize edilmis sican plazmasinda sican embriyolarimin kiiltiir edilmesi izlemistir
(61). 1964’te yapilan ¢aligmalarda 9-10 giinliik sican embriyolarinin sican serumunda
plazma pihtisinda oldugu kadar iyi biiyiiyebildigini tespit edilmistir (62). Bu donemden

sonra, sican embriyo kiiltiir teknigi bir¢cok arastirmaci tarafindan benimsenmis ve
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caligmalarda kullanilmistir (63). Giiniimiizde kullanilan bu teknigin temeli New’in sican
embriyolariin sigcan serumunda plazma pihtisinda oldugu kadar iyi biiyiliyebildigini
gostermesiyle atilmustir (64). Daha sonra New ve arkadaslar1 tarafindan bu yontem
gelistirilerek bir¢ok arastirmada kullanilan sican embriyo kiiltiir teknigi ile embriyolarin

in vitro ortamda uterus i¢inde oldugu kadar iyi biiylidiigi gosterilmistir (65).
2.6.2. Kiiltiir Ortaminda Solunum ve Metabolizma

New ve arkadaglari, in vitro sistemlerde iyi bir gelismenin saglanabilmesi icin kiiltiir
stireci ilerledik¢ce artan oksijen konsantrasyonuna ihtiya¢ oldugunu gdostermislerdir.
Buna gore %5’lik oksijen konsantrasyonu ile baglayan kiiltiirde, 24. saatte %20 ve 40.

saatte de %40’lik oksijen konsantrasyonuna ihtiya¢ oldugunu gostermislerdir (66).
2.6.3. Embriyo Kiiltiir Ve Teratoloji:

Gecen ylizyilin baglarinda dogumsal anomaliler daha ¢ok genetik nedenlerle
iligkilendirilmekteydi ve embriyoyu korunmasinda annenin karin duvari, uterus,
embriyonal ve fetal zarlar disaridan gelebilecek tehditlere karsi kalkan gorevi gordiigi
diisiiniilmekteydi (63). Bu durumun aksine Gregg, 1941 yilinda Rubella viriisiiniin
embriyo gelisiminin kritik doneminde konjenital malfomasyonlara neden olabildigini
gostermistir (67). 1950 yillarinda ise Thalidomit faciasiyla birlikte diger cevresel
etkenler ve farmakolojik ajanlarin da dogumsal eksikliklere yol acabilecegi
gosterilmistir. Bu gelismeler 15181inda "Teratoloji Bilimi' dogmustur. Yapilan ¢alismalar
dogumsal bozukluklarin %7-10'unun toksik ajanlar, ilaglar, iyonize radyasyon ve

kimyasal ajanlar gibi cevresel etkenlere bagli oldugunu gostermektedir (68).
2.6.4. Embriyo Kiiltiiriiniin Onemi:

Teratojenite hakkinda hayvanlarda yapilan deneysel calismalar ©Onemli bilgiler
saglamaktadir. Bu asamada deneylerin in vivo mu yoksa in vitro mu olmasi1 daha
avantaj saglayacaktir sorusu giindeme gelmektedir. Daha ucuz ve hizli olmasina ragmen
in vivo testlerin yasayan yetiskin hayvanlar iizerinde yapilmast miimkiin degildir.
Alternatif olarak karsimiza in vitro kiiltiir teknikleri ¢ikmaktadir. Cok sayida teratojen
ve kimyasal ajanlarin olast potansiyel teratojenik zararlarini arastirmak icin in vitro
embriyo kiiltiirii uygun bir metoddur. 2000’den fazla kimyasal teratojen in vivo hayvan
deneyleri sonucu belirlenerek rapor edilmistir. Ancak bunlardan sadece 20 kadari

insanlarda gelisim bozukluklarma neden olmaktadir. In vitro embriyo Kkiiltiir
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sistemlerinde etkili ila¢ dozlar1 dogru belirlendiginde herhangi bir yanlis sonuca
meydan verilmemektedir (69). Teratojenlerin ve ilaglarin etkilerinin 6nceden
belirlenebilmesi ve dogumsal bozukluklarin daha erken tespit edilmesi i¢in, insan
embriyolarimin kullanilmasi etik olmadigindan hayvan deneyleri onem kazanmistir. Bu

nedenle in vivo ve in vitro ¢aligmalar gelistirilmistir (70, 71).
2.6.5. In Vitro Embriyo Kiiltiirii:

In vitro embriyo Kkiiltiirii aragtirmaciya organ gelisimi siirecindeki embriyonun siirekli
gozlemlenebilmesi imkan1 saglamaktadir. Bununla birlikte kiiltiir ortamina ilave edilen
potansiyel teratojenlerin ve bazi farmakolojik ajanlarin organ gelisimi doneminde
embriyonik biiyiime ve gelisme {lizerine etkilerinin ve es zamanli takibine imkan
vermesi agisindan da onemlidir. Yiiksek dogurganliga sahip sicanlarin kullanildigir bu
metodun bilimsel alanlarm dikkatini ¢cekmek i¢in olduk¢a degerli oldugu bildirilmistir

(72).

Sicanlarda embriyonik gelisimin 9,5 ila 11,5’inci giinleri organ taslaklarmin gelistigi
donemi kapsamaktadir. Sican embriyo Kkiiltiiriinde norogenez, gliogenez ve ndronal
migrasyon degerlendirilmesinde en uygun giin 11. giindiir. Ekstremite gelisiminin
degerlendirilmesinde ise 14.-15. giinlerdir. Teratojenlerin dogumsal bozukluklara yol
actig1 en kritik donem insanda 15 ila 60’inc1, sicanlarda ise 9,5 ila 11.5’inci giinler
arasma denk gelmektedir. Bu donemden Once embriyo, teratojene maruz kalirsa
embriyonun yasamasi tehlikeye girerken daha ge¢ donemde teratojene maruz kalmasi
halinde ise embriyoda fizyolojik dogumsal eksiklikler ya da organlarda fonksiyon
bozukluklar1 goriilmektedir. Farmakolojik ajanlarin teratojenik olup olmadiginin
saptanabilmesi ve dogumsal bozukluklarin nedenlerinin belirlenebilmesi i¢in in vivo ve

in vitro caligmalar es zamanli olarak yapilmaktadir (63).

Memeli gelisimi siirecinde ana organ taslaklari, embriyonun uterus duvarma
tutunmasini takip eden siirecte sekillenmeye basladigindan dolayr embriyo iizerindeki
gelisme safthalarini gozlemlemek in vivo caligmalarda olduk¢a kisithdir. In vitro
caligmalar in vivo testler ile karsilastirildiginda daha hizli ve ucuzdur (69). Antioksidan
maddelerin ve teratojenlerin tiire 6zgii degisiklikler sergilemesi ve in vivo ¢aligmalarda
anne metabolizmasindaki farkliliklar hayvan deneylerinden elde edilen sonuglarin
insanlar i¢in yorumlanabilmesini zorlastirmaktadir (73). Diger yandan in vitro

caligmalarda embriyonun gelisim siireci devamli olarak gozlenebilmekte ve gebelik
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siirecinde ortaya c¢ikan i¢ ve dis etkenler izole edilebilmektedir. Bu durum normal
biiyime mekanizmasmnin arastirilmasmma ve anormal gelisimin  etiyolojisinin
anlasilabilmesine de imkan saglamaktadir. In vitro ¢aligmalarin dezavantajlar1 arasinda
embriyogenezin sinirli bir donemini icermesi, kisitli bir zaman dilimini gostermesi

problem olmaktadir (74, 75).

2.6.6. In Vitro Ortamda Biiyiitilen Embriyolarda Biiyiime ve Gelismenin

Degerlendirilmesi

Son zamanlarda postimplante kemirgen embriyo Kkiiltiirii teknigindeki gelismelerin
akabinde, embriyolarin in vivo sartlarda oldugu kadar in vitro sartlarda da biiyiitiilebilir
ve gelistirilebilir olmas: teratolojistlerin dikkatini ¢cekmektedir. Antioksidan maddenin
etkilerinin ayn1 zamanda da ajanlarin toksisitesinin dogrudan embriyo iizerinde

arastirilmasina olanak saglamaktadir (76).

Embriyolarin in vitro ortamda biyiitiilerek gelisimlerinin  kantitatif olarak
degerlendirilmesinde tamimlayic1 parametreler kullanilmaktadir. Van Maele-Fabry ve
arkadaslar1 tarafindan gelistirilen 'Objektif Skorlama Sistemi' morfolojik gelisimi
Olcmek i¢in tasarlanmis sik kullanilan skorlama (Puanlama=Degerlendirme) yontemidir.
Bu yontem kullanilarak sican gebeliginin 10, 11, 12 ve 13. giinlerinde in vitro olarak
yasatilan embriyolarda 17 morfolojik 6zellige bakilmaktadir. Her bir mofolojik 6zellik 6
evreye ayrilmaktadir. Bu evrelere de O ile 5 arasinda degisen puanlar verilmektedir

(Cizelge 2.1) (77, 78). Bu parametreler sunlardir:
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Cizelge 2.1 Morfolojik Skorlama Parametreleri. (77, 78).

Embriyonik 0 1 2 3 4 5 6
tomurcuk
Vitellus kesesi @ @ @
damarlanmasi . Lo . .
damar olug- ektoplasental vitellus kesesi vitellus kese- ana damardan vitellus kesesi
maz veya kan  kon etrafinda tizerinde sinde damar  ¢ok sayida  sapi oblitere
adaciklari  kan adaciklart  birkagince  agiolugursa  ince dallar  olup vitellin
olusursa olusursa damar olusur- ¢ikiyorsa arter ve ven
sa ayriliyorsa
@ ,
Allantdis eksosdlomda  allantois kor- umblikal umblikal ve
allantois ser-  yon ile kay-  dolagim olu-  vitellin da-
best olarak nagmis ise sursa marlar aorttan
goriiliirse ayrildig go-

riliirse 3

@ 1/4 12 3/4 %
Fleksiyon @

ventral olarak Y4 oraninda Y2’lik bir ¥'lik rotas-  dorsal olarak tamamen

konveks ise rotasyon rotasyon yon varsa konveks katlanirsa
varsa

Kalp endokardial  kalp goriinti- kalp S harfine  atrium ve kalp ti¢ bol- kalp dort

yap1 goriiniir- yorsa benzer tiip ventrikiil meye ayril- bolmeye

G o v U . ! e

0 ‘ 01

]
.
Arka beyin noral tabaka  V-geklinde  noral katlanti  6n néropor on noropor dordiincii
olusmus ise  noral katlanti ~ U-seklinde olusmus kapali, thom-  ventrikiiliin
varsa ise ancak agik bencephalon  agik st kena-

ise sekillenmis ise  riyla pons

birlesmis ise
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Embriyonik 0 1 2 3 4 5 6
tomurcuk
~— v U @ @ : \
. S
Orta beyin noral tabaka  V-seklinde U-seklinde  kismen me- tamamiyle mesensefalon
veya mesen- noral katlanti  noral katlanti  sensefalik  mesensefalon  ve rhinense-
sefalik beyin varsa varsa katlant1 bir-  birlesmis ise  falon arasinda
katlantist lesmis ise bir bolme
varsa varsa
Py & -WQ
voora AR o D
noral tabaka  V-geklinde U-seklinde  prosensefalik prosensefalon  telensefalik
olusmus ise  noral katlanti  noral katlanti  katlanti kis-  tamamen bir-  evaginasyon
varsa varsa men birles- lesmis ise goriiniirse

mis ise

Otik sistem

(

herhangi bir
belirti yoksa

b

otik ¢ukur

b

otik vezikiil

(o

otik vezikiil

A

diiz bir otik

o

otosit dorsale

primordium varsa kapali ancak  epidermisten  yerlesmis ise
varsa epidermisten  ayrilmus ise
ayrilmamis
ise

0 0

Optik sistem ?of
herhangi bir  sulcus opticus  optik primor-  optik pri- primer optik  lens tabakasi
Olfaktor 0 é}d
sistem
herhangi bir olfaktor tabaka olfaktor tabaka olfaktor ¢ikinti
belirti yoksa varsa ¢evrelenmis ise belirgin ise
Bransiyal
bar

brangiyal bar
gorlinmiiyorsa

bir tane bransiyal
bar varsa

iki tane brangiyal
bar varsa

li¢ tane brangiyal
bar varsa
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Embriyonik 0 1 2 3 4 5 6
tomurcuk
Maksiller ; ? /55 -
¢ikinti
rudimental bar rudimental bar brangiyal barile mandibular ¢ikinti
kafanin 6n kis-  kafanin 6n tarafin-  maksiller ¢ikintt  ile 6n beyin ara-
muyla birlesmis  dan ayrilmig ise arasinda igeriye sinda bir tabaka
olarak goriinii- dogru bir ¢ikinti olusursa
yorsa olursa
Mandibular
cikinti
herhangi bir sey mandibular ¢itkinti  ventral kenarlar ~ bu kenarlar bir-
goriinmiiyorsa  ventral kenar bo- birbirine temas lesmis ise
yunca ayrilmis ise ediyorsa
On ayak
herhangi bir sey 9 ila 13 somit on ayak tomur-  On ayak tomurcu-
olusmamig ise  seviyesinde disari-  cuklanmis ise gu kiirek seklinde
ya dogru bombe- ise
lesme varsa
| O
Arka ayak herhangi bir sey 26 ila 30 arka ayak arka ayak
olusmamig ise  somit seviye- tomurcuklan-  tomurcugu
sinde disariya mis ise kiirek seklin-
dogru bombe- de ise
lesme varsa
Somit sayisi somit sayis1 Oila 6 ila 10 ara- Ililal5 16ila 20 2lila25 261la 30
S arasinda ise sinda ise arasinda ise arasinda arasinda ise  arasinda ise
WVitellus l!;‘.

kesesi capt

Somit sayist Bag-kug vzunlugu

Bag uzunlugu
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Sadece embriyonik yast belli embriyolar icin kullanilan morfolojik skor biitiin
embriyolar i¢cin ayr1 ayri skorlarin toplam sayisal degerini ifade etmektedir. Morfolojik
skorlama in vitro kiiltiir ortaminda biiyiitilen embriyolarin gelisiminin ayrintili
indeksini vermektedir. Spesifik primordianmn yavaslamasmin ve dismorfogenezin
bulunmasina, biiyime ve gelismenin kantitatif olarak karsilastirilmasina imkan
saglamaktadir (76). Bununla birlikte vitellus kesesinin capi ile embriyonun bas-kig
uzunlugu oOlgiilerek biiyiime ve gelismenin sayisal olarak karsilagtirilmasina yardimci

olmaktadir (Cizelge 2.1) (77, 78).
2.7. SICANLARDA EMBRIYONIK GELISIM

Sicanlarda tuba uterina’nin ampulla kisminda meydana gelen dollenme sonucu olusur.
Olusan zigot ampullada distale dogru ilerlemektedir (79). Dollenme sonrasinda ilk 30
saat zigot 2 hiicrelidir. Bu doneme blastomer denilmektedir. Zigot 4 hiicreli oldugu
zaman yaklasik 40 saat dolmaktadir. Zigot 12-16 hiicreli oldugunda yaklasik 72 saati
dolmakta ve erken morula donemine girmektedir. Zigot 16-32 hiicreli oldugu dénemde
yaklagik 96 saati tamamlamaktadir. Uterus bosluguna indigi bu doneme ge¢ morula

evresi denilmektedir (Sekil 2.2) (80).

Sekil 2.2. Dollenme Sonrasi {1k Evre



17

Uterus boslugunda serbestce yiizen zigot, daha sonra icerisinde sivi dolu bir bosluk

gozlenmekle (blastosel) birlikte blastosiste doniismektedir (Sekil 2.3) (81).

‘.2 ::‘/Embrlyoblast
. ®

- .
..‘. ‘

Trofoblast

Sekil 2.3. Blastula Evresi

Blastosist, trofoblast ve i¢ hiicre kitlesi (embriyoblast) olmak iizere iki grup hiicreden
olusmaktadir. Trofoblast tabakadan plasenta, embriyoblast tabakadan embriyo,
allantois, vitellus kesesi ve amniyon gelismektedir. Tubae uterinae’ya yerlesmeyi
engelleyen zona pellusida, gebeligin 4-5. giinlerinde erimekte ve implantasyon
baslamaktadir. Sicanlarda implantasyon uterusun antimezometriyal kismindaki bir

olukta gerceklesmektedir (81).

Endoderm ve ektoderm tabakasinin olugmasi 5. ila 6. giin arasinda i¢ hiicre kitlesinin
farklilasmasi ile baslamaktadir. I¢ hiicre kitlesi hizla cogalmaya devam eder. Gelisen
endodermal hiicrelerin bir kismi embriyonal diskin alt boliimiinii olustururken bir kismi
da visseral endodermi sekillendirir. Endoderm hiicrelerinin bir kismu mural trofoblastin
ic yliziiziinii kaplayarak parietal endodermi olusturur. Bu zamanda embriyo 6-7
giinliiktiir. Ektodermin igerisinde ilk amniyotik bosluk meydana gelmektedir.
Embriyonik ektodermin merkezinde, proamniyotik bosluklar goriiliir. Bu bosluklar

birleserek embriyonik silindirin (egg cylinder) i¢inde dar bir liimen olusturur (82-85).
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Germ tabakasiin inversiyonu ile embriyonik silindirinin olusmasi kemirgenlere 6zgii
bir durum gostermektedir. Bu iki katmanl silindir diger memelilerdeki iki katmanli
germ diski ile aynidir ve bu asamada embriyoyu ¢evreleyen koryon bulunmamaktadir.
Embriyo ile anne kaninin ayrilmasi gerekmektedir. Reicherts membrani, silindir
icindeki kapillerlerin primer dev hiicrelere dogru gecmesini engelleyen ve sadece
kemirgenlerle, bocek yiyenlerde bulunan bir zardir. Bu zar ilk defa Gine domuzlarinda
Reichert tarafindan kesfedilmis ve ‘Reicherts Membrani1® olarak isimlendirilmistir.
Reicherts membrani gestasyonun 6. giiniinde mural trofoblast ile ektoplasental konun
birlesme yerinden asagiya ve blastosol i¢cine dogru trofoblastik dev hiicreler ile pariyetal
endoderm arasinda ortaya ¢ikmaktadir (86). 8. Giine gelindiginde, kalin hiyalin bir zar
olan Reichert zar1 tiim embriyoyu cevreler (Sekil 2.4, Sekil 2.5) (87).

[ &

|~ Reichert zan
) |' Trofoblastik
| dev hacrelor
"1 Yol sak boglugu

... Mozodorm
Endodorm
Ektoderm

Pro-amnlotik
bogluk

Sekil 2.4. Sicanlarda fetal zarlarin gelisimi (86) A) Implantasyon oncesi blastosist hali, B)
Blastosistin implantasyonu, polar trofoblastin ¢ogalmasi ve i¢ hiicre kitlesinin
farklilagsmasi, C) Germ tabakalarmin inversiyonu ve Reicherts membranmnin orijini, D)
Mezodermin erken safthadaki goriiniimii.
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—» Reichert zari

Sekil 2.5. Ektoplasental kon ve reichert zar1

Embriyonun erken donem beslenmesinde ve korunmasinda reichert zar1 onemli gorevler
alir, embriyoyu anne kanindan ayirir fakat, sizint1 seklinde organik sivi gecgisine izin
verir ve embriyo bu sivi icinde yilizer. Besinler vitellus kesesi endoderminden

pinositozla almir (81).

Gebeligin 8. giiniinde mezoderm olusmaya baslamasiyla gastrulasyon evresi baglar.
Mezoderm hiicreleri, ektoderm ile endoderm arasinda bir hat boyunca ilerler ve embriyo
etrafim1 sarar. Mezoderm hiicreleri ¢ogaldikca ileride embriyonun posterior ucuna denk
gelecek kisimda bir bosluk (pro-amniyotik bosluk) olusmaya baglar ve bu bosluk
biiyliyerek cevresindeki hiicrelerle beraber silindirik bir halka seklini alir. Daha sonra
mezoderm hiicrelerinin sayica artmasiyla beraber ektoderm ve mezoderm hiicreleri
silindirin orta kismmdan igeriye dogru ilerlemeye baslar ve sonunda iki taraf birlesir.
Bosluk etrafinda horizontal seyirli iki membran olusur. Biri ektoplasental koni
yakininda olan koryon, digeri de ileride embriyoyu olusturacak olan ilkel hattin hemen
izerinde olan amniyondur. Boylece konseptus; ektoplasental bosluk, vitellus kesesi

boslugu (ekstra embriyonik ¢cdlom) ve amniyon boslugu olmak iizere 3 odaciga ayrililir
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(87). Bu gelisim yaklasik olarak, embriyolarin in vitro kiiltiir i¢in alinip hazirlandig1 9,5.
giinde gerceklesir (81).

9-10. giine gelindiginde embriyoda kuyruk kivrimi ve bas olugmaya baslar, bu agsamada
embriyoda 5-12 somit vardir. Allantois, koryon ile birlesirken ektoplasental bosluk yok
olmaya baglar. Allantoik damarlar, koryon ektodermi iizerinde dagilmaya baslar,
boylece anne ile embriyonik dolagim koryon ile birbirinden ayrilmis olur. Bdylece
koryoallatoik (hemokoryal) plasenta olusur (Sekil 2.6). Iki dolasim arasindaki gecis

difiizyon, kolaylastirilmis difiizyon, aktif transport ya da pinositoz araciligiyla saglanir.

\ ‘Trofoblast |
Allantois

2 CRN
% \ ’Reichert zarl\

Amniyon Sivisi vitellin

damarlar

Sekil 2.6. Sicanlarda allantoik plasentanin ileri gelisimi ve bagirsak olusumunun
tamamlanmasiyla embriyonun dorsale dogru konveks olacak sekilde tamamen
donmesi (86)

Koryoallantoik plasenta 11-12. giinlerde aktif hale gelir (81). Sicanlarda intrauterin
yasamin 8-14. giinleri organogenez donemi olarak bildirilmistir (88). Siganlarda somit
olusumu 9. giiniin sonunda ve 10. giinde baslar ve her giin yeni somitlerin ilave
olmasiyla artarak 16. giinde tamamlanir. Yaklasik 65 somitin, 4’ii oksipital, 8’1 servikal,

13’1 torakal, 6’s1 lumbal, 4’1 sakral, 30’u kaudal bolgede bulunur (89).

Embriyo 10,5 giinliikken fark edilebilir yapidadir. Noral kabarti, 6n barsak, karaciger
tomurcuklari, kalp ve somitler belirginlesmistir. Buna ek olarak allantois eksosdlom

karsisinda geliserek ektoplasental kon ile birlesir. Ayn1 zamanda embriyo ventral olarak
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konveks olup hemen donmeye baslar ve kuyrugu kivrilir. Dénme olayr embriyo 11,5
giinliikken tamamlanarak dorsal olarak konveks hale gelir. Embriyo, amniyon kesesi
icinde donerek etrafi amniyon tarafindan cgevrelenir, ayn1 zamanda vitellus kesesi
gelisir. Boylece hem amniyon hem de embriyo vitellus kesesi igcinde gelisir. Sican
embriyosu yaklasik 12,5 giinlilkken biitiin organ tomurcuklar1 belirgindir. Bu durum
insanlarla karsilastirildiginda 8. haftaya denk gelmektedir (90). Ayn1 zamanda embriyo,
korio-allantoik plasenta ve damarlanmis vitellus keseli plasenta olmak iizere iki
plasentaya sahiptir. Allantoik plasenta gebeligin son evresinde Onemli iken,
damarlanmis vitellus kesesi erken embriyonik gelisim esnasinda esas besleyici organ
olarak gorev yapar (91). Organogenezisin onemli kismi 15. giine kadar devam eder. 16.

giinde pariyetal vitellus kesesi, trofoblast ve desidua kapsularis rezorbe olur (81).

Reichert zar1 18. giine kadar varhgini siirdiiriir ve daha sonra yirtilarak plasenta
kenarina c¢ekilir. Desidual doku igerisindeki kapiller kanallar, trofoblastlar ile reichert
zar1 arasindaki sinus benzeri bosluga girdigi icin, gebeligin ilk asamalarinda vitellus
kesesi ile embriyonik endodermi anne kanindan ayiran tek yapi reichert zaridir. Bu zarin
bulunmas: germ tabakalarmnin inversiyonu kadar gereklidir, boylece koryon diger

tiirlerde oldugu gibi tiim embriyoyu cevrelemez (87).
2.7.1.S1¢can Visseral Vitellus Kese’sinin Yapisi ve Gorevi

Vaskiiler membran visseral vitellus kesesinde endodermal hiicreler tek tabakali yapi
seklinde olusturmaktadir. Embriyo ile ektoplasental konu visseral vitellus kesesi
baglamaktadir. Absortif ve mezotelyal olmak {lizere iki epitelyum yiizeyden
olusmaktadir. Vitellus kesesi damarlanmas1 mezensime dogru yonelmektedir. Vitellus
damarlari ile emilimi yapilan maddeler ile visseral endoderme mezensimal tabaka i¢inde
iletilmektedir. 15. giine gelindiginde vitellus kesesinin parietal duvar1 zayiflamaktadir
ve sonra uterinal boslugun icerigi visseral endoderm ile karigmaktadir (92). Sican
embriyolariin 10 giiniinde visseral vitellus kesesi olmadigi i¢in kiiltiirde biiyiimesi ve
gelismesinin devam edemedigi bildirilmistir (93). Erken organogenez esansinda vitellus
kesesi anne sican ile embriyo arasindaki en biiyiik tasiyicidir (86, 94). Visseral vitellus
kesesinin, ¢evresindeki makromolekiiller pinosite etme o6zelligi vardir. Endodermal
hiicrelerle makromolekiiller lizozoma tasinarak iiriin elde edilmektedir ve bu iiriinler
gelismekte olan embriyoya gonderilmektedir (95). Bazi proteinler visseral vitellus

kesesinin endodermal hiicreleri sayesinde alinmakta ve embriyoya vitellus kesesi
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damarlarindan gecerek ulasmaktadir. Tasima fonksiyonunun yani sira visseral vitellus
kesesi, ayn1 zamanda immiinolojik, hematopoetik ve metabolik fonksiyonlar: da yerine

getirmektedir (96).
2.7.2. Anjiogenez

Kilcal damarlardan tomurcuklanma seklinde yeni kilcal damar olugmasina anjiogenez
denilmektedir. Bliylime ve gelisme ile yara iyilesmesi sirasinda yeni kilcal damarlarin
olugmasini saglamaktadir. Tiimor olusumu ve embriyonik gelisim gibi patolojik ve
fizyolojik durumda ortaya ¢ikmaktadir. Doku hipoksisine karsi uyum cevabi olarak
meydana gelmektedir. Anjiogenez, prematiire damar agmin diizeltilmesi asamasinda
devam eden morfojenik degisimlerle, yeni damarsal dallarin olusmasiyla ve son
asamada damarlarin yerine oturmus olmasiyla tanimlanmaktadir (97). Anjiogenez;
hiicre hipertrofisi veya proliferasyonu siiresince olusan oksijen destegi ve ihtiyact i¢in
lokal doku perfiizyonunu saglamakta onemli bir role sahiptir. Ayrica anjiogenik
tomurcuklanma ve kilcal bolinme olmak iizere iki yolla gerceklesmektedir.
Anjiogenezde kilcal boliinme, temel olusum mekanizmasi olarak kabul edilmektedir.
Kilcal damar olusumunu temelde etkileyen yap1 aktif endotel hiicresidir. Bu hiicre kilcal
damarmn limen kismindan boliiniip iki yeni kilcal damar meydana getirmektedir (98,
99). Aktif olan endotel hiicresinin etrafindaki matriks dokusuna dogru endotel zinciri
kurarak tomurcuklanmasiyla yeni damarlarin meydana getirilmesine anjiogenik
tomurcuklanma denilmektedir (100, 101). Anjiogenezi engelleyen ve arttiran faktorler
arasindaki denge bozuldugunda anjiogenezde artma veya azalma goriilebilmektedir
(102). Baz1 kosullarda karsilasilan yaralanmalarin iyilesmesinde veya doku hasarlarinda
anjiogenez onemlidir. Ayrica ovulasyon sirasinda korpus luteum gelisimi, disi iireme
sisteminde folikiil olusumu ve plasenta gelisimi anjiogeneze baghdir. Ateroskleroz,
diyabetik retinopati ve solid tiimor gelisiminde ise kontrolsuz anjiogenez goriilmektedir
(103, 104). Fizyolojik kosullarda anjiogenez yash dokular ve embriyonik organlarda
farkli sartlarda (6zellikle hipoksi, egzersiz vs) kilcal agin cogalmasini saglamaktadir

(101, 105, 106).
2.7.3. Vaskiilogenez

Vaskiilogenez embriyonal yasamla sinirlandirilmis olup anjioblastlarin  (endotel
hiicrelerinin prekiirsorii) kan adaciklarina doniismesiyle vaskiiler yatagin meydana

gelmesi anlamina gelmektedir (107, 108). Cok yonlii ana hiicreler olan anjioblastlar



23

farklilagsarak primer pleksustan (ilk ag) kilcal ag1 olusturmaktadir. Bu ilk olusan ag
anjiogenez yoluyla organlar i¢inde yayilmakta ve boylelikle embriyonik dokularin
primitif ~ vaskiilaritesini meydana getirmekle gorevli oldugu bilinmektedir.
Vaskiilogenezin; embriyonal hayatin baslangicindan sonra damarlarin, organ ya da
dokularda kendiliginden olusmasma karsilik geldigi bildirilmektedir. Embriyonal
hayatta olusan biiylik venler, aort gibi damarlarin meydana gelmesi vaskiilogenez
yoluyla gerceklestigi rapor edilmistir (109). Vaskiilogenezin sadece embriyonal
donemde olustugu bildirilmistir fakat son yillarda yapilan ¢aligmalar postnatal yasam
stiresince gerek fizyolojik gerekse patolojik sartlarda devam ettigini gosteren bilgiler
mevcuttur (110). Arterler ve venlerin olugsmas1 embriyonik donemde ortaya ¢cikmakta ve

bu siire¢ ¢cogu organda postnatal yasam boyunca siiregelmektedir (111, 112).
2.7.4. Embriyoda Erken Donem Damar Gelisimi

Embriyonik gelisimin ilk donemlerinde, pek cok organ damarsiz olarak gelismeye
baslamaktadir. Bu organlarin gelisiminin, damar kanallarmin ve kilcal damar aginin
seklen ortaya ¢ikmasiyla ayni zamanda olustugu belirlenmistir. Gelisimi devam eden
pek cok organ i¢cin bu olay cok dnemlidir (113). Kardiyovaskiiler sistem; embriyoda
metabolik ihtiyaclarin karsilanmasi i¢cin gelisen ilk aktif sistemdir (114, 115).
Ekstraembriyonik damarlanma, embriyodaki damarlanmadan 6nce ve bagimsiz olarak
geliserek dolasimm siirekliligini saglamaktadir (116). Damar endoteli ve kan hiicreleri
embriyoda farkli bolgelerde yerlesmis olan mezensimal hiicre gruplarindan meydana
gelmektedir. Somitler gelismeye bagsladiginda, vitellus kesesi lizerinde kan adaciklar:
goriilmeye baslamaktadir. Kan adaciklarinin ortasinda kalan hiicreler kan adaciklarini
meydana getirirken ¢evrede kalan hiicreler ise farklilasarak endotele doniismektedir. Tlk
damar ag1 kan adaciklar1 birlesmesi ile olusturmaktadir (117, 118). Endotel hiicrelerinin
degisime ugramasi embriyo icinde de devam etmektedir. Embriyodaki kan damarlar:
vaskiilogenez ve anjiogenezle sekle biiriinmektedir. Degisime ugrayan anjioblastlar
mezoderm i¢inde ilk kilcal ag1 olusturur. Sonrasinda biiyilk damarlar (dorsal aort ve
aortik arklar) birleserek yeni biiyiik damarlar1 meydana getirmektedir. Endodermal
organlarin damarlanmas1 (6rnegin; mide, akciger, pankreas ve bagirsak gibi) endotel
hiicrelerin degisime ugramasi ile olugsmaktadir (119). Sicanlarda kan damarlarminda
gelisimi, mezodermal germ tabakasi sekillenmesiyle (yaklasik olarak gebeligin 9,5.
giiniinde) baslamaktadir (118). Somitler gelismeye basladiginda kan adaciklar1 vitellus
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kesesinin duvarinda gelismeye devam etmektedir ve embriyoda gelismekte olan
damarlarla baglantis1 bulunmamaktadir. Kan damarlar1 sekle biiriindiikten sonra bu
damarlarin birlesmesi sonucunda ilk damar agi olugsmaktadir (120, 121). Rudimenter
halde olan kalp, embriyo 6 somite ulastiginda hizli bir sekilde gelismeye ve degismeye
baslamaktadir. ilk olarak embriyonun 6n kismindaki mezorderm tabakasinda kalinlasma
gozlendigi bildirilmektedir. Sadece mezodermal hiicreler birleserek endotel tiipii
meydana getirmektedir. Bu tiip, dorsal aortalar1 olusturacak olan birinci aortik arkusla
devam etmektedir. 9. giinde ortaya c¢ikan 6n kardinal ven, noral tiipiin kapiller agindan
gelen kanit almaktadir. Dorsal aort somit dizisinin ventralinde goriildigi
bildirilmektedir. Kalp bundan sonra kan dolagimini devam ettirebilme yetenegine
kavusmaktadir (122). Gebeligin 11-12. giiniinde plasental dolasimin olusmasiyla
besleyici molekiilleri vitellus kesesinden embriyoya damarlar araciligiyla iletilmektedir.

(123).
2.7.5. Norulasyon (Noral Tiipiin Olusumu)

Gastrulasyonun sonunda gelismekte olan embriyo dista “ektoderm’ ortada
“mezoderm’’ ve icte ‘“endoderm’ olarak iizere li¢ temel hiicre tabakasmdan
farklilagsmaktadir. Endoderm tabakasindan gastrointestinal kanal, akcigerler ve karaciger
gibi organlar gelismektedir. Mezoderm tabakasmdan ileri donemde kaslar, bag doku ve
vaskiiler sistem meydana gelmektedir ve ektoderm tabakasindan ise sinir sistemi
gelistigi bildirilmektedir. Ayrica néroektodermden go¢ eden noral krista hiicrelerinden;
kranial (5. 7. 9. 10.) ve spinal hiicreler, yutak kavisleri, otonomik ganglionlar, adrenal
medulla, bag dokusu ve kaslar, dermisin pigment hiicreleri, beyin ve omuriligi kaplayan
zarlar koken almaktadir (124, 125). Ektoderm tabakasinin farklilasmasi *’norulasyon’
ve ’’noral krista’’ olarak iki boliimde incelenmektedir. Gelisim siireci olarak tarif edilen
’Norulasyon’ memeli embriyolarinda dort asamada meydana geldigi bilinmektedir. Bu
asamalar sirasiyla; noral plak olusumu, noral plak sekillenmesi, noral plak biikiilmesi ve
son olarakta noral oluk kapanmasi seklindedir (Sekil 2.7) (124, 125). Notokord,
embriyolojik gelismenin {icilincii haftasinin sonuna dogru kolumnar ektoderm
hiicrelerini noroepitel hiicrelere degismeleri yoniinde indiikler ve bu hiicreler kasik
bicimli, noral plak olarak adlandirilan kalinlasmay:1 olusturmaktadir. Noral plagin 6n
kismindan beyin taslag1 gelisirken arka kismindan noral tiip gelismektedir. Noral plagin

yan sinirlart noral katlantilar1 sekillendirirken, plagm orta hatti ¢okerek noral olugu
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olusturur. Kolumnar noroepitelde meydana gelen farklilasma sonucu noral plak kivrilir.
Notokordun {iizerini Orten hiicreler bazal yiizleri bazal laminaya oturan kama, ya da
takoz seklini almaktadir. Bu degisiklikler noral plagin, ventral ekseni orta hatta yerlesen
“V” seklinde bir yapiya (noral oluk) farklilagsmlasina yol acar. Yiizey ektoderm
hiicreleriyle temas halinde noroepitel hiicreleri de tepeleri bazal laminaya bakacak
sekilde yerlesen kama bi¢cimini kazanirlar. Noral katlantilarin i¢ taraflarindaki hiicre
cogalmasi, bu yapilarin orta hat boyunca tedrici olarak birbirlerine yaklasip karsilagarak
kaynasmalar1 ve noral tiipiin sekillenmesiyle sonuclanmaktadir. Noral tiipiin kapanmasi
4. somit seviyesinde baslar ve bu noktadan itibaren on (kranial) ve arka (kaudal) dogru
bir fermuarin kapanmasi gibi ilerler. Noral tiipiin bir siire daha varligini siirdiiren 6n
(kranial) ve arka (kaudal) uclarindaki delikler 6n (rostral) noropor ve arka (caudalis)
noropor olarak isimlendirilir. Noroporlarin kapanmasina az bir zaman kala noral kanal
amniyon bosluguyla direkt baglantis1 mevcuttur. Beyin ve medulla spinalis bu evrede
smirh vaskiiler destek aldigindan, bu yapilarim besin maddelerini amniyon sivisindan
noroporlar yoluyla sagladiklar1 goriilmektedir. On (rostral) noropor embriyonik
donemin ortalarina dogru kapanirken, arka (caudalis) noropor daha ge¢ kapanir. Noral
olugun kapanmasiyla olusan noral tiip yiizey ektodermiyle baglantisin1 kaybederek
yiizey ektodermin hemen altinda yerlesir. Noroektodermin katlanmasiyla noral tiipiin
gelismesi olayr olan “primer norulasyon’ ©On (rostral) noropordan arka (caudalis)

noropora dogru ilerlemektedir (126).
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Sekil 2.7. Noral tiip ve noral krista hiicrelerinin olusumu. A) Embriyonun
transvers goriiniimiinde erken noral oluk olusumu. B) Embriyonun
yaklagik 22. giiniindeki dorsal goriiniimii. Noral oluk karsit somitler
hizasinda birlesir ve norol olugun her iki ucuna dogru birlesme ilerler.
C) Noral tiipiin ilk kapanma bolgesi gelecekte beyin ve omiriligin
baglant1 noktasina denk gelir. D) Noral tiipiin olusum evreleri ve yiizey
ektoderminin ayrilmasi.

Gelismekte olan embriyonun sakral ve kaudal bolgelerindeki noral tiip, ’sekonder

norulasyon’” denen olayla sekillendigi bildirilmektedir. Gelismekte olan embriyonun 6n

(kaudal) bolgesindeki primitif oluktan koken alan, ortasinda bosluk bulunmayan solid

bir mezensimal hiicre kordonu, noral tiiplin kapali olan arka (kaudal) ucuyla

kaynagmaktadir. Bu hiicre kordonunda kavitasyon olay1 ile sekillenen merkezi bosluk,

primer norulasyon sirasinda ortaya ¢ikmis olan noral kanal ile devam etmektedir.

Sekonder norulasyonla medulla spinalis’in olustugu bdliimiiniin uzunlugu kaudal

vertebralarin sayisina bagli oldugundan, uzun kuyruklu hayvanlarda uzun, yiiksek yapili

primatlarda ise kisa oldugu bilinmektedir (126). Sicanlarda intrauterin hayatin 8-14.

giinleri organogenez donemi oldugu kabul edilmektedir (88). Sinir sisteminin baslangici
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anlamma gelen noral tiip olusumu 7-7,5. giinde gerceklesirken tam anlamiyla noral
tiiplin kapanmasi ise 10. giinde gerceklesmektedir (127). Sicanlarda ayirt edici 6zellik
olarak spinal cord, dorsal yarigin alt kisimlarinda pyramidal sekilli kortikospinal iplikler
icermektedir (89).



3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma, ilgili projeye Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanligi Deney
Hayvanlar1 Yerel Etik Kurulunun 13.01.2016 tarih ve 16/001 nolu karar ile onay
aldiktan sonra baglatilmis ve calisma siiresince yapilan tiim islemler etik kurul
yonergesinde belirtilen kurallara uygun olarak gerceklestirilmistir. Proje Erciyes
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu (TYL-2016-6585) tarafindan

desteklenmistir.

Hayvanlarin bakimi Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Hakan Cetinsaya Deneysel
Arastirmalar Uygulama ve Arastirma Merkezi'nde (DEKAM) ve laboratuvar
calismalar1 Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Anatomi Anabilim Dali Arastirma

Laboratuari’nda yapilmistir.

3.1. DENEYDE KULLANILAN MALZEMELERIN LISTESI
3.1.1. Sarf Malzeme

Dietileter (5 It) — (Sigma-Aldrich/Lot #SZBF0430V)

Hanks' Balanced Salt Solution (with sodi) — (Sigma-Aldrich/Lot RNBD7977)
Penicillin - Streptomycin (20ml) — (Sigma-Aldrich/Lot #046M4846V)
Folik Asit (5 gr) — (Merck KGaA Cas No 59-30-3 K46803884 609)
Steril Distile Su (500 ml)

0,22 pm’lik Filtre — (Minisart Syringe Filter/Lot 60747103)

Cam Kiiltiir Sisesi (60 ml)

Celik Forceps (0.2 mm - stainless - titanyum)

Pens (115 mm - sivri/diiz, kiit u¢lu/diiz - tirtikl, kiit uclu/diiz — tirtiklr)

Makas (160 mm - diiz, 130 mm - kiit/sivri, 130 mm - sivri/sivri)



Filtreli Pipet Ucu (0,1-10ul, 0,5-20ul - steril)

Falkon Tiipii (15 ml, 50 ml)

Pasteur Pipeti (3 ml - steril)

Enjektor (1, 10 ml)

Beher - Cam - Kisa Form (100 ml, 250 ml, 600 ml, 1000 ml)

Mikro Pipet Ucu (0,1-1 mikrolitrelik - filtresiz)

%70’1ik Etil Alkol

Tiip Stand1 (kirpi model - 25 delikli - 50 ml tiip/90 tiip kapasiteli - 13 mm ¢apl)
3.1.2. Demirbas Malzeme

Stero Mikroskop - (Nikon SMZ 800)

Fiber Optik Ring Aydinlatma - (Nikon SMZ 800 Model Stereo Zoom Mikroskop
Uyumlu 12v-150w)

Okiiler Mikrometre - (Nikon SMZ 800)

Fotograf Makinesi — (Nikon 5.0 mega pixels 8xZoom ED)
Santrifiij Cihazi1 — (Gyrozen 1580)

Su Banyosu - Nuve NB 20

No-Frost Buzdolabi (-20°C,+4°C)-(Beko)

Lamin-air Flow — (Telstar AH-100)

Etiiv Inkiibator — (N-Biotek NB-201L)

Roller inkiibator — (Selectia Movil-ROD)

Oksijen tiipleri - (%35 O2,%5 CO2,%90 N, - %20 O,%5 CO2,%75 N, - %40 O2,%5
CO2,%55 N»)

Hassas Terazi — (Radwag WTB 3000)

Diiz Satih (40x60cm?)

29
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3.2. DENEY HAYVANLARININ SECIMI VE CIFTLESTIRILMESI

Bu calismada DEKAM’da yetistirilen 4-10 aylik Wistar albino (150-250 gr) tiirii disi
sicanlar kullanildi. Kafesler icinde tutulan sicanlarm 21°C sicaklikta ve 12 saatlik
aydinlik/karanlik ortamda su ve besin ihtiyaglar1 saglanarak, kafes ici temizlikleri
yapildi. Disi sicanlar c¢iftlestirilerek embriyolar1 kiiltiir ortaminda kullanilirken, ayni
zamanda disi ve erkek sicanlarin tamami embriyolarin yetistirilmesinde gerekli olan

serumun elde edilmesi i¢in kullanildi. Bu islemler sirasiyla anlatild1.

1.Asama: 1 disi sican ve 1 erkek sican ¢iftlestirilmek tizere bir gece boyunca (17.00 ile
08.00 arasinda) ayni1 kafeste tutuldu.

2.Asama: Hayvanlar karanlik periyodun ortasinda ¢iftlesmeye meyilli olduklarindan
ertesi sabah 08.00°de erkeklerden ayrilan disi sicanlardan vaginal smear bakild.
Vaginal smear bakilirken bir yardimci tarafindan disi rat sikica tutuldu. Islem 6ncesinde
bir kaba serum fizyolojik sivisi eklendi. Her bir disi rat icin farkli bir pipet kullanildi.
Pipete bir miktar serum fizyolojik cekildikten sonra bu sivi disi rat’in vaginasina

bosaltilip tekrar pipetin icine ¢ekildi (Resim 3.1).

3.Asama: Pipetin icine ¢ekilen bu sivi temiz bir lam (ince mikroskop cami) iizerine
dokiildi. Bu lami mikroskop altina yerlestirilip sperm olup ulmadigi kontrol edildi.
Daha sonra bu lam1 ve pipeti kullanilmiglar arasia atarak isleme yeni bir pipet ve yeni

bir lam ile devam edildi (Resim 3.1,Resim 3.2).

4.Asama: Vaginal smear’de sperm goriilen disi si¢anlar 0,5 giinlikk hamile kabul

edilerek ayr1 bir kafese alinip normal diyet ile 9 giin beslenerek bekletildi.
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Resim 3.1. Smear alinmas1 A: Pipet ile vajinal 6rnek alinmasi, B: Alinan 6rnegi
lam iizerine damlatilip sprerm gdrme asamasi

VO RN A7
YRR T 74
S A

P i
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3.3. EMBRIYO KULTURU

3.3.1. Kiiltiir Ortaminin (Serum) Hazirlanmasi

1.Asama: Embriyolarin yetistirilmesi icin kiiltiir mediumu olusturulmasi amaciyla 8-10
aylik erkek (300-350 gr) sicanlara eter anestezi uygulandi. Anestezinin gerceklesip
gerceklesmedigi goz refleksi ile kontrol edildi. GOz refleksi kaybolan sicanlar anestezi
ortamindan alindi (Resim 3.3).

2.Asama: Anestezi ortamindan alinan sicanlar diiz bir satih {izerine sirt iistii yatirildi ve
on ve arka ayaklar1 gergin olacak sekilde diiz satih iizerine paket lastigi yardimiyla
sabitlendi. Karm duvar1 %70’lik etil alkol ile temizlendi (Resim 3.3).

3.Asama: Sicanin karin 6n duvari steril pens ve makas yardimiyla sicanin pubis
seviyesinden 'V' seklinde kesilerek karin acildi. Karm i¢i organlar sicanin sag tarafia
itilerek aorta abdominalis goriiniir hale getirildi. Enjektor ile kan almak icin bifurcatio
aortadan girig yapildi. 10 ml’lik enjektdr yardimiyla hayvanin yasma agirhigina gore
degisim gostermesine ragmen alinabildigi kadar (yaklasik 8-10 ml) kan alind1 (Resim
3.3).

| (, - , 7\
Resim 3.3. Kan alinma islemi A) Sicana anestezi verilmesi, B) Sicanin kesime
hazirlanmasi, C) Siganin kesilmesi, D) Kan alinma islemi
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4.Asama: Kan alinir alinmaz 3000 rpm’de 5 dakika (dk) santrifiij edildi. Santrifiij
isleminden sonra serumlar gorsel olarak degerlendirildi. Yag orani fazla olan, hemoliz
olan serumlar veya gozle goriiliir sekilde renk bozuklugu olan serumlar embriyo

gelisimini olumsuz etkileyecegi diisiiniildiigii icin deneye dahil edilmedi (Resim 3.4).

S.Asama: Bu islem bittikten sonra 'Lamin-air flow' altinda serum steril pasteur pipeti ile
cekildi. Cekilen serum 15 ml’lik falkon tiipiine konuldu. Sonrasinda 56°C’ye
ayarlanmis olan su banyosunda icerisinde serum bulunan falkon tiipleri 30 dk bekletildi

(Resim 3.4).

Resim 3.4. Serum elde edilmesi A) Santrifiij edilmesi, B) Serumlarin ayrilmasi, C)
Proteinlerin ¢oktiiriilmesi, D) Lamin-air flow altinda serumun filtreden
gecirilmesi
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6.Asama: Bu siire dolduktan sonra serumlar 0,22 pm’lik filtreden gecirildi. Serumun
miktarma gore 100 IU/ml penisilin ve 100 ug/ml streptomisin karigimindan (Her 1
ml’lik seruma 10 pl penicilin/streptomicin olacak sekilde) eklendi. Bu islemler yine

‘Lamin-air flow' altinda gergeklestirildi (Resim 3.4)
7.Asama: Serum hazirlandiktan sonra ortalama -20°C’ye kaldirildi.

8.Asama: Serum kullanilacagi zaman su banyosunda ya da etiivde 37°C‘de bekletildi
ve kullanima hazir hale getirildi. Kullanima hazir sicakliga gelen serumlar 0,22 pm’lik

filtreden gecirildi.
3.3.2. Embriyolarin Anne Karnindan Cikarihs1 Ve Kiiltiirii

1.Asama: Daha 6nce smear bakilan ve gebe oldugu varsayilan disi sicanlara eter ile
anestezi uygulandi. Anestezinin gerceklesip gerceklesmedigi goz refleksi ile kontrol

edildi. Goz refleksi kaybolan sicanlar anestezi ortamindan alind1 (3.3).

2.Asama: Anestezi ortamindan alinan sicanlar diiz bir satih tizerine sirt iistil yatir1ldi ve
on ve arka ayaklar1 gergin olacak sekilde diiz satih iizerine paket lastigi yardimiyla

sabitlendi. Karin duvar1 %70’lik etil alkol ile temizlendi (Resim 3.3).

3.Asama: Sicanmn karin O6n duvari steril pens ve makas yardimiyla sicanin pubis
seviyesinden 'V' seklinde kesilerek karm agildi. Karin i¢i organlar sigcanim sag tarafina
itilerek aorta abdominalis goriiniir hale getirildi. Enjektor ile kan almak icin bifurcatio
aortadan girig yapildi. 10 ml’lik enjektdr yardimiyla hayvanin yasma agirhigina gore
degisim gostermesine ragmen alinabildigi kadar (yaklasik 8-10ml) kan alindi. Kan alim
islemi uygulandiktan sonra daha Once anlattigimiz serum elde edilmesi ayni sekilde
uygulandi. Daha sonra embriyo diseksiyonu ve kiiltiire edilme islemine ge¢ildi (Resim

3.3, Resim 3.5).
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Resim 3.5. Sican diseksiyonu A) Karin 6n duvarmin kesilmesi, B) Karin 6n duvari
kaldiriimasi, C) Aorta abdominalis ve embriyolar, D) Aorta abdominalisten
kan alinmasi

4.Asama: Uterus boynuzunda yerlesmis embriyolar zarar verilmeden tutularak Hanks
soliisyonu (Hank's Balanced Salt Solution =HBSS) bulunan steril bir petri kabi icerisine
transfer) edildi. Sayilar1 6-16 arasinda degisen embriyolar steril bir makas ve pens
yardimi ile tek tek birbirlerinden ayirt edildi. Bu asamadan sonraki biitiin islemler
‘Lamin-air flow' kabin igerisinde yar1 steril olarak stero mikroskop altinda

gergeklestirildi (Resim 3.6).
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Resim 3. 6. Uterusun ayrilma iglemi
S5.Asama: Steril bir ¢ift forceps yardimi ile uterus boynuzundan girilerek uterus kasi

(endometriyum) antimezometrial kenar boyunca dikkatlice acildi (Resim 3.7).

Resim 3.7. Desiduanin ortaya ¢ikarilmasi
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6.Asama: Desidual doku ag¢iga cikarilarak dar olan kutbundan tutuldu, diger genis olan
kutbun ortasina girilerek uzunlamasina insizyon yapildi (Resim 3.8).

Resim 3.8. Desidua
7.Asama: Daha sonra boyuna iki esit parcaya ayrildi ve desiduanin dar olan kutbuna
yerlesmis olarak bulunan embriyo, desidual dokudan forceps yardimiyla yavas yavas

kazima suretiyle embriyoya zarar vermeden uzaklastirilarak goriiniir hale getirildi
(Resim 3.9).

Resim 3.9 Desiduada embriyonun goriiniimii
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8.Asama: Kemirgenlerde bulunan embriyoyu cepecevre sarmis olan Reicherts
membran: Kkiiltiir ortaminda embriyonun biiylimesini engellediginden embriyonal
kutuptan steril forceps yardimiyla cikarildi. Bu islem biitiin embriyolara dikkatli bir
sekilde uyguland1 ve islemin sonunda embriyolar icerisinde HBSS bulunan kiiciik steril

petri kabimna alindi (Resim 3.10, Resim 3.11).

Resim 3.10. A)Reicherts membrani ¢ikarilmasi
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Resim 3.11. Sican embriyosu A) Reicherts membrani ¢ikarilmamis embriyo, B) Reicherts
membrani ¢ikarilmig embriyo

3.3.3. Calisma Gruplarinin Olusturulmasi

Bu caligma biri kontrol ve besi deney grubu olmak iizere toplam 6 gruba ayrildi. Her bir

grupta 10 embriyo olacak sekilde toplam 60 embriyo kullanildi.
1) Kontrol Grubu (K): 10 embriyo; (1. giin %5 O, 2. giin %20 O, 3. giin %40 O,)

2) Diisiik Doz Folik Asit Grubu (DDFA): 10 embriyo+1mmol FA; (1. giin %5 O, 2.
giin %20 O,, 3. giin %40 O,)

3) Yiiksek Doz Folik Asit Grubu (YDFA): 10 embriyo+2mmol FA; (1. giin %5 O,, 2.
giin %20 O,, 3. giin %40 O,)

4) Hipoksi Grubu (H): 10 embriyo; (1. giin %5 O,, 2. giin %5 O,, 3. giin %40 O,)

S) Hipoksi Diisiik Doz Folik Asit (HDDFA): 10 embriyo+1mmol FA; (1. giin %5 O,
2. giin %35 O,, 3. giin %40 O,)

6) Hipoksi Yiiksek Doz Folik Asit (HYDFA): 10 embriyo+2mmol FA; (1. giin %5 O,,
2. giin %35 O,, 3. giin %40 O,)

3.3.4. Folik Asit Dozlarinin Hazirlanmasi

Bu calismada uygulanan FA dozu Parri Wentzel ve arkadaslar1 tarafindan 2005 yilinda
yapilan embriyo kiiltiirii caligmas1 referans alinarak 1 mmol-2 mmol olarak belirlendi

(12). FA’nin molekiil agirligr 441,40 gram/mol’diir (40). 500 ml steril distile su



40

icerisinde 2,207 gram FA c¢oziildii ve bu ¢ozeltide belirli oranlarda alinarak icinde
serum bulunan kiiltiir siselerine ilave edildi. 555,5 mikrolitre (ul) ¢ozelti ile 5 ml’lik
sican serumu karistirildiginda son karigim i¢cindeki FA oram1 1 mmol olarak hesaplandi.
1250 mikrolitre (ul) c¢ozelti ile 5 ml’lik sigan serumu karistirildiginda son karigim
icindeki FA orani 2 mmol olarak hesaplandi. 1 mmol FA olan calisma gruplarina 555,5
mikrolitre (ul) ¢ozelti, 2 mmol FA olan caligma gruplarmna ise 1250 mikrolitre (ul)

¢ozelti ilave edildi.

3.3.5. Embriyolarn Kiiltiire Edilmesi

Zarar goren ya da gelisimi geri olan embriyolar kiiltiir ortamina alinmadi. Daha 6nceden

-20°C’ye konulan serumlar embriyo diseksiyonu sirasinda ¢ikarilarak ¢oziildii.

1.Asama: Saglam embriyolar beserli gruplar halinde icerisinde her bir embriyo i¢in 1
ml serum (1 embriyo/1 ml serum) olacak sekilde toplamda 5 embriyo 5 ml normal sican
serumu bulunan 60 ml’lik steril seffaf cam kiiltiir siselerine steril bir cam Pasteur pipeti

yardimiyla konuldu.

2.Asama: Caligmamizda embriyolara Oksijen verilmesi asamasinda toplam 3 gaz

karisimi uygulanda.

1.Gaz Karisimi: %5°lik O, %5°lik CO,, % 90’k N,

2. Gaz Karisimi: %20’lik O, %5°lik CO,, %75’lik N,

3. Gaz Karisimi: %40’lik O,, %5’°1lik CO,, %55’°lik N,

Embriyolar kiiltiir siselerine alindiktan hemen sonra %5’lik O,, %5’lik CO,, % 90’lik
N, igeren (1. gaz karisimi) gaz karisim ile 1 dk gazlama yapildi. Gazlama islemi biter
bitmez, siselerin agzi steril mantar tipa ile sikica kapatildi ve 37°C’lik inkiibatore
konuldu. Kiiltiir siseleri dakikada yaklasik 30 devirle (30rpm/dk) donen rollera
yerlestirildi (Resim 3.12).

3.Asama: Eksplantasyondan 24 saat sonra kiiltiir siseleri inkiibatérden cikarilarak
mantar tipalar1 acild1. Igerisine 1 dk siireyle %20’lik O, %5’lik CO,, %75’lik N, iceren
(2. gaz karisimi) gaz karisimu verildi. Kiiltiir siseleri tekrar kapatilarak inkiibatore

konuldu (Resim 3.12).
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4.Asama: Embriyolarin morfolojik skorlamalarin1 yapmadan 4 saat once %40’lik O,,
%5’lik CO,z, %55’lik N; iceren (3. gaz karigimi) gaz karistmi 1 dk siireyle verildi
(Resim 3.12).
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Resim 3.12. A) Farkli konsantrasyondaki oksijen tiipleri, B) Embriyolarin

gazlanmasi, C) Embriyolarin etiive yerlestirilmesi
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3.3.6. Hipoksik Embriyo Kiiltiirii Olusturulmasi

Saglam embriyolar beserli gruplar halinde icerisinde her bir embriyo icin 1 ml serum (1
embriyo/l ml serum) olacak sekilde toplamda 5 embriyo ve 5 ml normal si¢can serumu
bulunan 60 ml’lik steril seffaf cam kiiltiir siselerine steril bir cam pasteur pipeti
yardimiyla konuldu. Embriyolar kiiltiir siselerine alindiktan hemen sonra %35’lik O,
%5°1lik COs, % 90’lik N iceren (1. gaz karisimi) gaz karisimu ile 1 dk gazlama yapildi.
Gazlama islemi biter bitmez, siselerin agzi steril mantar tipa ile sikica kapatildi ve
37°C’lik inkiibatore konuldu. Kiiltiir siseleri dakikada yaklasik 30 devirle (30rpm/dk)
donen rollera yerlestirildi. Eksplantasyondan 24 saat sonra kiiltiir siseleri inkiibatdrden
cikarilarak mantar tipalar1 acildi. Kontrol grubunda bu asamada %20’lik O, %5’lik CO,,
9%75’lik N; (2. Gaz karisimi) kullanilirken hipoksi olusturmak i¢in O, konsantrasyonu
daha diisiik olan %5’lik O,, %5°lik CO,, % 90’lik Nsiceren (1. gaz karisimi) 24. Saat’de
de 1 dk tekrar gazlama yapildi. Gazlama islemi biter bitmez, siselerin agzi steril mantar
tipa ile sikica kapatildi ve 37°C’lik inkiibatore konuldu. Kiiltiir siseleri dakikada
yaklasik 30 devirle (30rpm/dk) donen rollera tekrar yerlestirildi. Embriyolarin
morfolojik skorlamalarini yapmadan 4 saat 6nce %40’lik O, %5’lik CO,, %55’lik N,
iceren (3. gaz karisimi) gaz karisimi 1 dk siireyle verildi. Hipoksi olusturulan

gruplarimizda %?20’lik O, %5°lik CO,, %75°lik N olan (2. gaz karisimi) uygulanmadi.

48 saat boyunca kiiltiir ortaminda tutulan embriyolar igerisinde HBSS bulunan steril
petri kaplarna alindi. Embriyolar Van Maele-Fabry ve ark. tarafindan gelistirilen
morfolojik skorlama yontemine gore tek tek stero mikroskop altinda degerlendirildi

(77).

3.4. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Verilerin normal dagilima uygunlugu histogram, q-q grafikleri ve Shapiro-Wilk testi ile
degerlendirildi. Tkiden fazla gruplar aras1 karsilastirmalarda tek yonlii varyans analizi ve
Kruskal Wallis testleri kullanildi. Coklu karsilastirmalar i¢cin Dunn-Bonferroni testi
uygulandi. Nicel veriler arasindaki iliski Spearman ve Pearson korelasyon analizi ile
degerlendirildi. Veriler R Studio 3.2.2 programu ile degerlendirildi. Anlamhilik diizeyi
p<0.05 olarak kabul edildi.



4. BULGULAR

48 saatlik Kkiiltlir periyodunun sonunda tiim embriyolar morfolojik skorlama
parametrelerine gore skorlandi. Morfolojik skorlama parametreleri vitelliis kesesi
damarlanmasi, allantois, fleksiyon, kalp, kaudal noral tiip, arka beyin, orta beyin, on
beyin, otik sistem, optik sistem, olfaktor sistem, yutak kavsi, maksillar c¢ikinti,
mandibular ¢ikinti, 6n uzuv, arka uzuv, somitler, total skor, vitelliis kesesi ¢api, bas-kic

uzunlugu, somit sayilar1 gibi parametrelerden olugmaktadir (Tablo 4.1)

K grubu ile DDFA ve YDFA grubu karsilastiriip morfolojik skorlama parametre
degerleri acisindan degerlendirildiginde istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit
edilmedi (p>0.05) (Tablo 4.1)

DDFA grubu ile YDFA grubu karsilastirilip morfolojik skorlama parametre degerleri
acisindan degerlendirildiginde istatistiksel olarak anlamli bir farkhilik tespit edilmedi
(p>0.05) (Tablo 4.1)

K grubuna ait embriyolar gelisim gosterirken H grubu embriyolarinin gelisiminin geride
oldugu tespit edildi. Bu iki grup karsilastirilip morfolojik skorlma parametre degerleri
dikkate alindiginda istatistiksel olarak anlaml bir farklilik tespit edildi ( p<0,05) (Tablo
4.1).

K grubu ile HDDFA grup karsilastirildiginda morfolojik skorlama parametre
degerlerinden olan total skor degeri dikkate alindiginda ise istatistiksel olarak anlamli

bir farklilik tespit edildi (p <0,05) (Tablo 4.1).

K grubu ile HYDFA grubu karsilastirildiginda morfolojik skorlama parametrelerinden
total skor, vitelliis kesesi capi, bas-kic uzunlugu, somit sayilar1 degerleri dikkate

alindiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit edildi (p<0,05) (Tablo 4.1)

H grubu ile HDDFA grubu karsilastirildiginda morfolojik skorlama parametrelerinden
vitelliis kesesi damarlanmasi, arka beyin, orta beyin, on beyin, otik sistem, optik sistem,

yutak kavsi, somitler, total skor, vitelliis kesesi ¢api, bas-ki¢ uzunlugu, somit sayilari
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degerleri dikkate alindiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit edildi
(p<0.05) (Tablo 4.1).

H grubu ile HYDFA grubu karsilastirildiginda morfolojik skorlama parametrelerinden
vitelliis kesesi damarlanmasi, 6n beyin, degerleri dikkate alindiginda istatistiksel olarak

anlaml bir farklilik tespit edildi (p<0.05) (Tablo 4.1).

HDDFA grubu ile HYDFA grubu karsilastirildiginda morfolojik skorlama parametre
degerleri dikkate alindiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklhilik tespit edilmedi
(p>0.05) (Tablo 4.1).



Tablo 4.1. Kontrol grubu ile diger gruplarin morfolojik skorlama verileri
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Gruplar
p
K (n=10) DDFA (n=10) YDFA (n=10) H (n=10) HDDFA (n=10) HYDFA (n=10)

Vitellus Kesesi a a a b a a
Damarlanmas 5.0(4.0-5.0) 4.0(4.0-5.0) 4.0(3.75-5.0) 4.0(3.75-5.0) 4.0(3.75-4.25) 4.0(3.0-4.25) <0.001
Allantois 2.0(2.0-3.0)* 2.0(2.0-3.0)* 2.0(2.0-3.0)*¢ 1.0 (1.0—2.0)"’c 2.0(1.75-3.0)>¢ 2.0(1.0-3.0)*¢ <0.007
Fleksiyon 4.0(4.0-5.0)* 4.0(3.75-5.0)" 4.0(3.0-5.0)* 2.0(2.0—2.25)‘” ¢ 3.5(3.0-4.0)*° 3.5(3.0-4.0)*° <0.001
Kalp 4.0(3.75-4.25)* 4.0(3.0-4.0)* 4.0(3.0-4.0)* 2.0(2.0—2.25)"’ € 3.0(3.0-4.0)*¢ 3.0(3.0-3.25)*¢ <0.001
Kaudal Noral a a a b, c a,c ac
Tiip 4.0(3.75-5.0) 4.0(3.0-5.0) 4.0(3.0-4.0) 2.0(2.0-3.0) 3.0(3.0-3.25) 3.0(3.0-3.25) <0.001
Arka Beyin 4.0(3.75-5.0) 4.0(3.0-5.0)* 4.0(3.0-4.0)* 2.0(1.75—2.0)"’ € 3.0(3.0-4.0) 3.0(3.0-3.25)*¢ <0.001
Orta Beyin 4.0(3.75-5.0)" 4.0(3.0-5.0)" 4.0(3.0-4.0)* 2.0(1.75—2.0)‘” ¢ 3.0(3.0-4.0)" 3.0(3.0-3.25)*¢ <0.001
On Beyin 4.0(3.75-5.0)* 4.0(3.0-5.0)* 4.0(3.0-4.0)* 2.0(2.0—2.25)b 3.5(3.0-4.0) 3.5(3.0-4.0) <0.001
Otik Sistem 4.5(4.0-5.0)" 4.0(3.75-5.0)" 4.0(3.0-5.0)* 2.0(1.0—2.0)‘” ¢ 3.0(3.0-4.0)" 3.0(3.0-4.0)*° <0.001
Optik Sistem 4.0(4.0-5.0)* 4.0(3.75-5.0)* 4.0(3.0-5.0)* 2.0(1.0—2.0)"’ € 3.5(3.0-4.0) 3.0(3.0-4.0)*¢ <0.001
Olfaktor a ac ac b, ¢ a,c a,c

2.0(2.0-3.0) 2.0(2.0-3.0) 2.0(1.75-3.0) 1.0(1.0-2.0) 2.0(1.0-2.0) 1.5(1.0-2.0) <0.010

Sistem




Tablo 4.1. Kontrol grubu ile diger gruplarin morfolojik skorlama verileri (Devami)
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Gruplar
P
K (n=10) DDFA (n=10) YDFA (n=10) H (n=10) HDDFA (n=10) HYDFA (n=10)

Yutak Kavsi | 2.0(1.0-2.0)* 1.5(1.0-2.0)° 1.0(1.0-2.0)°" 1.00.0-1.25)™° 1.0(0.75-2.0)" 1.0(0.0-2.0)* ¢ <0.242
gi’;ﬂar 3.0(2.0-3.0)° 2.5(2.0-3.0)* 2.0(2.0-3.0)* 1.0(0.75-2.0)>¢ 2.0(2.0-2.25)"¢ 2.0(2.0-2.0)*¢ <0.001
Mandibular a a a b, ac ac

Cikanty 3.0(2.0-3.0) 2.5(2.0-3.0) 2.0(2.0-3.0) 1.0(0.75-2.0) 2.0(2.0-2.25) 2.0(2.0-2.0) <0.001
On Uzuv 2.0(2.0-3.0)* 2.0(1.75-3.0)° 2.0(1.75-2.0)° 1.00.75-1.0)>¢ 1.5(1.0-2.0)* 1.0(1.0-2.0)* <0.001
Arka Uzuy 1.5(1.0-2.0)° 1.0(1.0-2.0)* 1.0(1.0-1.25)¢ 1.00.0-1.0)>¢ 1.0(1.0-1.0)* ¢ 1.00.75-1.0)¢ <0.007
Somitler 5.0(4.75-5.0)" 5.0(4.0-5.0)* 4.0(3.75-5.0)" 2.0(1.0-2.0)>¢ 4.0(3.75-4.0)° 4.0(3.0-4.0)" ¢ <0.001
Total Skor 58.0(55.5-61.5)" 56.5(53.75-57.5)"¢ | 54.5(49.5-56.0)"¢ | 27.0(21.0-30.25)° | 46.5(43.25-51.25)*° | 44.5(39.25-50.25)> | <0.001
g:;:lllus Kesesi | 3 30(3.300-3.425) | 3.30(3.275-3.425)*¢ | 3.20(3.075-3.40)*° | 2.30(2.175-2.400)° | 3.10(3.00-3.40)*° | 2.95(2.90-3.15)"° <0.001
E;fnﬁléu 3.20(3.10-3.20)" 3.10(3.00-3.20)*° | 3.05(2.975-3.125)* | 1.95(1.90-2.10)" 2.90(2.80-3.10*° | 2.80(2.70-2.925)"° <0.001
Somit Sayist | 28.0(25.75-29.0) | 26.5(22.75-28.0)*¢ | 23.5(21.5-26.0)*¢ | 12.0(8.75-14.25)° | 22.0(20.75-24.25)*" | 21.5(19.75-25.25)*¢ | <0.001

Veriler ortanca (1. ¢ceyreklik - 3. ¢eyreklik) olarak ifade edilmistir. Ayn1 satirda yer alan ayni harfler gruplar arasi benzerligi, farkli harfler farklilig: ifade etmektedir.
K: Kontrol Grubu, H: Hipoksi Grubu, DDFA: Diisiik Doz Folik Asit Grubu, YDFA: Yiiksek Doz Folik Asit Grubu, HDDFA: Hipoksi Diisiik Doz Folik Asit Grubu,
HYDFA: Hipoksi Yiiksek Doz Folik Asit Grubu
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Yaptigimiz caliymada gruplar arasindaki bazi parametrelerin ortalamalar: alindi.
Gruplar arasindaki gelisim farkliliginin anlasilabilmesi i¢in elde ettigimiz degerler ile
grafikler olusturuldu.

Calismamizda morfolojik skorlama parametreleri dikkate alindiginda total skor ve somit
sayisinin en yiiksek oldugu grup K grubudur. Gruplar arasindaki en diisiik total skor ve
somit sayis1 ise H grubundadir. DDFA ve YDFA gruplar: total skor ve somit sayilari
bakimindan K grubu hari¢ diger gruplardan daha yiiksel oldugu goriilmektedir. HDDFA
ve HYDFA gruplar1 total skor ve somit sayist bakimindan H grubundan yiiksek K
grubundan diisiiktiir (Grafik 4.1) (Resim 4.1, Resim 4.2).

TOTAL SKOR SOMIT SAYISI

Grafik 4.1. Morfolojik Skorlama parametreleri (total skor, somit sayisi)
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Resim 4.2. A) HDDFA grubu, B) HYDFA grubu
K grubu embriyolarmin vitellus kesesi ¢api, bas-ki¢c uzunlugu ve kaudal noral tiip gibi
parametrelerde en iyi gelisim gosteren grup oldugu gibi, H grubu ise bu parametrelerde
gelisimi en geride kalmis grup oldugu goriilmektedir. HDDFA ve HYDFA grubu ise H
grubuna gore gelisiminin daha 1yi oldugu gozlendi (Grafik 4.2) (Resim 4.3).

Resim 4.3. Vitellus kesesi A) K grubu, B) H grubu, C) HDDFA grubu, D) HYDFA grubu
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H HDDFA m HYDFA

VITELLUS KESESi CAPI BAS-KIC UZUNLUGU KAUDAL NORAL TUP

Grafik 4.2. Morfolojik Skorlama parametreleri (vitellus kesesi ¢api, bas-ki¢c uzunlugu, kaudal
noral tiip)

H grubunun sinir gelisiminin geride oldugu goriildii. K grubu gruplar arasindaki en iyi
sinir gelisimine sahipken HDDFA ve HYDFA gruplar1 ise H grubuna oranla sinir
gelisiminin daha 1yi oldugu goriildii (Grafik 4.3) (Resim 4.4).

ON BEYIN ORTA BEYIN ARKA BEYIN OTIK SISTEM OPTIK SISTEM

Grafik 4.3. Morfolojik skorlama parametreleri (6n beyin, arka beyin, orta beyin, otik
sistem, optik sistem)
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Resim 4.4. Noral tiip acikligi A) K grubu, B) H grubu, C) HDDFA grubu, D) HYDFA
grubu

Yapilan calismada, Van Maele-Fabry ve ark. tarafindan gelistirilen parametrelerine
bakildiginda total skor arttik¢a vitellus kesesi ¢api, bas-ki¢ uzunlugu ve somit sayisi da
artiy gostermektedir. Bu parametreler arasinda pozitif yonde giiclii korelasyon tespit

edilmistir (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. Total skor korelasyon analizi

**%<0.001 **<0.01 *<0.05
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Vitellus kesesi cap1 arttik¢a, total skor, bas-kic uzunlugu ve somit sayisi1 da artig

gostermektedir. Bu parametreler arasinda pozitif yonde giiclii korelasyon tespit

edilmistir (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. Vitellus kesesi ¢ap1 korelasyon analizi

#1%<0,00] **<0.01 #<0.05

Bas-ki¢c uzunlugu arttikca, total skor, vitellus kesesi capi ve somit sayisi da artig

gostermektedir. Bu parametreler arasinda pozitif yonde giiclii korelasyon tespit

edilmistir (Tablo 4.4).

Tablo 4.4. Bas-ki¢ uzunlugu korelasyon analizi

#1%<0,00] **<0.01 *<0.05

Somit Sayisi arttikga, total skor, bas-ki¢c uzunlugu ve vitellus kesesi cap1 da artig

gostermektedir. Bu parametreler arasinda pozitif yonde giiclii korelasyon tespit

edilmistir (Tablo 4.5).

Tablo 4.5. Somit sayilar1 korelasyon analizi

#1%<0,00] **<0.01 #<0.05



5. TARTISMA VE SONUC

Metabolizma faaliyetlerinde oksijen Oonemli bir substrattir. Oksijen yetersizligi canli
hiicrelerde strese neden olmaktadir. Oksijen konsantrasyonunun kritik esik deger olan
%6’ nm altina diistiigii; organ, doku ve hiicrelerin fonksiyonlarinin duraksadigi ve hatta
bozuldugu durumlar ise hipoksik kosullar olarak tanimlanmaktadir (20). Oksijen
miktarmin azalmasi olarak tanimlanan hipoksi, hiicrelerin yasamsal faaliyetlerinin
azalmasina neden olmaktadir (3, 4). Diisiik oksijen seviyelerinde yani hipoksik
kosullarda yasamlarini siirdiirebilmek i¢in hiicreler bir ¢esit uyum cevaplari
gelistirmektedir. Bu durumda hiicreler anjiogenezi, glikoz metabolizmasini, demir
metabolizmasini, hiicre proliferasyon ve sag kalimimni kontrol eden bir seri genin
transkripsiyonuna gerek duymaktadir (128). Hipoksinin yetiskin ve fetal dokularda
oksidatif strese neden oldugu bildirilmistir. Oksidatif stres, hiicrenin dogustan kazanmis
oldugu oksidan ve antioksidanlar arasindaki dengenin bozulmasi ve oksidan yoniinde
artis olmasi seklinde tamimlanmaktadir (129). Oksidatif stresle reaktif oksijen tiirlerinin
asirt liretimi sonucu hiicresel hasar ortaya ¢ikmaktadir (17, 18). Oksidan molekiilleri
ayni zamanda serbest radikaller olarak adlandirilmaktadir. Serbest radikallerin reaktif
olmasi niikleotid yapi, lipid, Deoksiriboniikleik Asit (DNA) ve proteinler gibi birgok
biyolojik materyale zarar vermelerine neden olmaktadir (130, 131). Hipoksi ile birlikte
hiicrede ilk olarak bir transkripsiyon faktorii olan HIF sentezinin arttig1 bildirilmektedir
(132). HIF proteinleri bu durumu atlatmak ve hayatta kalabilmek i¢in hiicrelerde,
dokularda ve organizma boyutunda kritik uyum cevaplarim yonetmektedir (133).
Giiniimiize kadar hipoksinin perinatal ve ge¢ donem etkileri bilinmesine ragmen,
gebeligin erken donemindeki embriyonel etkileri hakkinda fazla bilgiye ulagilamamaistir.
Sican embriyo kiiltiiriinde 9,5-11,5 giinliik organogenez dénemi insan embriyosunda
fertilizasyondan sonra 3-6. Hafta araligina denk gelmektedir. In vitro sican embriyo
kiiltiirti teknigi hipoksinin erken donem etkilerinin saptanmasi i¢cin uygun yontemlerden

biridir (70). Rosenzweig ve arkadaglar1 gebeligin erken doneminde hipoksinin embriyo
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kiiltiirii iizerine olan etkisini arastirdiklarinda organogenez siiresince hipoksiye ¢ok kisa
donemde olsa maruz kalmanin embriyonun biiyiime ve gelismesini bozabilecegini,
hipoksinin hem biiyiime hem de farklilagsma iizerinde etkisi oldugunu ve hipoksinin
embriyo iizerindeki zarar verici etkilerinin arttiZim1 ortaya c¢ikarmuslardir. Hipoksi
periyoduna maruz kalan embriyoda belirgin bir sekilde beyin ventrikiillerinde genisleme
ve noral tiip 6demi gozlemlenmistir. Rosenzweig ve arkadaslarinin yapmis oldugu
caligmada, hipoksinin tek basina noral tiip 6demine neden oldugunu ve oksijenlenmeme
periyodununda hipoksi etkisini arttirdigi belirtilmistir (70). Hipokside 6zellikle doku
diizeyinde oksijen eksikligi oldugu bildirilmistir. Smith ve arkadaslar1 tavuk embriyosu
tizerinde yaptiklar1 ¢alismada erken embriyonik donemde hipoksinin hiicre cogalmasimi
engelledigini, noral hiicrelerin 6liimiine neden oldugunu ve aymi zamanda hipoksiye
bagl kraniofasiyal anomalileri elde ettikleri bulgularla gostermislerdir (134). Ayni
sekilde Scully ve arkadaslar1 yine erken donem embriyo gelisiminde hipoksinin noral
progenitor hiicrelerin liretimini geciktirdigini hatta durdurdugunu bildirmisleridir (135).
Jauniaux ve arkadaglari, insanda da gebeligin ilk trimestrinda embriyonun oksijen
kullaniminin oldukga diisiik miktarda oldugunu gostermislerdir. Insanda bu dénemde
eksocolomik boslukta oksijen tasima sistemleri yoktur. Olusan serbest oksijen
radikalleri fetal dokularda preeklempsi’ye neden olabilecegi gibi erken diisiiklere de
sebebiyet verebilmektedir (136). Ritchie ve arkadaslar1 hipoksinin kalp atim hizini
etkiledigini hatta kardiyovaskiiler sistemin gelismesinde de zararli etkisi oldugunu
gostermislerdir. Hipoksi ATP ve siklik adenozin monofosfat (cAMP) iiretimini ve
kalsiyum birikimini etkilediginden embriyonun hayati i¢in kritik 6nem arz etmektedir

(137).

Yapmis oldugumuz calismamizda H grubunda morfolojik skorlama parametreleri
degerlendirildiginde K grubuna oranla istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit
edildi. Hipoksiye maruz birakilan embriyolarda K grubuna oranla gelisim geriliginin
gozlenmesi Onceki calismalar1 desteklemektedir. Yaptigimiz arastirma sonuglarma
iliskin olarak elde ettigimiz bulgularda; H grubuna ait embriyolarin vitellus kesesi
damarlanmas: ve kalp gelisiminde K grubuna oranla gerileme tespit edildi ve hipoksinin
noral tiip gelisiminde etkili oldugu gibi damarlanma ve kalp gelisimi iizerine de etkisi
oldugu goriildii. Calismamizda vitellus kesesi damarlanmasi incelendiginde H grubu ile
K grubu arasinda gelisim farkliligi ve H grubunda en fazla damar agi olusumasi

hipoksinin damarlanma iizerine olan etkisini gostermektedir.
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Hizli bir sekilde biiyliyen embriyonun metabolik ihtiyaclarmin karsilanabilmesi i¢in ilk
olarak dolasim sistemleri gelismeye baslamaktadir. Ekstraembriyonik dokuda ve gelisen
embriyoda damarlanma birbirinden bagimsiz olarak gelismektedir. Sonrasinda gelisen
bu damarlar birleserek dolasimin devamliligimi saglamaktadir (138). Yeni damar
olusumu anjiogenik ve antianjiogenik faktorler arasinda meydana gelen ikili denge ile
saglanmaktadir. Bircok aragtirmaci damar gelisimi anlamma gelen vaskiilogenez ve
anjiogenezi, farkl iki yol olarak tanimlamislarsa da bu olaylar erken embriyogenez ve
postnatal donemde meydana gelmektedir (139, 140). Vaskiillogenezde mezensimal
hiicreler ilk 6nce angioblastlara, angioblastlar endotel hiicrelerine, endotel hiicreleri ise
primer kan damarina doniismektedir (139). Dolayisiyla vaskiillogenez erken
embriyogenez sirasinda gelismekte ve erigskinlerde meydana gelmemektedir. Anjiogenez
ise onceden var olan kan damarlarindan yeni kilcal damar meydana gelmesi demektir.
Hem gelisen embriyo hem de postnatal hayatta olusmaktadir (139, 140). In vitro
embriyo kiiltlir teknigi bu iki mekanizmanin anlasilir olmasi i¢in ideal bir yontemdir
(65, 70). Ayrica embriyo kiiltiir teknigi, embriyo gelisim siiresinin belli donemlerinde
antioksidanlarin, embriyo gelisimi {izerine etkilerinin incelenmesine ve ortama
konulacak maddelerin konsantrasyonunun belirlenebilmesine de imkan saglamaktadir.
Annenin metabolizmas1 devre dis1 birakilarak bircok maddenin embriyonik gelisim
tizerindeki direkt etkileri calisilabilmektedir (70). Hacialiogullar1 ve arkadaslari IL-
12’nin embriyonik vitellus kesesi damarlanmasi iizerine in vitro etkisini arastirdiklari
caligmada, IL-12’nin doza bagli olarak vitellus kesesi damarlanmasi ve kalp gelisimini
engelledigini bildirmislerdir (76). Yine bu calismaya paralel olarak Ucar ve arkadaslari
kiiltiir ortamina ilave ettikleri 1000 IU/ml IFNB-la ve IFNB-1bnin embriyolarin
gelisimi iizerinde makroskobik olarak teratojenik etki gostermedigini bildirmislerdir.
Bunun yam sira deney gruplarindaki embriyolarda vitelliis kesesi ¢api, bas-kic uzunlugu
ve bag uzunluguna ait sayisal degerler diisiik bulundugundan belirtilen dozlardaki IFNf-
la ve IFNB-1b'nin embriyolarda biiyiime geriligine sebep oldugunu tespit etmislerdir
(141). Yajun Xu ve arkadaslar1 farelere gebeligin 6.-15. giinleri arasinda uygulanan
etanoliin yapmis oldugu toksitite iizerine B, vitamini ve FA’nin etkisini
incelemislerdir. CD-1 farelerine etanolii intragastrik olarak uygulayarak beraberinde
ayr1 ayr1 FA ile B, vitamini ve FA+B, vitaminini birlikte vermislerdir. Calismanin

sonunda tek basmna uygulanan FA ve B, vitamininin etanoliin etkisini azaltabildigi
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fakat FA+B;, vitamininin birlikte verilmesinin daha etkili oldugunu bildirmislerdir

(142).

Calismamizda FA dozlar1 belirlenirken Parri Wentzel ve arkadaslarinin yapmis oldugu
calisma referans alindi (12). Arastirmamiz sonuglarina iligkin elde ettigimiz bulgularda;
K grubuna ait embriyolarin DDFA ve YDFA embriyolarina oranla morfolojik skorlama
parametreleri degerlendirildiginde anlamli bir farklihk goriilmemektedir. Bu sonuglar

FA’nin teratojen olmadigimi gostermektedir.

FA eksikliginde onleyici tedavi olarak NTD’ye etkisinden dolayr 1998" den sonra
Kanada ve Amerika Birlesik Devletleri basta olmak iizere diinya tizerinde 50" den fazla
iilkede zorunlu FA zenginlestirme programi basland1 (58). Ingiltere Tibbi Arastirmalar
Birligi’'nin (10) 1991°de yaptig1 deneysel arastirmada, daha once NTD’’li bebek
doguran kadinlara gebelik Oncesi donemden baglayarak giinde 4 mg FA verildiginde
yeniden NTD’li gebelik gecirme riskinin %71 azaldigini bildirmistir. Bu ¢aligma ayrica
NTD’lerin %29’unun da FA tarafindan Onlenemedigini ortaya koymustur (143).
Macaristan’da yapilan diger bir calismada ise, daha 6nce NTD Oykiisii olmayan
kadinlara 800 pg FA iceren preparatlar verilmistir. FA iceren preparatlar alan 2104
kadinda hi¢ NTD’li gebelik goriilmezken; hi¢cbir vitamin almayan 2052 kisilik K
grubunda 6 vakada NTD goriildiigii bildirilmistir (144). Dogurganlik donemindeki
kadinlara giinde 0.4 mg. FA verildiginde ortaya ¢ikacak NTD’li gebelik riskinin %50
azaldig1 ortaya cikmustir (46, 145). NTD’nin goriilme sikligi Avrupa kitasinda bin
dogumda 0.4-1.6 olup, en sik goriildiigii iilke Irlanda’dir. Yine Amerika Birlesik
Devletleri’nde bin dogumda 0.7-1.0 ve Ortadogu iilkelerinde (1955-1988 yillar1 arasi
Misir, Beyrut, Iran ve Tiirkiye) bin dogumda 2.9-5.2 arasindayken “Tiirkiye de
Konjenital Malformasyon Sikligi, Dagilimi, Risk Faktorleri ve Yeni doganlarin
Antropometrik Degerlendirmesi Arastirmasi-1993* sonucunda iilkemizde bin dogumda
3 sikliginda goriildiigii saptanmistir. NTD‘nin Tiirkiye’de sik goriilen dogumsal
anomalilerden biri oldugu belirtilmistir (146, 147). Wentzel ve arkadaslarinin yapmis
oldugu bir calismada in vitro yontemi ile sican embriyolarina yiiksek doz glikoz
verilmistir. Wentzel ve arkadaslarinin yapmis oldugu bu calismada K grubu, glikoz
verilen bir grup ve glikoz ile birlikte FA verilen bir calisma grubu olusturulmustur.
Wentzel ve arkadaslarinin yapmis oldugu calisma sonuclarinda sadece glikoz verilen

sican embriyolarinda noral tiip agikligi (NTA) insidansinin K grubuna oranla arttigi
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bildirilmistir. Ayrica sadece glikoz verilen sican embriyolarmin somit sayisinin K
grubuna gore azaldigi, bas-ki¢ uzunlugunun 6nemli 6lciide kisaldigi bildirilmistir. Ayni
calismada glikoz+FA grubunun noral tiip acikligi insidansi glikoz grubuna oranla
onemli Ol¢lide azaldig bildirilmistir. Yine glikoz+FA grubunun glikoz grubuna oranla
somit sayisinin ¢ogaldigr ve bas-kic uzunlugunun arttigi gosterilmistir. Glikoz+FA
grubu K grubu ile kiyaslandiginda ise noral tiip agiklig1 orani, somit sayist ve bas-ki¢

uzunlugu olarak skorlamalarm K grubundan geri kaldig: bildirilmistir (12).

Calismamiz sonuclarinda elde ettigimiz bulgularimizda; HDDFA ve HYDFA grubuna
ait embriyolarm morfolojik skorlama parametrelerinden olan kaudal noral tiip, arka
beyin, 6n beyin ve orta beyin gelisiminin H grubu embriyolarina oranla daha iyi
gelistigi goriilmektedir. Elde ettigimiz bulgular FA’nin NTD’yi Onleyici roliine yonelik

yapilan ¢alismalar1 desteklemektedir.

Koyama H ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir ¢alismada erken embriyolojik gelisim
asamasinda sican embriyolarmin blastosist gelisimi ve hiicre ¢ogalmasi incelenmistir
(5). Koyama H ve arkadaslarinin yapmis oldugu bu calismada hiicresel yasam kosulu
bozulmayacak miktarda embriyolar 1siya maruz birakilmistir. Calismada K grubu ve
1stya maruz birakilan grup hari¢ 1siya maruz birakilan ve FA eklenen gruplar
olusturulmugtur. Istya maruz birakilan grupta 1s1 etkisi ile serbest radikallerin biriktigi
bildirilmistir. Istya maruz birakilan grup incelendiginde K grubuna oranla blastosist
gelisiminin yeterli olmadigr ve hiicre sayismmin K grubuna oranla daha az oldugu
bildirilmistir. Istya maruz birakilan embriyolardaki gelisim geriligine serbest
radikallerin birikmesi neden olarak gosterilmistir. Istya maruz birakilarak FA eklenen
calisma grubu ise sadece 1stya maruz birakilan calisma grubu ile kiyaslandiginda
blastosist gelisiminin daha iyi oldugu ve hiicre sayisinin sadece 1siya maruz birakilan
calisma grubundan fazla oldugu bildirilmistir. Koyama H ve arkadaslarinin yapmis
oldugu bu caliyjmada FA’nin antioksidan 6zelligi oldugu ve bu nedenle 1siya maruz
kalan embriyolardaki serbest radikalleri notralize ederek embriyonel gelisime katki

sagladig bildirilmistir (5).

Patat ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir ¢alismada Bj, vitaminin hipoksiye maruz
kalan embriyolardaki gelisim siirecine etkileri arastirilmistir (148). Yapilan caligmada
B, vitamininin antioksidan Ozelliginden bahsedilmektedir. Bu nedenle hipoksi+Bi»

vitamini verilen embriyolarin H grubu embriyolara kiyasla daha 1yi gelistigi
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gosterilmistir  (148). Arastirmamiz sonucunda elde ettigimiz bulgular Patat ve

arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alismay1 desteklemektedir.

Arastirmamiz sonucunda elde edilen bulgular; HDDFA ve HYDFA grubuna ait
embriyolarin morfolojik skorlama parametrelerinin (vitelliis kesesi damarlanmasi,
allantois, fleksiyon, kalp, kaudal noral tiip, arka beyin, orta beyin, on beyin, otik sistem,
optik sistem, olfaktor sistem, yutak kavsi, maksillar ¢ikinti, mandibular ¢ikinti, 6n uzuv,
arka uzuv, somitler, total skor, vitelliis kesesi capi, bas-ki¢c uzunlugu, somit sayilarr) H
grubu embriyolarma oranla daha iyi gelisim gosterdigi goriildii. Ayrica HDFA grubu ile
HYDFA grubu kendi aralarinda kiyaslandiginda anlamli olmamakla birlikte HDDFA

grubu embriyolarin gelisimlerinin daha iyi oldugu goriilmektedir.

Calismamiz sonucunda elde ettigimiz bulgular FA’'nin antioksidan 6zelligine yonelik
yapilan caligmalar1 desteklemektedir. Hipoksik kosullarda FA’nin erken embriyonik

gelisim bozukluklarina karsin 6nleyici ve koruyucu 6zelligi oldugu goriilmektedir.
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