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OZET

Prenatal Etanol Uygulamasinin Corpus Callosum Olusumunda Rol Oynayan Kilit Akson
Biiyiime Proteinlerinden GAP-43 Ekspresyonu Uzerine Etkisi

Corpus callosum (CC) beyinde iki serebral hemisferi birbirine baglayan en genis
komissural yoldur. Corpus callosum’u olusturan komissural aksonlar bir beyin hemisferindeki
neokorteksin ilgili tabakalarindaki ndronlardan ve singulat korteksteki néronlardan baslayip
kars1 hemisferdeki hedef inervasyon noktalarina dogru oldukc¢a uzun ve karmasik bir yoldan
gecmektedirler. Kallozal aksonlar bu yol boyunca hiicre i¢i ve hiicre dis1 kaynakli ipuglarini
takip ederek, bazi ara hedef bolgelere ugramakta ve buradaki etkilesimler sonucunda dogru
yollarint bulmaktadirlar. Bu sathalardaki herhangi bir aksaklik CC anomalilerine sebep
olabilmektedir. Aksonlarin dogru yoniinii bulmada, hiicre ici kaynakli etkenlerden bir tanesi de
akson terminallerindeki biliylime konilerinde eksprese edilen GAP-43 proteinidir. GAP-43
proteninin ekspresyonu, akson biiyiime konilerinde bulunan filopodia ve lamellopodialarda
aksonun uzamasinda etkili olan F-actin’in modiilasyonunu saglamaktadir.

Etanol, kullanimi biitiin diinyada oldukca yaygin olan toksik bir ajandir. Hamilelik
stiresince alkol kullanan kadinlarin ¢ocuklarinda davranis bozuklugu ve ndropsikiatrik
problemlere kars1 yatkinlik oldugu bildirilmistir. Etanoliin CC’da agenezi veya disgenezi
yaptig1 bilinmektedir. Calismamizda, etanol uygulanmis ve uygulanmamis gebe ratlardan 17.
embriyonik gilinde elde edilmis fetiis beyinlerinde, etanoliin CC olusumu iizerine etkisi olup
olmadiginin, GAP-43 ekspresyon paterni degerlendirilerek, immunfloresan mikroskopi ile
karsilastirilmistir. Etanol uygulanmis grupta, kontrol grubuna kiyasla CC olusumunu saglayan
kallozal liflerin gelisiminin ve corpus callosum olusumunun etanol uygulamasindan olumsuz
bir sekilde etkilendigi gosterilmistir. Sonug¢ olarak etanoliin CC olusumunu etkiledigi

immunofloresan mikroskopi ile GAP-43 ekspresyon paterni degerlendirilerek gosterilmistir.

Anahtar sozciikler: Corpus callosum, etanol, GAP-43, rat, immunofloresan mikroskopi
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ABSTRACT

Effect of Prenatal Ethanol Exposure on Expression of GAP-43 Which is an Important

Axon Guidance Protein in Corpus Callosum Formation

Corpus callosum (CC) is the largest commissural pathway interconnecting the two
cerebral hemispheres. Commissural axons which take origin from the neocortical and cingulate
neurons and project to the innervation areas of the contralateral hemisphere have a long and
complicated navigation. Along this navigation callosal axons find their correct path by
following intracellular and extracellular cues and interactions at some relay stations. Any fault
at these steps can cause CC anomalies. GAP-43, one of the proteins expressed on the growth
cones of the axon terminals is effective in the correct pathfinding as an intracellular factor.
Expression of GAP-43 modulates F-actin in the filopodia and lamellopodia which are
extensions on the growth cones and necessary for axonal elongation.

Ethanol is a toxic agent which is highly consumed worldwide. Predisposition to
behavioral defects and neuropsychiatric problems were reported in children of women who
consumed alcohol during pregnancy. Ethanol is known to cause agenesis and dysgenesis of
CC. In the present study, possible effects of ethanol on CC formation were evaluated by GAP-
43 expression pattern on the 17" embryonic day and compared in the ethanol treated and
control groups by immunofluorescence microscopy. In the ethanol treated group development
of callosal axons and CC formation were affected unfavorably in contrast to the control group.
As a conclusion, unfavorable effects of ethanol were shown by evaluation of GAP-43

expression pattern via immunofluorecence microscopy.

Key words: Corpus callosum, ethanol, GAP-43, rat, immunofluorescence microscopy
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GIRIS

Merkezi Sinir Sistemi (MSS) gelisimi iizerine temel ve klinik bazda birgok
aragtirma yapilmis olmasina ragmen halen olduk¢a bakir bir konudur. Daha spesifik
olarak MSS gelisimi boyunca aksonlarin baslangi¢c noktalarindan asil hedeflerine nasil
ulastiklari, bu yol boyunca ne gibi mekanizmalardan etkilendikleri veya ne gibi
mekanizmalarda rol oynadiklari, cevre hiicrelerle ve c¢esitli molekiiller ile olan
etkilesimlerini i¢eren “axonal pathfinding” konusunda literatiirde heniiz yeterli diizeyde
bilgi bulunmamaktadir.

Corpus callosum (CC) beyinde iki serebral hemisferi birbirine baglayan en genis
komissiiral yol olup iki beyin hemisferi arasinda homotopik ve heterotopik baglantilar
saglamaktadir. Corpus callosum’u olusturan komissiiral aksonlar bir beyin
hemisferindeki neokorteksin ilgili tabakalarindaki ndronlardan baglayp karsi
hemisferdeki hedef inervasyon noktalarina dogru olduk¢a uzun ve karmasik bir yoldan
gecmektedirler. Kallozal aksonlar bu yol boyunca hiicre i¢i ve dist kaynakli ipuglarini
takip ederek birtakim ara hedef bolgelere ugramaktadirlar. Orta hat glial hiicre
popiilasyonlari, énemli ara hedef bolgelerdeki g¢evre yapilar ile karmasik iligkileri
sayesinde kallozal aksonlarin bir sonraki hedef noktaya gidebilmelerini veya tam tersine
hedeften sapip anormal bir formasyon gdstermelerini saglayabilmektedir. CC gelisimi
ile 1ilgili yapilacak ¢aligmalarda, bu komissiiral yolun olusumunda rol oynayan
mekanizmalar ve onlarin nasil ¢aligtiklarini gosterebilmek olduk¢a 6nemlidir.

Mutasyonel ve genetik calismalarda komissiir olusumunda aksonlarin uygun
yollarin1 bulabilmesi i¢in 6nemli olan c¢esitli ¢cevresel etkenlerin ortaya c¢ikarilmalarinin
yaninda aktin regiilasyonun da oénemli bir rolii oldugu gosterilmistir. Boylece, F-actin
baglayan proteinlerin delesyonunun komissiir olusumunu o&nledigi belirtilmektedir.
Boylece, yonlendirme ipucu reseptdrlerinin orta hattt gecmeye ¢alisan aksonlarin
biiylime konilerindeki hiicre iskeleti olusumlariyla nasil bir etkilesime girdikleri ¢ok az
anlasilabilmistir. Growth associated protein-43 (GAP-43) tek bir kopya genden ibaret
olup, protein kinaz C (PKC) icin major bir noronal substrattir ve biiylime
tomurcuklarinda F-actini modiile eder. Yani, F-actin cevabimi diizenleyen GAP-43

ekstraseliiler ipuclarina cevap olarak, fosforilasyonu PKC tarafindan gergeklestirilen,



major biiylime konisi proteinlerinden biridir. Bu mekanizmadaki bir bozukluk CC
olusumunu 6nleyebilmektedir.

Corpus Callosum Agenezisi (CCA) insanlarda yaklagik 50 farkli konjenital
sendromda goriilen bir kusurdur. Yakin zamanda yapilmis neonatal ve prenatal
goriintiileme c¢aligmalari, en az her 4000 yeni dogandan birinde CCA goriildiigiinii
gostermektedir ve diger goriintiileme ¢alismalarinda da norogelisimsel kusurlara sahip
bireylerin yaklasik %3-5‘inde CCA go6zlenmistir. Corpus callosum malformasyonlar1 bu
yapmin, total agenezisi, parsiyel agenezisi (CC’nin sadece rostral veya kaudal
pargasinin gelismemis olmasi) ya da hipoplazisi seklinde gozlenebilir. Total veya
parsiyel CCA’nin biiyiik olasilikla kallozal gelisimin erken safhalarindaki genetik,
bulasici, vaskiiler veya toksik vb. etkiler nedeniyle bozukluklardan kaynaklandigi
belirtilmektedir. CCA goriilen bazi bireylerin zeka katsayilar1 (intelligence quotients)
normal sinirlar i¢inde bulunmakla birlikte yakin zamanda yapilan arastirmalarin
15181inda, bu bireylerin davranis bozukluklarina ve ndéropisikiyatrik problemlere karsi
egilim gosterdigi gozlenmistir. Bunlara bagl olarak, CCA goriilen kisilerde 6grenme
giicliikleri, dil ve sosyal iletisim problemleri, uyuma diizensizlikleri gibi bozukluklar
ortaya ¢ikabilmektedir.

Etanol biitiin diinyada kullanimi ¢ok yaygin toksik bir maddedir. Etanol 6zellikle
anneler tarafindan kullanildiginda fetiisiin gelisimi {izerine olumsuz etkileri oldugu
bilinmektedir. Etanol’iin MSS iizerine etkileri ile ilgili literatiirde ¢ok sayida calisma
yer almaktadir. Prenatal alkol maruziyeti MSS gelisiminde bir¢ok olumsuz etkiler
yapmaktadir. Otuz yildan fazladir siirdiirilen klinik insan arastirmalari, gebelik
strasinda alkol kullaniminin kalict davranigsal, sosyal ve kognitif beyin hasarlarina yol
actigima dair dogrudan kanitlar sunmaktadir. Fetal Alcohol Spectrum Disorder (FASD)
grubuna giren denekler iizerine yapilan kantitatif manyetik rezonans goriintiileme
caligmalarinda, CC anomalileri, vermis cerebellaris’in 6n kisimlar1 ve bazal ganglion
kiigiilmeleri, assosiasyon korteksinde belirli bolgelerde gri cevher yogunlugunun
azalmasi gibi kesin yapisal anomaliler rapor edilmistir.

Gelismekte olan fare beyninde, embriyonik 15. giinde ((E)15) orta hat glial
populasyonlarinin gelisiminin gergeklestigi ve bu embriyonik giinde GAP-43 ve FGFR-
1 gibi 6nemli molekiillerin islev gordiigii bilinmektedir. Hemen ertesinde, (E)16’da,

kallozal aksonlarin CC’u olusturmak {izere orta hatti gegtigi yapilan g¢aligmalarda



gosterilmistir. Ratlarda ise CC’u olusturacak kallozal lifler orta hatti (E)17°de
gecmektedirler. Fakat literatiirde farelerde (E)15°de orta hat glial populasyonlarinin
olusumunda 6nemli rolii oldugu bilinen GAP-43 molekiiliiniin, ratlarda ayn1 embriyonik
doneme denk geldigini diisiindiigiimiiz (E)17°deki islevi hakkinda tatmin edici ve
spesifik bir bilgi bulunmamaktadir.

Bunun yaninda yine farelerde yapilan ¢alismalarda daha once bahsedildigi iizere,
GAP-43 molekiiliiniin yoksunlugunda CC da dahil major 6n beyin komissiirlerinin
gelismedigi gosterilmistir. Ayrica literatiirde, ratlarda yapilan alkol calismalarinda,
(E)6-21 arasi1 prenatal alkol uygulamasinin, CC agenezisi ile sonuglanabildigine dair
tatmin edici bilgiler bulunmaktadir.

Bu calismada, yukarida bahsedilen mevcut bilgiler 1s1ginda, (E)6-17 aras1 alkol
uygulanan ve ayni donemde hi¢ alkol uygulanmayan (E)17’ye ait fetus beyinlerinin,
CC’larinin 6n kisminin gelisecegi seviyeden elde edilen ve GAP-43 molekiilii i¢in
isaretlenmis koronal kesitlerinde immunfloresan yontemi ile, karsiya gecip CC’u
olusturacak olan liflerin paterni iki grup arasinda karsilastirilarak degerlendirilmesi
amaglanmistir. Bu ¢alisma ile CC olusumuna etki ettigi bir ¢ok ¢alismada kanitlanmig
olan etanoliin, CC gelisiminde etkili bir cok mekanizmadan birisi olan GAP-43 ile ilgili

mekanizma tizerine etkisi olup olmadigi ortaya ¢ikarilmis olacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Corpus Callosum Anatomisi

Corpus Callosum beyinde iki cerebral hemisferi birbirine baglayan en genis
komissural yoldur. Fissura longitudinalis cerebri’nin tabanini ve ventriculus
lateralis’lerin biiyiik bir kisminin tavanimi olusturan corpus callosum, yaklasik 8 cm
uzunlugundadir. Corpus callosum’a ait lifler laterale dogru gittikce yelpaze seklinde
acilarak (radiatio corporis callosi) cortex cerebri’nin c¢esitli bolgelerine gider. Esas
fonksiyonu, beyinde sag ve sol hemisferdeki es alanlar arasinda baglantilar kurarak
hemisferler arasinda bilgi aligverisini ve koordinasyonu saglamaktir. Corpus callosum,
bir hemisfere ulasan bilginin diger hemisfere iletilmesinde rol oynayan en biiyiik ve
onemli yoldur.

Corpus callosum 6nden arkaya dogru rostrum, genu, truncus ve splenium olmak
tizere dort kisma ayrilir (Sekil 2.1). Rostrum’u olusturan lifler her iki lobus frontalis’in
orbital yiizlerini, genu’yu olusturan lifler ise 6ne dogru kivrilarak her iki lobus
frontalis’in ¢esitli kisimlarini birbirine baglar. Genu’yu olusturan liflerin meydana
getirdigi kivrima forceps minor (forceps frontalis) adi verilmektedir. Corpus
callosum’un truncus kismindan gecen lifler laterale dogru, splenium kismindan gegen
lifler ise arkaya dogru uzanarak iki hemisfer arasinda yogun baglantilar saglar.
Splenium’u olusturan lifler mediale dogru bir seyir takip ederek her iki lobus
occipitalis’in igerisine girer; bu liflerin meydana getirdigi kivrima forceps major
(forceps occipitalis) adi verilmektedir. Truncus ve splenium’dan ayrilan liflerin bir
kismi1 ventriculus lateralis’in cornu inferius’unun lateral duvarini, cornu posterius’un ise
tavanini ve lateral duvarini meydana getirir. Ayrica cornu posterius’un lateral duvarmi

radiatio optica’dan ayrilan bu liflere tapetum adi verilmektedir (1).



Genu
Splenium
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Rostrum “Lamina rostralis

Sekil 2.1 Corpus Callosum’un rostro-caudal hattaki goriiniimii; rostrum, genu, body (truncus) ve

splenium (Richards ve ark., 2004) (2).

2.2. Corpus Callosum’un Fonksiyonu

Beynin karmagikligi yaptigi baglantilardan kaynak alir. Bu, primat evrimi
boyunca orantisiz bir bigimde artan beyaz cevher hacmi ile karakterize edilir. Beyindeki
en genis birlestirici yap1 olan CC, iki serebral hemisfer arasinda bilgi aktarimi saglayan
190 milyonun iizerinde akson igerir (1). Esas fonksiyonu, beyinde sag ve sol
hemisferdeki es alanlar arasinda baglantilar kurarak hemisferler arasinda bilgi
aligverisini ve koordinasyonu saglamaktir. Corpus callosum, homotopik ve heterotopik
olan interhemisferik baglantilar saglar. Bu baglantilarin, tamamlayici (hemisferler arasi
bilgi birlestirici) ya da engelleyici (birbirinden bagimsiz olan fonksiyonlarin
yiikseltilmesi i¢in hemisferlerin birbirlerini inhibe etmesini saglayan) olduklari
konusunda tartigma olmasina ragmen, baglantilar birincil olarak tamamlayici olarak

goriilmektedir ve bu interhemisferik transfer ile ilgili bir¢ok ¢alismanin odak noktasidir

3).

2.3. Corpus Callosum’un Gelisimi

Sinir sistemi, embriyogenezin erken evresinde homojen bir ektoderm kilifinin
once katlanarak bir tlip olusturmasi ve daha sonra beyin ve medulla spinalis’i

olusturmak {izere hem rostro-kaudal eksende hem de dorso-ventral eksende
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farklilasmasi ile olusmaya baglar. Sinirli bolgelerde bulunan genlerin ekspresyonlari
tiiptin hangi bdlgelerinin hangi spesifik yapilara farklilasacagin1i ve sinir sistemi
dahilindeki hiicre tiplerini belirler. Ayn1 kalip genetik olaylar, ayrica sinir sistemi orta
hatt1 olusumunu da regiile eder (2).

Onbeyinde bulunan tiim komissiirlerin gelisimi igin dogru bir orta hat olusumu
olduk¢a 6nemlidir. Onbeyin ilk basta, prosencephalon ad1 verilen tek bir vezikiil igerir.
Prosencephalon olusumundan kisa bir siire sonra, bu tek vezikiiliin her iki yaninda
hiicresel proliferasyon ve migrasyon yoluyla her iki telensefalik hemisferi olusturacak
olan tomurcuklar olugur. Prosensefalon’un rostral bolgesi lamina terminalis (LT) olarak
adlandirilir ve komissural tabakayi ya da lamina reuniens’i (LR) igerir (4). Lamina
terminalis’in rostralinde lokalize olan Midline Glia (MG), orta hatt1 birbirine baglayan,
insanlarda biiyiik ihtimalle massa commisuralis’in dengi olan dorsal interhemisferik
fissiir igerisinde hiicresel devamlilik gosteren bir bolgedir. Corpus callosum,
kortikoseptal sinirda, serebral korteksin dorso-medial bélgesinde olugmaktadir (3,4).

Onceleri, ilk olarak CC’un truncus pargasinin olustugu ve bunu, éne ve arkaya
dogru gerceklesen genislemelerin takip ettigi diisiiniilmekteydi (4). Fakat ayrintili
Magnetic Resonance Imaging (MRI) ¢aligmalari, CC’un insan gelisimi sirasinda rostro-
kaudal eksende olustugu seklinde yeni bir anlayis kazandirdi (6,7). Bu caligmalar,
gelisimin erken sathasinda, CC’un rostral olarak rostrumun lamina reuniens (LR)
bolgesinden ve kaudal olarak forniks tarafindan gelistigi hakkinda tatmin edici kanitlar
saglamaktadir. Daha sonra gelisecek ilk bolgeler ise LR ve direkt olarak
fornix/commissura hippocampi lizerinden gegecek olan CC’un truncus parcasinin on
bolgeleridir (7).

6-8 haftalik, 15-30mm boyutundaki insan embriyolarinda, kiazmatik plagin
oniinde konumlanmis olan telencephalon’un ince rostral duvari, ventralde kiazmatik
plagin hemen yakininda, ince bir sekilde kalip LT 1 temsil ederken, paraphysis’in (PAR)
yakininda konumlanmis olan daha ¢ok dorsal kisimlar1 ise hizli bir hiicresel artis ile
kalinlagsma gosterir. Kalinlagmis, hiicresel yogunluga sahip dorsal kisim lamina
reuniens’i temsil eder. Lamina reuniens gelisimin ilerlemesi ile area praeccommisuralis’e
dontisiir. Bu ise daha sonra area septalis’i olusturacaktir. Bu olusan area septalis’in

icinde gdmiilmiis olarak commissura anterior gelisecektir (4).



8-11 haftalik 25-50 mm boyundaki embriyolarda, LR oldukg¢a hiicresel bir
yogunluga sahip, ganglionik ¢ikintilara midsagittal hatta hicbir sinir olmadan baglanan
homojen bir hiicre kitlesi goriinlimiindedir. Bu median hiicre kitlesi telencephalon impar
ya da telencephalon medium’u temsil eder. Bu erken evrede LR’de midsagittal hatti
gecen higbir lif bulunmaz. Lamina reuniens’in dorsal boliimiiniin primordium
hippocampi olarak isimlendirilmesi, bu bolgede primordia fornix denilen fornix
taslaklarinin olusmaya baslamasi ile olur. Bunlar sagli sollu birer tane olup, serebral
hemisferlerin medial yiiziinde eriskindeki seyirlerine benzer olarak kivrilmaya baglarlar.
Bu taslaklar 9 haftalik embriyoda dahi gozlenebilir. Onbir haftalik embriyolarda ise
yine bu bdlgede commissura hippocampi belirmeye baglar. Primordium hippocampi
bolgesinde bu donemde bile CC ve septum pellucidum’a ait bir gelisme gozlenmez (4).

Gelisimin daha ileri evrelerinde sulcus mediana telencephali medii, dejenere
hiicre kitleleri ile dolarak massa commissuralis (MC) ad1 verilen bir yapiy1 olusturur.
Massa commissuralis hemisfer vezikiillerinin izokortikal tabakalarindan CC’a ait, heniiz
gelismemis olan komissural lifler i¢in bir taslak gérevi goriir (4).

11-12 haftalik 50-60 mm boyutundaki embriyolarda, CC’un muhtemel 6ncii
lifleri primordium hippocampi i¢indeki massa commissuralis’in hiicresel yatak kismina
dogru penetre olmaya baslarlar. 12-13 haftalik 60-80 mm boyundaki embriyolarda,
hizla biiyiiyen kallozal lifler, commissura anterior’dan farkli ve bagimsiz olan eksiksiz
kallozal komissural tabakay1 olusturur (4).

13-15  haftalilk 90-100  mm  boyundaki embriyolarda, primordium
hippocampi’deki hiicre proliferasyonu ve dejenere olmus yapilar kaybolur ve 18-20
haftalik 140-160 mm boyundaki embriyolarda, eriskin beyninde bulunandan rostro-
kaudal uzunlugu disinda farkli bir pozisyonda olmayan bir CC formu olugmus

durumdadir (4).

2.4. Kallozal Projeksiyonlarin Gelisimi

Serebral korteks alt1 hiicresel tabakadan olusmaktadir. CC boyunca karsidan
karsiya gecen major projeksiyon lifleri 2.,3. ve 5. tabakalardaki ndronlardan kaynak alir.
Richards ve ark. (2004) farelerde, kallosal projeksiyon yolunun daha iyi tarif
edilebilmesi i¢in, bu yolu birbirinden farklt 6 6nemli karar noktasina ayirmistir (Sekil

2.2). Her bir katmandaki noéronlar, aksonlart ventral olarak ara bolge adi verilen alana



dogru yonlendirmek iizere, marjinal bolge adi verilen alandan uzaklastirmaktadirlar (1.
karar). Sema3A gibi yol gosterici faktorlerin etkisinde, ventral yonde aksonlarini
gonderirler. Bu aksonlar ara bolgeye ulastiklar1 zaman laterale dogru gitmek yerine orta
hatta dogru yonlenirler ( 2. karar ). Bu karar noktasi, kallosal aksonlar1 laterale yani
capsula interna’ya (CI) yonlendirecek olan subkortikal aksonlardan ayrildigi noktadir
(2).

Giliniimiizde bu farklilasma kararinin nasil yapildigi hakkinda ¢ok az sey
bilinmektedir. Fakat aksonlar, bu karar noktasinda etraf yapilardan etkilenmemek ve
dolayistyla farkl bolgelere yonelmeyi engellemek igin, kendilerini soyutlamak amacl
boliinerek ve medial ya da lateral uzantilar gondererek bulunduklar1 bolgeden
kendilerini smirlarlar. Zaten bu gecici bir karar oldugundan, aksonlar orta hatti
gectiginde ve CI’ya ulastiginda, projeksiyonu saglayacak pek az néron bulunmaktadir.
Kallosal aksonlar daha sonra singulat kortekse dogru uzayarak orta hatta yaklasirlar.
Aksonlar orta hatta dik olacak sekilde yaklasirlar ve daha sonra aniden kortikoseptal
sinirda orta hatt1 gegmek icin donerler (3. karar noktasi) (2).

Kortikoseptal sinirda aksonlar, glial wedge (GW) ve indusium griseum (IG)
olarak bilinen orta hat glial yapilar1 ile karsi karsiya gelirler. Aksonlar orta hatti
gectikten hemen sonra, kontralateral singulat kortekse ve daha sonra da kontralateral
neokortekse (NK) girmek icin dorsal yonde bir doniis yaptiklar1 yer (4. karar) olan karsi
hemisferdeki GW ile karsilasirlar. Aksonlar kontralateral neokorteks igerisinde
uzanirken inerve edecekleri hedef neokorteks alanini belirlerler (5. karar) (2).

Kallosal aksonlarin, kendilerine 06zel kontralateral kortikal alani nasil
belirledikleri hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir, fakat goriinlise gore, talamik
aksonlarin (TA) kortikal hedef alanlarin1 bulmak icin kullandiklar1 ipuglarinin
benzerlerini kullanmaktadirlar. TA’lar, ventral 6nbeyini terk etikleri zaman, hem koken
aldiklar1 spesifik talamik nukleusun rostrokaudal yerlesimi sayesinde, hem de
onbeyinde eksprese edilen, bu rostrokaudal projeksiyonun siirekliligini saglayan
molekiiller sayesinde bolgesel olarak siralanirlar. Fakat TA’lar kortekse girdikleri
zaman son hedef noktalarininin lokalizasyonunu belirlemeye ihtiyaglar1 vardir ve biiyiik
ihtimalle kortekste bolgesel olarak eksprese edilen molekiilleri taniyarak lokalizasyonu

gerceklestirirler (2).



Sekil 2.2 Kallozal aksonlarin 6 karar noktasinin sematik gériiniimii (Richards ve ark., 2004) (2).

Corpus callosum, kortikoseptal sinirda, serebral korteksin dorsomedial
bolgesinde gelisir (6). Bu yiizden, bu noktada (commissura hippocampi’nin rostralinde)
orta hatti gececek olan ilk aksonlar, bu yeni olusan hiicresel bolgede bir akson
traktusuna onciiliik ederek iki serebral hemisfer arasinda ¢aprazlasirlar (2).

Corpus callosum’u olusturacak aksonlarin biiylik bir kisminin neokorteksteki
noronlardan koken aldig (8-10), fakat singulat koreksteki néronlarin da CC’a onciiliik
ettigi gosterilmistir (11). Rodentlerde orta hatti gegecek ilk neokortikal aksonlar
rostrolateral neokorteksteki ndronlardan koken alirlar (12,13). Neokortikal aksonlarin,
farede yeni olusmakta olan CC’un projeksiyonunu saglayan ilk aksonlar oldugu kabul
edilmekteydi (13). Bu sebeple, CC’un oOnciiliigiinlin singulat aksonlar mi1 yoksa
neokortikal aksonlar tarafindan mi yapildigi konusunda literatiirde bir anlagsmazlik
bulunmaktaydi (2).

Oncii aksonlarin, daha sonra gelisen ve hedeflerine dogru gitmekte olan
aksonlara rehberlik ettikleri bir¢ok canli grubunda yapilan ¢alismalar ile gosterilmistir.
Omurgasizlarda (14-16), kurbagada (17), zebra baliginda (18,19), tavukda (20), farede
(21), ratta (22) ve kedide (23) oncii aksonlarin corpus callosum ile iligkisi gosterilmistir.
Bu birgok tiiriin arastirilmasinda, arastirmacilar su soruyu sormuslardir, “Oncii aksonlar,
daha sonra olusacak aksonlarin gelisimi i¢in ger¢ekten gerekli midir?” (2).

Bu soru, ¢ekirge (16) ve zebra balig1 (18) gibi daha basit canlilarda, 6ncii akson
populasyonlarinin hem beyin-soku tedavisi, hem de lazer ablasyon yontemi ile spesifik
olarak ¢ikartilmasi ¢caligsmalariyla cevap bulmus oldu. Bu deneylerde, daha sonra gelisen

aksonlarin kendi biiytime yollarin1 diizgiin bir bigimde takip edemedikleri ve normal
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hedeflerini inerve edemedikleri gézlenmistir. Bu nedenle, 6ncii aksonlar sinir sisteminin
diizgiin olarak olusabilmesi i¢in gereklidir (2).

Memelilerde, kortikotalamik projeksiyonlarin onciiliigili, neokorteksin capsula
interna’ya dogru giden ilk neokortikal aksonlarin gelistigi “subplate” adi verilen alt
tabakasindaki noronlar tarafindan yapilir (22,23). Subplate c¢ikartma caligsmalari;
subplate aksonlarinin, hem kortikotalamik hem de talamokortikal yollarin gelisimi i¢in
gerekli oldugunu gostermistir. Bu nedenle, subplate oncii aksonlar1 thalamus ve cortex
arasindaki baglantilarin  kurulmasma yardimc1 olmaktadir (26,28). Subplate
aksonlarinin, laterale capsula interna’ya dogru devam eden neokortikal aksonlarin dogru
yonlendirilmesinde kritik role sahip olmasina ragmen, CC’u olusturmak iizere mediale
dogru devam eden neokortikal aksonlarin yonlendirilmesinde bir role sahip olmadigi
goriilmiistiir (13,15,26).

Rostral kortikal (commissura hippocampi’nin rostralinde) orta hatt1 gegecek ilk
aksonlar capsula interna’daki noronlardan koken alirlar (13). Bu aksonlar orta hatti
gecmeye ratlarda 17. embriyonik giinde (E)17, farelerde ise (E)15.5°da baslarlar.
Singulat aksonlarin kontralateral kortikal hemisfere dogru projeksiyon olusturup
olusturmadiklar1 ve bunu neokortikal aksonlardan daha 6nce yapip yapmadiklar1 daha
onceleri ¢oziilememisti (29).

Ozaki ve Wahlsten (1998), singulat aksonlarin CC’a Onciiliikk etmedigini, ¢iinkii
kontralateral kortekse dogru projeksiyon gostermedikleri, bunun yerine commissura
hippocampi’ye dogru projeksiyon gosterdiklerini ileri siirmiislerdir. CCun kaudal
kisimlarinin, commissura hippocampi ile birbirlerine yakin bir mesafede gelistikleri i¢in
boyle bir karisikligin miimkiin olabilecegi diisliniilmiistiir (29,30). Ge¢miste bu yol
ancak tek bir projeksiyonun izolasyonunu saglayabilen retrograd isaretleme teknigi ile
arastirtlmastir. (11,13).

Rash ve Richards (2001), gelisim sirasinda capsula interna’ya ait aksonal
projeksiyonlar1 arastirmak i¢in anterograd isaretleme teknigi kullanmislardir. Ayrica,
capsula interna’ya ait aksonlarinin CC i¢in Oncii bir yol olusturmak {izere orta hatti
neokortikal aksonlardan daha once gecip gecmedigini gosterebilmek igin her iki
yontemi de kullanmislardir. Corpus callosum boyunca aksonlarini gonderecek olan
neokortikal néronlar rostrolateral neokortekste bulunmaktadir (13). Singulat korteksten

baslayacak kallozal projeksiyonun neokortikal aksonlardan Once orta hatti gectigini
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belirlemek icin, singulat kortekste Dil ve rostrodorsal neokorteksteki DiA ile fare
beyinlerini ¢ift yonlii olarak boyamuslardir. Ayrica, rostrolateral neocortex’teki
noronlart hem anterograd hem de retrograd olarak isaretlemislerdir. Sonuglara gore,
hicbir beyinde neokortikal aksonlar orta hatti (E) 16’dan 6nce ge¢memisler ve tim
beyinlerde neokortikal aksonlar oldukca genis bir singulat akson grubunu takip
etmiglerdir. Deneyler sirasinda mediale dogru projeksiyon gosteren neokortikal
aksonlar isaretlediklerinde, ayrica capsula interna’da retrograd olarak isaretlenmis,
enjeksiyon tarafina dogru rostrolateral olarak projeksiyon gdsteren DiA pozitif néronlar
fark etmislerdir. (E)15°de, capsula interna’da bulunan ndronlar rostrolateral neokortekse
yapilan bir enjeksiyon ile retrograd olarak isaretlenmislerdir. Bu sonuca gore, capsula
interna’da bulunan ndronlar, ayrica ters yonde, medial olarak orta hatta dogru
projeksiyon gosterecek olan ilk neokortikal ndronlara dogru rostrolateral bir projeksiyon
gostermislerdir. Bu aksonlar rostrolateral neokorteksin ara bolge (intermediate zone) adi
verilen bolgesine, ilk neokortikal aksonlarin orta hatta ulagmasindan en az yarim giin
once ulasirlar. Rash ve Richard’in sonuglari, “Capsula interna’dan mediale dogru olusan
projeksiyon lifleri, neokortikal aksonlar i¢in bir Oncii yol olusturur” hipotezini
desteklemektedir. Dahasi, neokortikal aksonlarin singulat aksonlara yakin bir
pozisyonda biiyliyerek ve onlar1 yonlendirici olarak kullanarak orta hatt1 gectiklerini
gbzlemislerdir (29).

Son olarak, CI’da bulunan néronlarin gelisimin erken sathalarinda laterale dogru
projeksiyon gosterdikleri gézlenmistir. Bu aksonlarin rostrolateral neokortekse dogru,
neokorteksteki noronlarin orta hatta ilk aksonlarmi gonderecekleri yere dogru
projeksiyon olusturduklar1 gézlenmistir. Neokortikal aksonlar, alternatif olarak lateral
projeksiyon gosteren bu singulat aksonlar1 orta hatta ulasmak i¢in ve medial projeksiyon

gosteren singulat aksonlar1 da orta hatt1 gegmek i¢in kullandiklar1 gézlenmistir (29).

2.5. Corpus Callosum Gelisimini Regiile Eden Mekanizmalar

Gelismekte olan beyinde aksonlar izleyecekleri dogru yolu bulmak icin birgok
degisik mekanizmay1 kullanirlar. Akson sonundaki biiyiime konisi adi verilen
Ozellesmis u¢ oldukea hassastir ve ¢evresindeki ¢ok kiiciik degisiklikleri bile algilama
kabiliyetine sahiptir. Birgok akson yonlendirici molekiil tanimlanmistir ve bunlar difiize

olabilen faktorler, hiicresel membranlara veya hiicre dis1 matrikse baglanabilen faktorler
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olarak ayrilabilmektedir. Her bir grupta, permisif ve supresif (biiylimeyi baskilayan
fakat, aksonu geri itmeyen) molekiiller oldugu gibi kimyasal ¢ekici (chemoattractive) ve
kimyasal itici (chemorepulsive) molekiiller vardir (2).

Aksonlar, c¢ogunlukla son hedeflerine ulagsmak i¢in olduk¢a uzun bir yol
katetmek zorundadirlar ve kallozal aksonlar bunun i¢in ¢ok iyi bir drnektir. Bunun i¢in,
son hedef noktasinin tek basina bir yonlendirici molekiil kaynagi olmasi hi¢ pratik
degildir. Sinir sisteminin bu durumla bas etmek icin, son hedefe kadar olan bu uzun
yolu, ara hedefleri devreye sokarak gerekli bir bicimde daha kiigiik ve kontrol edilebilir
parcalara boler. Bu ara hedefler, aksonlar1 belirli bir noktaya dogru yonlendiren ve daha
sonrada onlar1 bir sonraki ara hedefe iten yonlendirici faktorlerin ekspresyonunu
gergeklestirirler. Orta hat, bir ara hedef noktasidir ve sinir sistemine ait komisstirlerin
olusumu i¢in Ozellikle orta hat glial hiicre populasyonlarinin ekspresyonunu yaptigi

molekiiller nedeniyle kritik bir role sahip oldugu gdsterilmistir (2).

2.6. Glial Gelisim ve Komissiir Olusumu

Orta hat gliasinin, meyve sineginden memelilere kadar uzanan genis bir
yelpazede orta hat komisstirlerinin reglilasyonunu yaptig1 bilinmektedir. Memeli sinir
sisteminde, orta hat glial yapilar1 komissiirlerin olusumu i¢in oldukca gereklidir.
Ozellikle, glial bir yapida olan taban plagi, medulla spinalis’teki dorsal duyu
noronlarina ait komissural aksonlarin olusumu i¢in yoOnlendirici ipucu molekiiller
salgilar. Chiasma opticum’un retinal ganglion hiicre aksonlarini yonlendirecek glia ve
commissura anterior ile iliskide olan glial tlinel, sinir sisteminde komissural
projeksiyonlarin olusumu i¢in olduk¢a 6nemli olan, orta hat glial yapilaridir. Daha
fazlas1 ise, insana kadar olan evrimsel siirecte, sadece bu orta hat glial yapilar
korunmakla kalmayip, onlarin komissural aksonlarini ydnlendirmek icin eksprese
ettikleri molekiiller de korunmustur (2).

Orta hat gliasi, ayrica CC olusumu i¢in de gereklidir. Glial wedge (GW) adi
verilen ve adin1 kama sekline benzemesinden alan gliyal hiicre populasyonu izole
edilebilmis ve in-vitro olarak Slit 2 gibi kallozal aksonlarin orta hatti gegmesi igin sart
olan molekiillerin ekspresyonunu gergeklestirdigi gosterilmistir. GW, serebral korteksin
radial-glial iskeletininin bir parcasidir ve RC2, BLBP ve GLAST gibi radial-glial hiicre

markirlarmin ekspresyonunu saglar. Oyle ki, GW ii¢ ayirt edici dzellige sahiptir; (i)
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rostral kortekste, prototipik glial markir1 olan glial fibrillary acidic protein’i (GFAP)
eksprese eden ilk hiicre grubudur; (ii) Slit 2 gibi 6nemli ydnlendirici molekiillerin
ekspresyonunu gergeklestirmektedir (iii) ventrikiiler ucunu geri ¢ekmeden Once pial
ucunu geri ¢eker ki, bu da GW’in kama seklini nasil korudugunun yaniti olabilir (2).
Glial hiicre topluluguna ait, indusium griseum glia (IGG) ve midline zipper glia
(MZG) adi verilen diger iki populasyon yine orta hatta olusurlar, fakat GW gibi radial-
glial iskeletin bir parcasi degildirler. Farede, orta hat birlesimi yaklasik olarak (E)14-
(E)15 arasinda gerceklesir ve bu bolgede MZG tarafindan eksprese edilen molekiiller
araciligi ile gergeklesir. Aksonlarin biiylimesi ve daha fazla uzamasi igin bir substrat
bulunmamasi durumunda orta hatt1 gecemeyecekleri i¢in orta hat birlesimi CC olusumu

agisindan olduk¢a 6nemlidir (2).

cingulate
cortex
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Sekil 2.3: Orta hat glial populasyonlarinin sematik goriiniimii. (Ren. ve ark., 2006) (30).

Gelismekte olan CC’un dorsalinde konumlanmis olan IGG’nin, Slit 2’nin
ekspresyonunu gerceklestirmesinin yani sira, orta hatti gegmeye yakin olan komissural
aksonlarin yonlendirilmesine yardimei oldugu bilinmektedir (8).

Yakin zamanda yapilmis, bir “Conditional fibroblast growth factor receptor/glial
fibrillary acidic protein (FGFR1/GFAP) knockout fare ¢alismasi, IGG’nin CC olusumu
icin olduk¢a O©nemli oldugunu gostermektedir. FGFRI1 segici olarak gliadan

(néronlardan degil) elendigi zaman, CC olusumunun ger¢eklesmedigi gosterilmistir (3).
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2.7. Orta Hat Glial Yapilarinin Zedelenmesi ile Beyinde Komissural Bozukluklarin
Gozlenmesi

Transkripsiyon faktorii olan Nuclear Factor 1 (NFI) ailesi orta hat glial
gelisimini regiile eder. Nfia ve Nfib knock out fareler, orta hat bozukluklarina ek olarak
akallozal bir fenotip gosterirler. NFI ailesine ait transkripsiyon faktorleri GFAP
promotor bolgelerine baglanirlar ve boylece GFAP’1in ekspresyonunu regiile ederler.
Dahasi, rat kortikal haberci hiicrelerinde, NFI genleri GFAP aracili astrosit
farklilagmasini regiile ederler. Hem Nfia, hem de Nfib mutantlarinda orta hattaki GFAP
ekspresyonunda diislis gozlenmistir. GFAP 1n glial olusumunu direkt olarak regiile
etmesine karsit bir kanit olarak, GFAP knockout farelerde, glial gelisim veya komissur

olusumunda bozukluklara rastlanmamistir (31).

2.8. Orta Hat Glial Yapilarda Fibroblast Growth Factor (FGF) Sinyal Yolunun
Onemi

Baz1 calismalarda, orta hat glial yapilarindaki zedelenmelerin memeli 6nbeyin
komissiirlerinde kusurlara yol agtiklar1 gosterilmistir. Fibroblast growth factors (FGFs)
sinyal yolu, orta hat glial olusumu ve komissur olusumunda olduk¢a ©nemlidir.
Birbirinden bagimsiz iki farkli ¢alismada, beyin spesifik FGFR1’e glial spesifik
FGFR1’den yoksun farelerde, CC da dahil olmak iizere major komissural traktuslarda
bozukluklar gozlenmistir. Kallozal aksonlarda orta hatti gecerken gozlenen bu
bozukluklar, orta hatta glial populasyonlarda meydana gelen carpict kusurlar ile
iliskilidir. GFAP boyama c¢alismalari, FGFR1 delesyonunun, GW, IGG ve MZG gibi
olduk¢a 6nemli glial populasyonlarda kayiplara yol acgtigini ortaya ¢ikarmistir. Radial
gliadaki somatik translokasyona yapilan miidahaleye bagl olarak IGG’nin eksikligi, bir
takim anahtar yoOnlendirici molekiillerin kaybina veya azalmalarina sebep olur. Orta
hattt gececek olan komissural aksonlarda gozlenen bozulmalar, bu anormal
formasyonun bir sonucu olarak goriilebilmektedir (31).

Ozetle, bir takim yonlendirici olaylarin kallozal olusum igin kritik bir role sahip
oldugu gosterilmistir. Bunlar, orta hat glial yapilarinin ve yonlendirici akson
populasyonlarinin olusumu ve bu yapilar tarafindan eksprese edilen molekiillerin
neokortikal kallozal aksonlar ve onlar1 yonlendiren aksonlar ile olan etkilesimleri olarak

goriilmektedir (31).

14



2.9. Komissural Aksonlarin Yonlendirilmesi

Uzun mesafede etkili difiize olabilir faktorlerin, on seneden fazladir MSS’deki
olgunlasmamis aksonlarin orta hatta dogru gidisi ve orta hattan gecisinin
yonlendirilmesinde olduk¢a Onemli role sahip olduklari bilinmektedir. Netrinler,
Deleted in Colorectal Cancer (DCC), Slit, Roundabout (Robo) proteinler gibi
yonlendirici ligandlardan ve onlarin reseptorlerinden yoksun knockout farelerde, bu
molekiillerin komissiir gelisimi sirasinda oynadiklar1 temel rol hem vertebralilar hem de
vertebrasizlarda gosterilmistir. Bu klasik akson yonlendirici molekiillere ek olarak,
ayrica Sonic hedgehog homolog (Shh), FGF ve Wnt gibi morfogenler, akson
yonlendirme i¢in ipuglar1 ve lokalizasyon saglamaktadirlar (31).

Daha ileri karmasiklik, muhtemelen difiize olabilir yonlendici faktorler ile
heperan siilfatli morfogenler, chondroitin siilfatlar ve onlarin ¢ekirdek glikoproteinleri
arasindaki etkilesimleri yolu ile gergeklesir. Heparan ve chondroitin siilfatlar, bu
ligandlarin belirli bolgelerdeki ayirdedici sinyalizasyonu ve tekrar lokalizasyonu
saglarlar. Heparan ve chondroitin siilfatlarin iiretimine katilan enzimlerden yoksun
farelerde akson yonlendirme bozukluklar1 ve bir¢ok komissural lif demetinde hasarlar
gozlenmistir (31).

Eprhrin, Neuropilin, Plexin ve Semaphorin gibi aileleri de kapsayan kisa
mesafede etkili akson yonlendirici ipuglari, hiicre-hiicre etkilesimleri i¢in oldukca
gereklidir. Bu molekiillerin fonksiyonlar1 bazi canli sistemlerinde oldukga iyi tarif
edilmistir, fakat 6n beyin komissiir olusumunda da rol oynadiklar1 sadece yakin bir

zamandir bilinmektedir (31).

2.10. Komissural Akson Yonlendirilmesine Etki Eden Bazi Onemli Molekiiller
Slitler, vertebrasiz sinir kordu orta hattinda ve memeli medulla spinalis’inin
tavan plaginda eksprese edilen, orta hatti zaten gegmis bulunan komissural aksonlarin
tekrar karstya gecmelerini Onleyen kimyasal-itici ligandlardir (31). Slit genleri, akson
dallanmasini, komissural akson yol buluculugunu ve néronal migrasyonu diizenleyen
salimabilir ligandlar kodlamaktadirlar (32). Tanimlanmis baglica Slit reseptori
Roundabout (Robo) protein ailesidir. Drosophila sinir kordunda ve memeli medulla
spinalis’inde, Robo ekspresyonunu, orta hat gecisinden sonra regiilasyonu artirilarak

(komissural biiylime ug¢larinin Slit’e kars1 oldukg¢a hassas oldugu zaman) aksonlarin orta
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hatt1 geri gecmelerini Onledigi gosterilmistir (33-37). Fakat beynin komissural ve
caprazlasan aksonlari, corpus callosum, chiasma opticum ve tractus corticospinalis de
dahil olmak iizere, orta hatt1 gegmeden 6nce ve gectikten sonra Robo ekspresyonunu
gerceklestirmektedirler ve Slit 2’ye cevap olusturmaktadirlar (37-39). Bu ylizden, biiyiik
ihtimalle Slit 2’nin sineklerde ve medulla spinalis orta hattinda gézlenenden farkli bir
rolii olabilir, ¢linkii beyin komissural aksonlari orta hatti gegtikten sonra, spinal
komissural aksonlar gibi orta hatta yakin bir mesafede biiylimek yerine, orta hattan
uzaklasarak biliylimeye devam ederler (31).

Slit proteinleri ayrica bircok genis dnbeyin traktusunun gelisimi i¢in de olduk¢a
onemlidir. Slit 2, Slit 1 ve her ikisinden de yoksun farelerde, kortikofugal, kallozal ve
talamokortikal traktuslar da dahil olmak {izere bir ¢ok yolda dnemli akson yoénlendirme
bozukluklar1 goézlenmistir. MSS’ne ait bir¢ok traktusa ait analize gore ve Slit
proteinlerinin fonksiyonu hakkindaki birgok genellemelerin 1s18inda, Slit’lerin goriilen
etkileri; (1) ventral bolgelere dogru aksonal biiylimenin engellenerek dorsal pozisyonun
korunmasi (ii) orta hatta dogru olan aksonal uzamanin engellenmesi (iii) aksonlarin 6zel
bolgelere dogru kanalize edilmesi olarak siralanmistir (38).

Netrinler, gelismekte olan memeli medulla spinalis’inde, komissural aksonlari,
dorsal medulla spinalis’ten ventral taban plagina dogru uzun mesafede etkileyerek
yonlendirme yapan tanimlanmis ilk ipucu molekiillerdir (40,41). Kallozal aksonlar,
noral gelisim boyunca Netrin reseptorii olan DCC’yi eksprese ederler, fakat Netrin 1
knockout farelerde biitiin 6nbeyin komissural projeksiyonlarinin, agenezi goriilmesine
ragmen, orta hatta dogru Netrin’ler tarafindan yonlendirildikleri hakkinda dogrudan bir
kanit bulunmamaktadir (43).

Yakin zamanda elde edilmis bir kanita gore, medulla spinalis taban plagindan
salian bir Netrin proteini potansiyelinin oldugu saptanmstir. Ek bir takim, ¢ekici ipucu
molekiiller komissural aksonlar i¢in yonlendirici olarak gorev yapabilmektedir. Taban
plagindan eksprese edilen Morfogen ve Shh kimyasal-cekici bir ajan gibi davranarak,
Netrin 1 ile igbirligi igerisinde komissural aksonlarin ydnlendiriciligini yapmaktadir.
Shh ayrica medulla spinalis’teki longitudinal aksonlarin ve retinal ganglion hiicrelerinin
yonlendiriciliginde de gorev almaktadir (42). Ek olarak, Netrinlerin Drosophila’da
komissural aksonlarin orta hatti gecmeleri icin kisa mesafede etkili cekici ipucu

molekiilleri sagladiklar1 da gosterilmistir (43).
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2.11. Orta Hat Olusumunda GAP-43’iin Rolii

Mutasyonel ve genetik calismalarda komissiir olusumunda aksonlarin uygun
yollarin1 bulabilmesi i¢in 6nemli olan ¢esitli ¢cevresel etkenlerin ortaya c¢ikarilmalarinin
yaninda actin regulasyonun da Onemli bir rolii oldugu gosterilmistir. Bdylece,
myrisotylated alanine-rich C kinase substrate (MARCK), MacMARCKSs, ankyring,
Mena ve pl90RhoGAP gibi F-actin baglayan proteinlerin delesyonu komissiir
olusumunu Onler. Ancak, bu gibi durumlarda orta hat olusumu defektleri fenotipi de
etkileyebilmektedir. Boylece, yonlendirme ipucu reseptorlerinin orta hattt gecmeye
calisan aksonlarin biiylime tomurcuklarindaki sitoskeletal olusumlarla nasil bir
etkilesime girdikleri ¢ok az anlasilabilmistir. Growth associated protein-43 tek bir
kopya genden ibaret olup, PKC i¢in major bir ndronal substrattir ve Mena, MARCKs,
MacMARCKs ve pl90RhoGAP gibi biiyiime tomurcuklarinda F-actini modiile eder.
Yani, F-actin cevabini diizenleyen GAP-43 ekstraseliiler ipuglarina cevap olarak,
fosforilasyonu PKC tarafindan gergeklestirilen, major gelisme tomurcuklar
proteinleinden biridir. MARCKSs i¢in oldugu gibi, F-actinin regulasyonu bunun PKC
tarafindan fosforilasyon derecesine baglidir. Protein kinaz C tarafindan fosforile edilen
GAP-43 uzaysal olarak ayrilmig motil ve ilerliyen lamella ve filopodia olusturarak in
vitro aktin filamanlarim1 polimerizasyon-depolimerizasyon sikliisiinden kopararak
stabilize olmasini saglarlar. Buna karsin in vitro fosforile olmamig GAP-43 retrakte ve
kollabe olan lamellerde artarak, F-actin polimerizasyonunu inhibe eder. Biiylime
konilerindeki GAP-43’iin PKC tarafindan fosforilasyonu L1 gibi Ig siiper ailesi hiicre
adhezyon molekiilleri (IgSF-CAMs) tarafindan stimiile edilebilirler. Noritler in vitro
IgSF-CAM tarafindan yiiriitiilen sinyalizasyona tepki verebilmek i¢in GAP-43’e
gereksinim duyarlar (44).

Shen ve ark. in vivo olarak GAP-43’lin %100 homozigot (-/-) oldugu farelerde
commissura anterior’un (CA), commissura hippocampi’nin (CH) ve CC’un
olugmadigin1 gdstermislerdir. Bu ¢alismada orta hattaki birlesmenin olusmus olmasina
ragmen komissural aksonlarin selektif olarak fasikiilasyonlar olusturmasi inhibe edilmis
ve TAG-1 isaretli aksonlar bilateral olarak Probst’s demeti olusumlari
gerceklestirmistir. Ayrica bu aksonlarin gelisme tomurcuklarinin u¢larindaki lamellerin

daha kiiciik oldugu ve F-actin diizeylerinin diisiik oldugu in vitro olarak gosterilmistir.

17



Yine de, allellerinin bir tanesi tahrip edilmis GAP-43 (+/-) farelerin %100’iinde CH ve
CC’de defektler goriilmiis fakat AC bundan etkilenmemistir. Ayni c¢alismada,
fosforilasyonun yaklasik %1 oldugu farelerde, CH ve CC bulunmazken, fosforilasyonun
yaklagik olarak %10 gerceklestigi farelerde CH ve CC’nin normalden daha kiiclik
oldugu gosterilmistir. Bu iki sonucun, komissural aksonlardaki PKC araciligi ile olan
sinyalizasyonun defektif oldugunu diistindiirmekte oldugu belirtilmektedir. Fakat, bu
fenotipin sebebinin GW’in oldugu bdlgede siirekli olarak Probst’s demeti olugsmasina
ragmen, hem GAP-43 (+/-) hem de GAP-43 (-/-) kortikal aksonlarin Slit 2 tarafindan in
vitro olarak engellendigi ve GW’in sinyalinin defektif oldugunu diisiindiirmekte oldugu
belirtilmektedir. Ayrica, herseye ragmen biitlin bu verilerin GAP-43’{in fonksiyonel bir
esik degerinin komissiir olusumunda gerekli oldugu ve komissural gelisme
tomurcuklarindaki F-actin’i regiile etmede yetersizligin GAP-43’iin inhibe olmus PKC

fosforilasyonuna bagli olarak gelistigi diistiniilmektedir (44).

2.12. Corpus Callosum Agenezi

Corpus Callosum Agenezi’si insanlarda yaklasik 50 farkli konjenital sendromda
goriilen bir kusurdur (2). Yakin zamanda yapilmis neonatal ve prenatal goriintiileme
caligmalari, en az her 4000 yeni dogandan birinde CCA goriildiiglinii gostermektedir ve
diger goriintiileme calismalarinda da nérogelisimsel kusurlara sahip bireylerin yaklasik
%3-5‘inde CAA gozlenmistir (3).

Corpus callosum malformasyonlart bu yapinin, total agenezisi, parsiyel
agenezisi (CC’nin sadece rostral veya kaudal pargasinin gelismemis olmasi) ya da
hipoplazisi seklinde gozlenebilir. Total veya parsiyel CAA’nin biiyiik olasilikla kallozal
gelisimin erken safhalarindaki genetik, bulasici, vaskiiler veya toksik vb. etkiler
nedeniyle bozukluklardan kaynaklandigi belirtilmektedir (3).

Corpus callosum agenezisi goriilen bazi bireylerin zeka katsayilar1 (intelligence
quotients) normal simirlar i¢inde bulunmakla birlikte yakin zamanda yapilan
aragtirmalarin 1s18inda, bu bireylerin davranig bozukluklarina ve ndropsikiyatrik
problemlere karsi egilim gosterdigi gozlenmistir. Bunlara bagli olarak, CCA goriilen
kisilerde 6grenme giicliikleri, dil ve sosyal iletisim problemleri, uyuma diizensizlikleri

gibi bozukluklar ortaya ¢ikabilmektedir (2).
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2.13. CCA Hayvan Modelleri

Corpus callosum agenezisi hayvan modelleri, insanlarda CCA olusumunda rol
oynayan muhtemel genlerin tanimlanmasi ic¢in bir temel olusturmaktadir. Farelerde
CCA’ne yol acan genlerin inaktive edilmesi genellikle, capsula interna gibi diger genis
lif demetlerinde de norolojik hasarlara yol agmis ve bunun sonucu olarak bir¢ok vakada
konjenital oliim goézlenmistir. Cogunlukla gen delesyonlarindan kaynaklanan bu
fenotipler, insan CCA’ne model olmasi acisindan ¢ok agir bir model olabilir ve
insanlarda bu gibi gen delesyonlari, embriyonik veya perinatal 6liimlerle sonuglanabilir.
Fakat farelerde, parsiyel veya total birgok CCA modelinde hayvanlarin normal bir

yasam siiresi siirdiikleri gdzlenmistir (3).

2.14. Insanlarda CCA’nin Sebepleri

2.14.1. Genetik Faktorler

Insanlarda CAA genetigi degiskenlik gostermektedir ve bu, kallozal gelisimin
altinda yatan komplekslige yansir. Giincel kanitlar, tek gen Mendel mutasyonlar1 ve
diizensiz tek gen mutasyonlarinin da i¢inde bulundugu birgok kompleks genetik olaylar
kombinasyonunun CAA etyolojisinde onemli bir rol oynadiina isaret etmektedir.
Retrospektif derleme ve kesitsel calismalarda, %30-45 oranindaki CAA vakalarinin
aciklanabilir sebepleri oldugu rapor edilmistir. Bunlarin yaklasik %10’u kromozomal
anomaliler ve geri kalan %?20-35’1 de muhtelif aciklabilen nedenlere baglhdir. Fakat,
sadece total CAA’li vakalar gbéz Onilinde bulunduruldugunda, tanimi yapilabilir
sendromlu vaka oran1 %10-15 oranina diiser, buna gore total CAA vakalarinin %75 nin
etiyolojisi bilinmemektedir (3).

Cevresel faktorlerin de, CCA olusumunda onemli bir role sahip oldugu
bilinmektedir. Prenatal alkol maruziyeti, beyin gelisimini ve CC olusumunu etkiledigi
bilinen ve iizerinde durulmasi gereken Onemli g¢evresel bir faktordiir. Bu konuda
bilinmeyen, genetik faktorler hakkinda bilinenlerden bile ¢ok daha azdir. Klinik ve
deneysel ¢alismalar prenatal alkol maruziyetinin, CC gelisimi i¢in hayati 6nem tasiyan
gliogenez ve glial-néronal etkilesimleri diislirdiigiinii  gostermistir. Fetal Alkol
Sendromu’nda (FAS) gozlenen CCA orani yaklasik olarak %6.8 oranindadir. Birgok

FAS vakasinda, hipoplazik CC gozlenmistir ki, bu sadece kallozal olusumun erken
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safhalarinda gerceklesen bozulmalardan dolay1 degil, ayrica daha sonra gelisen aksonal
budanma diizensizliklerinden de kaynaklanir. Sizofreni ve otizm gibi hastaliklarda
gbzlenen bazi mekanizma bozukluklar1 da kallozal hipoplaziye yol acabilir. Miizik
egitimi ve hipotiroidizm gibi muhtelif ¢evresel faktorler postnatal ve prenatal kallozal

gelisimi etkileyebilmektedir (3).

2.14.2. Prenatal Alkol Maruziyeti

Etanol biitiin diinyada kullanimi1 ¢ok yaygin bir maddedir. Etanol ozellikle
anneler tarafindan kullanildiginda fetiisiin gelisimi iizerine olumsuz etkileri oldugu
bilinmektedir. Etanol’iin MSS {izerine etkileri ile ilgili literatiirde ¢ok sayida calisma
yer almaktadir. Prenatal alkol maruziyeti merkezi sinir sisteminin gelisiminde bir¢ok
olumsuz etkiler yapmaktadir. 30 yildan fazladir siirdiiriilen klinik insan aragtirmalari,
gebelik sirasinda alkol kullaniminin kalict davranigsal, sosyal ve kognitif beyin
hasarlaria yol actigina dair dogrudan kanitlar sunmaktadir (45-49). Fasiyal morfolojik
bozukluklarin bile, FAS’in degerlendirilmesinde tanisal kriterlerden birisi olarak
kullanilma geregi duyulmustur (50-52). Buna ragmen, gebelik sirasinda fazla miktarda
alkol kullanan kadinlardan sadece kii¢iik bir azinliginin dogurdugu ¢ocuklarda FAS’a
ait tanisal kriterlere rastlanmaktadir (53). Konu hakkindaki giincel goriisler, FAS’I1
cocuklarin prenatal dénemde yogun bir sekilde alkol almis annelerin ¢ocuklarinda
goriilen cesitli teratojenik MSS disfonksiyonlar1 popiilasyonu igerisine dahil edilmesi
gerektigini  belirtmektedirler. Bu derece zararli sonuglar, artik ¢ok genis bir
spekturumda degiskenlik gosteren tip ve boyutta, alkole bagli noérodavranigsal
eksikliklerin yansimasi olarak Fetal Alcohol Spectrum Disorder (FASD) olarak
isimlendirilmektedir. FAS’1n bir spektrum hastalig1 par¢asi olmasinin bir sonucu olarak,
norodavranigsal sekellerinin derecelendirilmesi ile fonksiyonel beyin sistemlerinin
hasarlar1 spesifik olarak kolayca iliskilendirilememektedir. Buna ragmen, hiperaktivite
ve dikkat bozuklugu, motor koordinasyon bozukluklari, sosyal davraniglarin
diizenlenmesindeki eksiklikler veya psikososyal fonksiyonlarin zayifligi, kavrama
bozuklugu, matematiksel kabiliyet, sozel akicilik ve analitik hafiza gibi belirli
norodavranigsal bozukluklarin FAS vakalarinda sik¢a rastlandigi rapor edilmistir. Buna
uygun olarak, FAS’a ait spesifik bir ndrodavranissal fenotip olduguna dair kesin ortak

bir goriis bulunmamaktadir (54).
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FASD iizerine yapilan kantitatif manyetik rezonans goriintiileme caligmalarinda,
CC anamolileri, vermis cerebellaris’in on bolgeleri ve bazal ganglion kiiciilmeleri,
assosiasyon korteksinde belirli bolgelerde gri cevher yogunlugunun azalmasi gibi kesin
yapisal anomaliler rapor edilmistir (55-59). Fakat bu degisikliklerin, spesifik olarak
FASD’nin ndrodavranigsal defisitlere yol actigi konusunda ikna edici yeterli diizeyde

bilgi bulunmamaktadir (55).

2.14.3. FASD’da Beyin Hasar1

FASD fenotiplerindeki bu degiskenlik, kognitif ve davranigsal fonksiyon
eksiklikleri ile sonuglanan, alkoliin neden oldugu prenatal beyin hasarlarinda molekiiler
mekanizmalarin nasil isledigini aydinlatmaya calisan gen¢ bilim adamlar i¢in oldukca
tesvik edici bir alan olusturmaktadir. FASD goriilen farkli beyin hasar1 profillerinin
olusumuna katilan birbiriyle iligkili en az {i¢ ana kaynak bulunmaktadir (54).

Birincisi; klinik ve deneysel ¢alismalardan elde edilen bulgular 1s181nda, alkolle
iligkili dogustan kusurlar, maternal yasa, dogum yapmis olmaya, alkol bagimliliginin
gecmisine, gebelikteki alkol kullanim sekline (miktar, siklik, siire ve gelisimin hangi
evrelerinde alindig1) bagl olarak degiskenlik gostermektedir (60-64).

Ikincisi; diger birgok potansiyel (fakirlik, sigara kullanimi ve diger gesitli
kimyasallara maruziyet, beslenme bozukluklari, olumsuz prenatal bakim ve destek,
olumsuz postnatal ¢evresel kosullar) kosullar fetal alkol maruziyeti ile iliskili olup, FAS
olusumu i¢in oldukga biiytik bir risk olusturmaktadir (65,66).

Ugiinciisii ise; daha verimli alkol dehidrogenaz enzimlerini kodlayan genetik
maternal ADH2-3 alellerinin yeni ddlde FAS olusturabilecek potansiyel riskleri oldukca
azaltmast olarak kabul edilmektedir. Maternal ve fetal genotip, alkol maruziyeti
karsilagtirilabilir bile olsa, alkol teratojenitesi riski ve hassasiyetini etkileyebilmektedir
(67).

Maternal, ¢evresel ve genetik risk faktorlerine ek olarak, prenatal alkol bagiml
mekanizmalarin agiklanmasiyla ilgili problem, bir biitiinlik teskil etmektedir, ¢linkii
alkol gelisimsel olarak genetik ve molekiiler olarak karsilikli etkilesimde bulunan hiicre
ve molekiillerle iligkide bulunmaktadir (54).

Beyin hasarinda birden ¢ok mekanizmanin rol oynadigi kabul edilmektedir (68-

73). Alkoliin ndroteratojenik etkisi sadece kullanim miktarma ve siiresine degil, ayrica
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kullanimin, gelisimin hangi evresinde olduguna da baghdir (54). Alkoliin teratojenik
etkisinin kritik oldugu periyodlar {izerine ¢alismalar ilk defa farelerde erken embriyonik
gelisim sirasinda kraniyofasiyel anormalliklere ve beyin patalojilerini daha iyi
anlayabilmek iizere yapilmistir ve alkole bagli gecgici bir¢ok hiicre Sliimleri rapor
edilmistir (74).

Alkoliin beyin gelisimine etki ettigi bir¢ok yol gz 6niinde bulunduruldugunda,
alkol maruziyetinin gelisimsel islemler iizerine etkileri hem 6nceden beklenen, hem de
ortamdaki sartlara ve degisikliklere cevap verebilecek kapasiteye sahip, aktivite bagimli
ve biyolojik sinyal yollari ile diizenlenen uyarlanabilir islemlerdir (54).

Alkoliin beyin gelisimi {izerine, tropik sinyal yollari, hiicre devamlilig1 ve 6liimii
gibi programlanmis olaylar ile etki ettigi gosterilmistir ve bu etkiler gecici hiicre
fonksiyonlarinda ve gen regiilasyonunda, gecici ve evrelere spesifik degisiklikler olarak
goriilmektedir (54).

Sonug olarak, hiicre dongiisii ve gelisimi, migrasyon, norit gelisimi, hiicre
temaslar1 ve adhezyon, yol bulma, sinaptik gelisim ve tropik sinyal yollar1 gibi
gelisimsel iglemlerin zamanlanmasi ve eszamanliliginin bozulmasi gibi farkli bir¢ok
molekiiler mekanizma iizerinden gerceklesebilir. Bu mekanizmalar, ya igsel gen
regiilasyonunun degistirilmesi (retinoik asit gibi transkripsiyon faktorlerinin {iretimine
karisarak), hiicre adhezyonu, oksidatif stres ve apoptotik basamaklarin aktivasyonu gibi
hiicre fonksiyonlari, devamliligi ve Sliimiinii kontrol eden molekiiler sinyal yollarini
etkileyerek, ya da tropik destegin kaybi, 6zel zamanli eksprese olan reseptorler ve
onlarin iskelet proteinlerinin zarar gérmesi, hedef populasyonlarin azalmasi gibi yollarla
sinaptogenezin bozulmasi yollar1 ile gergeklesebilir. Yapilan calismalarda etanoliin
patogenez basamaklarin1 baglatan, gelismekte olan beyin dokusu ile olan birincil
molekiiler iligkileri heniiz tanimlanamamistir. Dahasi, alkole bagli prenatal beyin
hasarinda, daha sonraki plastisite ve gelisimsel adaptasyonun nasil olacagi konular1 da
cok 1yi anlagilabilmis degildir (54).

Prenatal alkol maruziyeti, MSS iizerinde, mikrosefali, mental gerilik, motor
fonksiyon kayiplar1 ve kognitif eksiklikler gibi gelisimsel kusurlara neden olmaktadir.
Prenatal alkol maruziyetini takiben gerceklesen bircok fonksiyonel eksiklik, hassas

stireglerde gerceklesen gelisimsel degisimlerin kiimiilatif sonuglar olarak goriilmektedir

(73-79).
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Ratlar, alkole bagli beyin hasarlarim1 arastirmak ic¢in basarili bir model olarak
kullanilmaktadir (80). Insanlarla ratlar arasindaki farkliliklardan dolays, ratlardaki (E)1-
10 ve (E)11-20 periyotlari, insanlardaki 1. ve 2. trimesterlere denk gelmektedir (81,82).
Bundan dolay1, insanlardaki 2. trimestere denk gelen periyot ratlarin gebelik siiresinin
yarisint kaplamaktadir. 1. trimester boyunca alkol maruziyetinin fasiyal morfolojik
bozukluklara yol actig1 bilinmektedir. Rodentlerde yapilan ¢ogu ¢alisma, insanlardaki 2.
trimestere karsilik gelen siire boyunca alkoliin, intrauterin biiylime geriligi ve
mikrosefaliye yol actigin1 gostermektedir. Yine de, gelismekte olan beyin iizerine alkol
uygulama zamanlamasimin etkileri heniiz ¢cok kesin degildir, ¢iinkii alkole bagli beyin
hasarlarinda konu hakkindaki kritik hassasiyeti agiklamak i¢in mevcut klinik ve
deneysel ¢alismalar yeterli bulunmamaktadir (83).

Beyin agirligindaki azalma (mikrosefali) bir MSS fonksiyon kaybi olarak
goriilmektedir. Alkole bagli beyin agirligindaki azalma daha once yapilan ¢alismalarda
gosterilmistir. Prenatal periyodun 2. yaris1 ve erken postnatal donemin, alkole baglh
beyin agirliginin azaldigi goriilen yetiskin hayvanlardan elde edilen bulgular 1s181nda,
kritik periyotlar oldugu anlasilmistir. Yetiskin kronik alkoliklerin serebral
hemisferlerindeki beyaz cevher hacminde azalmalar gozlenmistir. Fakat, diigsiik beyin
agirhig ile kortikal gelisim arasindaki iliski hala netlik kazanmamuistir (80).

Corpus callosum ikinci trimesterde olugmaktadir. Ratlarda, biitiin birincil
dendritler postnatal 10. giin ((P)10) itibari ile olusur ve dendrit dallanmasinin miktar1 ve
derecesi (P)20’ye kadar belirgin sekilde artarak yetiskindeki goriiniimiinii almaya
baslar. Bu ylizden iiglincii trimester dendrit dallanmasi i¢in olduk¢a Onemli bir
periyotdur. Prenatal alkol maruziyeti ayrica, uzama ve regresyona katilan dendritlerin
yeniden bi¢cimlendirme paternlerini de etkiliyor olabilir (80).

Gecmiste yapilmis otopsi ¢alismalari, CC’nin agir prenatal alkol maruziyetinden
etkilendigini isaret etmektedir. Prenatal alkole maruz kalmis ¢ocuklarda, CC’a ait 6zel
bolgelerde (genu, isthmus, corpus ve splenium) kiigiilmeler rapor edilmistir. Hayvan
calismalarindan elde edilen baz1 klinik bulgular da CC hasarlarin1 desteklemektedir.
Ornegin, prenatal alkole maruz kalmus rat ve farelerin kontrollerine kiyasla daha kiiciik
CC’larmin oldugu, fakat sadece bir ¢calismada ratlarda CC biiytikliigiinde bir degisiklik
olmadig1 goriilmistiir. Prenatal olarak orta derecede alkole maruz birakilmis BALB/c

farelerde corpus callosum ve commissura anterior kontrollerle kiyaslandiginda bu
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yapilarin bazi alanlarinin daha kii¢lik oldugu ortaya ¢ikarilmistir. Prenatal alkole maruz
kalmis bireylerde ayrica manyetik rezonans goriintiileme yontemleri ile de CC’un tam
veya parsiyel olarak gelismedigi gdsterilmistir (80).

Fetal donemlerinde alkol uygulanmis ratlarin, somatosensoryal CC projeksiyon
ndronlarinda (CCpn), biiyliik cogunlugu daha derin korteks tabakalarinda yerlesmis ve
gec jenerasyon gostermis bir sekilde anormal dagilim gosterdikleri gdézlenmistir.
Kallozal aksonlarin sonlandigi, korteksin 2., 3. ve 5. tabakalarindaki 6énemli degisimler,
CC projeksiyonlarinin  prenatal alkol maruziyetinden etkilendigini ayrica
gostermektedir. Fakat sadece sinirli sayida ¢alismada alkoliin CCpn iizerine olan etkileri

incelenmistir (83).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1 Gebe Ratlar’in Elde Edilmesi

Deney protokolii Mersin Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu tarafindan
onaylanmistir. Calismamizda Mersin Universitesi, Tip Fakiiltesi, Deney Hayvanlar
Arastirma Laboratuvari’ndan elde edilen disi ve erkek Wistar Albino ratlar
ciftlestirilmek ic¢in kullanildi. Calismamizda, karsilastirmalarii yaptigimiz kontrol ve
deney gruplarindan; etanol uygulanmamis 7 gebe rattan elde edilmis 7 adet fetiis
beyninden alinan ve GAP-43 antikoru ile isaretlenen koronal kesitler kontrol grubunu,
etanol uygulanmis 7 gebe rattan elde edilmis 7 adet fetiis beyninden alinan ve GAP-43
antikoru ile isaretlenen koronal kesitler ise deney grubunu olusturmustur. Her iki
gruptaki biitiin gebe ratlardan elde edilen fetiis sayis1 ortalamasi 8’dir. Her iki gruptan
da, her gebe rattan elde edilmis 1’er fetlis degerlendirmeye alindu.

Disi ve erkek ratlar ciftlestirme isleminden 6nce birbirlerinden ayri, 1zgara
kafeslerde en az 7-10 giin boyunca Uretim Unitesi odasinda birakildi. Caligma siiresince
oda sartlari, 23°C sicaklikta , %60 nem oraninda ve 12 saat aydinlik-12 saat karanlik
olacak sekilde ayarlandi. Ciftlestirme islemi i¢in ratlar, her bir kafese 3 disi ve 1 erkek
konulmak sureti ile bir gece (19:00-07:00) boyunca bekletildi. Bekletme siireci sonrasi
07:00-08:00 saatleri arasinda, erkek ratlar kafeslerden cekildi ve vajinal siirlintii
yontemi ile sperm bakildi. Bu yontemde, ¢iftlesmeye birakilan her disi rat i¢in farkl
olmak tiizere pamuklu ucu serum fizyolojik ile nemlendirilmis ¢ubuklar kullanildi.
Cubugun nemlendirilmis pamuklu ucu disi ratin vajinal agikligindan hafifce vajina
icersine sokularak basit bir rotasyon hareketi yaptirilip, daha sonra lam iizerine birkag
kez siiriilerek kurumaya birakildi. Kuruma gergeklestikten sonra her bir lam 151k
mikroskobunda incelendi. Vajinal siiriintiisiinde sperm gozlenen disiler 0.5 giinliik gebe

kabul edildi.

3.2 Intragastrik Gavaj ile Etanol Uygulanmasi

Deney grubunu olusturan gebe ratlar Barinma Unitesi’nde ayr1 kafeslere alindi.
Calismada iki farkli deney grubu olusturuldu. (E)6-17 arasinda intragastrik gavaj ile 7
gebe rata, 6gr/kg viicut agirligina gore %25(v/w) etanol uygulandi. Her uygulamadan 4

saat once kafesteki hayvan yemi ortadan kaldirilarak ratlarin 4 saat sonunda midelerinin
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bos kalmasi saglandi ve boylece verilen etanoliin mideden dolasim sistemine daha hizli
gecmesi saglandi. Deney grubuna ait 7 gebe rattan (E)17°de etanol uygulandiktan 2-3
saat sonra, kan alkol konsantrasyonuna bakilmak tizere kardiyak kanlar1 alindi. Gebe
ratlardan elde edilen kanlar, agz1 kapali ependorf tiipleri icerisine alinarak ve soguk
zincire uyularak Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali
laboratuarinda alkol diizeyleri degerlendirildi. Ependorf tiiplerine alinan kan 6rnekleri
3000 devirde 5 dakika santrifuj edilerek serumlari ayrildi. Serum 6rneklerinde etanol
diizeyi Cobas integra 800 (Roche diagnostics, Germany) cihazinda enzimatik metod ile

calisildu.

3.2.1 Test Prensibi
Bu reaksiyonda enzim olarak alkol dehidrogenaz enzimi ve koenzim olarak NAD

kullanilmakta ve reaksiyon agagidaki gibi ger¢eklesmektedir.

Etanol + NAD » asetaldehid + NADH + H
Alkol dehidrogenaz
NADH olusumu 378 nm de kantitatif olarak dl¢iildii. Sonuglar mg/dl cinsinden verildi.

3.3 Fetiislerin Elde Edilmesi, Fiksasyon ve Kesitlerin Hazirlanmasi

Gebe ratlar XsilazintKetamin anestezisi ile uyutuldu. Agrili uyaranlara yanit
vermedigi anlasildiktan sonra, cerrahi girisim igin yerlestirilip abdomene dikkatli bir
kesi yapilarak abdomen 6n duvari agildi. Uterus igersindeki fetuslar plasentalarindan
cikarildi. Cikarilan fetuslarin boyun hizasindan mikromakas ile bag kisimlar1 ¢ikartilip,
immiinfloresan boyamaya uygun fiksasyonu saglamak icin %4’liikk paraformaldehit
¢oOzeltisine alindi. Paraformaldehit ¢ozeltisindeki dokular bir gece buzdolabinda +4°C
bekledikten sonra, frozen kesitler i¢in 12 saat %20 sukroz, takiben %30’luk sukroz +
%0.1’lik sodyum azid solusyonunda bekletildiler. Kesitler alinmadan yaklasik 30 dk
once, dokular -20°C’e konarak donmalar1 saglandi. Kriyostatla 11 um kalinliginda
kesitler alindi. Boyanana dek buzdolabinda +4 °C’de saklandilar. Boylece kesitler

immunfloresan boyama i¢in hazir hale getirilmis oldu.
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3.4 immiinfloresan Boyama

Boyama islemi yapilmadan 6nce kesitler lamlar {izerinde pappen ile g¢evrildi.
Daha sonra pastor pipetleri kullanilarak 7.4 pH’a sahip PBS soliisyonunda 10 saniye
yikandi. Kesitlerin etrafi yikama isleminden sonra kagit pegeteler ile dikkatlice zarar
verilmeden kurulandi. Uygulanacak primer antikorun uygun olan 1/100 diliisyona
getirilmesi i¢in PBS-BSA soliisyonu kullanildi. Gerekli 1/100 diliisyonu hazirlamak i¢in
Santa Cruz’dan ticari olarak elde edilen anti-mouse GAP-43 primer antikorundan mikro
pipet ile 1 birim ve PBS-BSA soliisyonundan ise 99 birim ¢ekilerek kiiciik ependorf
tiipleri igerisinde karistirildi. Islemden bir saat &nce, inkiibasyonda kullanilacak lam
kutularinin tabanina, inkiibasyon sirasinda kesitlerin kurumasin1 6nlemek amac ile 1slak
gazli bez yerlestirildi. Kesitlerin oldugu lamlar yere paralel gelecek sekilde yerlestirildi.
Hazirlanan primer antikor, her bir kesit tizerine 50 pul gelecek sekilde dagitildi ve lam
kutusunun agzi kapanarak 37°C’ye ayarli etiiv icerisinde 90 dakika inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sirasinda yine Santa Cruz’dan ticari olarak elde edilen floresan
(FITC) konjuge goat anti-mouse sekonder antikoru uygun diliisyon olan 1/100 oraninda
hazirlanarak +4°C’de buzdolabinda saklandi. Inkiibasyondan c¢ikarilan kesitler 3x2
dakika PBS soliisyonunda yikandi. Son yikamadan sonra kesitlerin etrafi pecete ile
dikkatlice kurulandiktan sonra, onceden hazirlanmis sekonder antikordan mikro pipet
kullanilarak her bir kesit iizerine 50 ul gelecek sekilde 1s1ks1z bir ortamda damlatildi ve
sekonder antikor lam kutusunun etrafi hi¢ 151k almayacak sekilde etiivde 37°C’de 1 saat
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra kesitler 3x1 dakika PBS soliisyonunda
yikandi. Son yikamadan sonra lamlar dikkatlice kurulanarak, Santa Cruze’dan ticari
olarak elde edilmis, ¢ekirdekleri boyama 6zelligi olan DAPI igerikli Mounting Medium
kapatma maddesi ile kesitler kapatildi. Lamellerin etrafi, kesitlerin hava almamasi igin
oje yardimi ile kapatildi.

Kesitler, immiinfloresan boyama sonrast Olympus BX50 floresan
mikroskobunda incelendi. Daha sonra Olympus C- 7070 Camedia Wide Zoom djjital

fotograf makinesi ile kesitlerin goriintiileri alindu.
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4. BULGULAR

Calismamizda, belirli gilinlerde etanol uygulanmig deney ve etanol
uygulanmamis kontrol gruplarinda, (E) 17°de elde edilmis rat fetiis beyinlerinin koronal
kesitlerinde, corpus callosum’u olusturacak olan kallozal aksonlarin terminal
uclarindaki biiyiime konilerinde bulunan GAP-43 proteininin ekspresyon paternleri,
immunfloresan yontemiyle degerlendirilmis ve karsilastirilmistir. Her bir fetiis
beyninden corpus callosum’un olugsmasi beklenen antero-posterior hat boyunca énden
ve ortadan olmak iizere kesitler karsilastirilmistir. Etanol grubundaki gebe ratlara (E) 6—
17 arasinda her giin ayni saatlerde olmak iizere 6 gr/kg viicut agirliginda etanol
uygulanmistir. Etanol uygulanan gruptaki gebe ratlar son giin etanol uygulandiktan 2
saat sonra kuyruklarindan kan alinarak kan alkol diizeyleri degerlendirilmistir. Bu
ratlardan elde edilen kan alkol diizeyleri ortalamas1 197+90 mg/dl olarak bulunmustur.

Iki grubun karsilastirmalari yapilirken, her iki grup icin alinan Kesitlerin ayni
seviyelerden gectigini teyit etmek amagh ii¢ kriter belirlenmistir. Bunlardan bir tanesi
lateral ventrikiillerin genisligi, ikincisi lateral ventrikiillerin igerisindeki plexus
choroideus’un goriilmesi ya da goériilmemesi, digeri ise fissura longitudinalis cerebri’nin
derinligi olmustur.

Her iki grupta, CC’un 6n kisimlarindan alinan kesitler karsilastirildiginda, her
iki gruba ait kesitlerde de CC’u olusturacak liflerin tam olarak karsi tarafa gececegi
seviyeye kadar inmedigi gozlenmistir (Sekil 3.1). Ancak kontrol grubundaki CC’u
olusturacak liflerin akson biiytime konilerindeki GAP-43 ekspresyonlar1 paterni belirgin
ve kompakt bir sekilde goriiniiyor iken, etanol uygulanmig gruba ait rat fetiislerinden
aliman kesitlerde bu liflerin GAP-43 ekspresyonlarinin kontrol grubundaki kadar
belirgin olmadigi ve kompakt goriinlimiiniin bozuldugu goézlenmistir (Sekil 3.2). Bu
sonuglar sadece hiicre ¢ekirdeklerinin boyanmasini saglayan DAPI boyanmasi ile de

gosterilmistir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.1 A, B: Kontrol ve deney grubuna ait X 160 biiyiitmelik, CC’un 6n kismina denk gelen koronal
kesit; Oklarin isaret ettigi, parlak yesil alanlar, kallozal aksonlarin biiyiime konilerinde GAP 43 proteinin
pozitif olarak boyandigi bolgeleri gostermektedir. Asteriks isaretli noktalar, CC’u olusturacak kallozal
aksonlarm inmesi gereken seviyeye daha inmedigini gostermektedir (A). Deney grubunda bu bolgelerde
goriilen pozitif isaretlenme yogunlugunun kontrol grubuna kiyasla daha az belirgin oldugu goriilmektedir
(B). VL (ventriculus lateralis), FLC (fissura longitudinalis cerebri)

FLC

Sekil 3.2 A, B: Kontrol ve deney gruplarina ait Sekil 3.1 A, B’deki fotograflarin X 400 biiyiitmelik

gorintiileri goriillmektedir.

Sekil 3.3 A, B: Kontrol ve deney gruplarina ait Sekil 3.2 A, B’deki fotograflarin sadece ¢ekirdekleri
boyama 6zelligi olan DAPI boyast ile boyanmis X 400 biiyiitmelik goriintiileri goriilmektedir.
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Her iki grupta, CC’un orta kisimlarindan alinan kesitler karsilastirildiginda,
kontrol grubunda CC’u olusturacak liflerin orta hatta kadar gelip kars1 tarafa gegcmeye
basladigi, orta hatti, yani CC’u olusturdugu goézlenmistir, ancak etanol uygulanmis
gruba ait kesitlerde kallozal liflerin orta hatta kadar geldigi fakat orta hatti gegmedigi
gozlenmektedir (Sekil 3.4 Sekil 3.5). Bu degerlendirme sadece hiicre ¢ekirdeklerini
boyayan, DAPI ile boyanmis goriintiilerde rahatlikla yapilabilmektedir (Sekil 3.6).
Kontrol grubuna ait fetiis beyinlerinden elde edilen CC’un orta seviyelerinden gegen
koronal kesitlerde, CC’u olusturacak olan liflerin ekspresyon paternine gore
degerlendirildiginde, orta hatta ekspresyon paterninin daha yogun oldugu gozlenirken,
etanol uygulanmis gruba ait fetiis beyinlerinden alinan kesitlerde CC’u olusturacak
aksonlarin biiytime konilerindeki GAP-43 ekspresyon paterninin kontrollere oranla daha
zayif oldugu gozlenmistir. Ayrica ekspresyon gosteren sahalar kontrollerde daha
belirgin sinirlar icerisinde gozlenirken etanol uygulanmig grupta bu sinirlarin daginik
oldugu gozlenmistir (Sekil 3.7).

Fissura longitudinalis cerebri’nin altindan ge¢cmesi beklenen kallozal liflerin
bulundugu bolgede sadece aksonlar bulunacagi i¢in bu bolgenin DAPI ile boyanmis
kesitlerinde hiicre ve dolayisiyla hiicre ¢ekirdegi bulunmayacagindan bos alanlar
seklinde goriilmesi gerekmektedir. Kontrol grubundan elde edilmis kesitlerde bos

alanlar orta hatta gozlenirken, etanol uygulanmis gruba ait kesitlerde bos alanlar orta

hattin sadece lateralinde gozlenmektedir (Sekil 3.8).

Sekil 3.4 A, B: Kontrol ve deney gruplarna ait, Sekil 3.1 A,B’deki kesitlerin alindig1 fetus beyinlerinin
CC’un orta kismina denk gelen koronal kesitlerinin X 160 biiyiitmelik goriintiileri goriilmektedir.
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FLC
VL
VL

Sekil 3.5 A, B: Kontrol ve deney gruplarina ait Sekil 3.4 A, B’deki fotograflarin X 400 biiyiitmelik
goriintiileri goriilmektedir.

VL
VL

Sekil 3. 6 A, B: Kontrol ve deney gruplarina ait Sekil 3.5 A, B’deki fotograflarin DAPI boyasi ile
boyanmig X 400 biiylitmelik goriintiileri goriillmektedir.
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Sekil 3.7 A, B: Kontrol ve deney gruplarina ait Sekil 3.6 A, B’deki fotograflarn X 400 biiyiitmelik
goriintiileri goriilmektedir. Daha biiyiik biiyiitmede kontrol grubunda GAP 43 proteinin orta hatta da
pozitif boyandig1 goriilmektedir (A). Deney grubunda, orta hattin her iki yaninda GAP 43 proteinin
oldukga zayif yogunlukta boyandigi goriilmektedir (B).

Sekil 3.8 A, B: Kontrol ve deney gruplarina ait Sekil 3.7 A, B’deki fotograflarin DAPI ile boyanmig X
400 bityiitmelik goriintiileri goriilmektedir. Kontrol grubunda asteriks isaretli ¢ekirdek boyanmasinin
olmadig1 bos alan, kallozal aksonlarin orta hatt1 gectigini isaret etmektedir (A). Deney grubunda orta
hattin her iki yaninda asteriks ile isaretli ¢ekirdek boyanmasinin olmadigi alan kallozal aksonlarin geldigi
yeri isaret etmektedir. Orta hatta goriilen ¢ekirdek boyanmasi kallozal aksonlarin orta hattt gegemedigini
isaret etmektedir (B).
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5. TARTISMA

Corpus callosum, commissura anterior ve commissura hippocampi’nin dahil
oldugu major 6n beyin komissiirleri iki serebral hemisferi birbirine baglayan genis
akson traktuslaridir. Bu komissiiral liflerin, kontralateral hemisferdeki hedeflerine
ulagabilmeleri i¢in aktif olarak yonlendirilmeleri gerekmektedir (30). Bu yollarin
olusumu, beyindeki diger major baglantilar gibi uzun mesafeli ve kisa mesafeli
yonlendirici ipuglart (long-range and short-range guidance cues) sayesinde kompleks ve
sik1 bir sekilde diizenlenmektedir. Bu diizenlemelerde bir aksaklik olmasi, defektif
gelisimler (disgenezis) veya tamamen yokluk (agenezis) gibi morfolojik beyin
anormalliklerine sebep olabilmektedir (31). Corpus callosum agenezisinin insanlarda,
genis bir spektrumda anatomik, fizyolojik ve konjenital patoloji gosteren birbirinden
farklt 50’den fazla konjenital sendrom ile iliskili oldugu gosterilmistir. Dahasi bu
kusurlarin nedenleri ¢ok degiskenlik gostermekte ve yaklasik olarak 40 kadar gen,
insanlardaki CCA ile iliskilendirilmektedir. Bu kusurlarin heterojenik yapilar
incelendiginde, komissiiral gelisimin bir¢ok hiicresel ve molekiiler mekanizma
tarafindan diizenlendigi distiniilmektedir (30). Bu tiir kusurlarin olasilikla reseptor
ekspresyonu ve akson biiylime konilerindeki sinyalizasyon gibi intrensek hatalardan
veya navigasyon i¢in uygun ekstraseliiler bir ortam olusturulamamasindan (6rn; glial
molekiiler yonlendirici ipuglar1 ve hiicre iskeletleri ile oncili aksonlar) kaynaklandigi
diisiiniilmektedir.  Genleri hedefleyen metodlardaki son  gelismeler, akson
isaretleyicilerin gelismesi ve hatta son zamanlardaki yiiksek ¢6ziiniirliikli goriintiilleme
sistemleri, hepsi birden genlerin aksonal yonlendirmedeki etkilerini ve komissiir
olusumundaki rollerini ortaya c¢ikarmistir (31). Rodentlerde yapilan c¢alismalarda,
komissiir gelisiminde hayati role sahip diizenleyici bir¢ok genin ekspresyonunun
gosterilmesinin yani sira, orta hat glial yapilar tarafindan salinan akson yonlendirici
molekiiller, onlarin islevleri ve singulat korteksten baglayan aksonlarin yonlendiriciligi
gibi, corpus callosum olusumu i¢in olduk¢a Onemli olan akson ydnlendirici
mekanizmalar da aydinlatilmistir (30).

Gelisim sirasinda stratejik bolgelerde lokalize olmus glial hiicre topluluklar
onbeyin komissural yollarini kusatarak hiicresel sinirlar olusturmak iizere olgunlasirlar.

Bu glial yapilar, aksonlarin traktuslardan ayrilip ¢evre yapilara girmelerini 6nleyen
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yonlendirici ip wuglar1 kaynagi gorevi gorerek, komissiiral olusumda kilit rol
oynamaktadirlar. Orta hatta corpus callosum’un ventral ve dorsalinde konumlanan glial
wedge (GW) ve indusium grisesum glia (IGG), Slit 2 gibi kimyasal itici
(chemorepellant) molekiiller salarak kallozal aksonlari yonlendirirler (31). Shu ve
Richards (2001) GW tarafindan eksprese edilen Slit 2 nin itici etkisinin, orta hatta gelen
kallozal aksonlarin septuma girmelerini efektif olarak inhibe ettigini ve onlarin orta hatti
gecmek iizere mediale dogru donmelerini sagladigin1 gostermislerdir (84). Memeli
beyninde Robo proteinlerinin komissiiral aksonlar iizerinde, orta hatt1 gegmeden, gectigi
sirada ve sonrasinda eksprese edildigine dair kanitlar bulunmaktadir. Kallozal
aksonlarin {izerlerinde regiile edilen Robo proteinleri, ¢evre glial yapilar tarafindan
eksprese edilen itici Slit proteinlerine cevap olusturarak, aksonlarin bilylime konilerinde
itici bir etkinin olusmasina neden olurlar (31). Boylece kallozal aksonlar, orta hatta Slit-
Robo etkilesimini kullanarak dogru bir bi¢imde orta hatt1 gegerler.

Alkol beyin gelisimi iizerine Onemli teratojenik etkileri olan kimyasal bir
ajandir. Alkollin, insanlarda CC gelisimi iizerine de olumsuz etkileri oldugu
bilinmektedir. Prenatal alkol kullaniminin, MSS iizerine olan etkilerinin daha iyi
anlagilabilmesi i¢in, 30 yildan fazladir yapilan klinik arastirmalarin yani sira, bircok
deneysel c¢alisma da yapilmistir. Ratlar, alkoliin beyin hasarlar1 iizerine etkisini
arastirmak icin basarili bir model olarak kullanilmaktadir. Prenatal alkol maruziyetinin
insanlardaki CC gelisimi {izerine olan etkileri ve ratlarin alkol ¢aligmalari i¢in neden iyi
bir model oldugu Genel Bilgiler boliimiinde ayrintili bir bigcimde ele alinmustir.

Miller (1997) calismasinda, (E)6-21 arasinda 6.7% (v/v) etanol uygulanmis ve
(P) 90-92°de elde edilen matiir ratlarda, somatosensoryal kortekste kallozal projeksiyon
liflerinin dagilimimin ve yogunlugunun degistigini bildirmektedir. Etanole maruz
birakilmis ratlarda kontrollere oranla kallozal ndronlarin (CCpn) yogunlugunun daha
fazla oldugu ve kallozal liflerin laminer dagiliminin degistigi gosterilmistir. Kontrol
grubuna ait ratlarda bu projeksiyonlarin 2., 3. ve 5. laminalarda sonlanmasina ragmen
etanol uygulanmis gruba ait ratlarda bu liflerin ¢ogunun dagiliminin 5. ve 6. laminalarda
oldugu ve bunun olas1 sebebinin etanol’iin ndronal migrasyon ve aksonal budanmada
yarattig1 defektlerden kaynaklanmis olabilecegi bildirilmektedir (83). Mei Qiang ve ark.
(2002) (E)11-20 arasinda, 1.2-6.0 gr/kg viicut agirligina gore etanol uyguladiklar1 ve

(P) 3, 6 ve 10°da elde ettikleri rat beyinlerinde, 2. trimestere denk gelen prenatal etanol
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maruziyetinin, kan alkol konsantrasyonuna bagli bir bi¢imde, CCpn’larin dentrik
dallanmasini ve beyin agirligini degistirdigini rapor etmislerdir. Kontrol gruplarina
oranla, CCpn’larin apikal ve dentrit uzantilarinin sayis1 ve boylarinda artis gozlerken,
beyin agirliginda azalma gozlemislerdir (80).

Rubert ve ark. (2006), beyin gelisimi sirasindaki prenatal etanol maruziyetinin,
fonksiyonel anomaliler olusturdugunu, norogenez ve gliogenezi etkiledigini One
sirmislerdir. Daha Onceki ¢aligmalarinda da, embriyogenez boyunca alkol
maruziyetinin radial gliya (RG) ve gliogenezin bozulmasina neden oldugunu rapor
etmislerdir. Radial glia’nin noral progenitor hiicre gorevi gordiigii anlagildiktan sonra,
etanol’iin RG {izerine etkisini arastirmislardir. Bunun sonucunda prenatal etanol
maruziyeti sonucu hiicre proliferasyonunun bozuldugunu ve kiiltiire edilen radial glia ile
embriyonik fare serebral kortekslerindeki ndronlarda ve astrositlerde azalmalar
oldugunu bildirmislerdir. Alkol gruplarina ait (E)12 rat telensefalik kiiltiirlerinde,
boliinmekte olan RG progenitor sayisinda ve brain lipid binding protein-pozitif RG
oraninda kontrol gruplarina gore diislis gozlemislerdir. Bunlara uygunluk gosterir
nitelikte, alkol uygulanmig (E)12 rat telensefalon kiiltiirlerinden elde ettikleri ndrosfer
formasyonu denemelerinde multipotent progenitor hiicreleri sayisinda anlamli diisiisler
gozlemislerdir. Dahasi, prenatal alkol uygulamasi sonucu RG’nin progenitér durumunu
belirleyen, aktif Notch 1 ve fibroblast growth factor receptor 2 seviyelerinde de diisiis
gozlemislerdir. Tiim bu bulgular, etanol’iin telensefalik RG progenitér havuzunun ve
onun noronlara ve astrositlere doniisiimiinii azalttigin1 ve bunun da FAS’da gézlenen
beyin fonksiyon bozukluklariin bir agiklamasi olabilecegini 6n gormiislerdir (85).
Glial wedge’in RG’dan gelistigi diisiintildiiglinde bu glial progenitor hiicrelerin etanol
uygulamasindan etkilenmesinden dolayt GW olusumunda aksakliklar olusmasi
muhtemeldir. Bunun da daha sonra CC’u olusturacak kallozal liflerlerin dogru
yonlenmelerini etkileyecegi diisiiniilebilir.

Bir neokorteksteki CCpn’dan kaynak alan kallozal aksonlarin kontralateral
neokorteksteki son hedeflerine ulasana kadarki, orta hat glial yapilarinin olusumu ve
eksprese ettikleri molekiillerin kallozal aksonlar lizerinde eksprese edilen proteinler ile
olan etkilesimleri ve buna bagli aksonal yoOnlendirilmenin saglanmasi ve singulat
korteksten mediale ve laterale dogru projeksiyon gosteren, neokorteksteki CCpn’dan

baslayan kallozal aksonlara yaptiklar1 yonlendiricilik gibi olaylar diizgiin CC olusumu
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icin oldukca Onemli ve hassas olaylardir. Beyin gelisiminde 6nemli rolleri oldugu
bilinen birgok molekiil ve bunlarin birbirleriyle olan, degisik kombinasyonlardaki
etkilesimlerini igeren karmasik mekanizmalar, kallozal aksonlarin y6n bulmasinda
“axonal pathfinding” ©nemli bir goreve sahiptir. Aksonlarin diizgiin bir sekilde
yonlendirilmelerinin yani sira diger 6nemli ve iizerinde kesinlikle durulmasi gereken
konu, yonlendiriciligi yapilan bu aksonlarin nasil uzadiklaridir.

Aksonlarin uzamasit ve yonlendirilmesi, biiyiime konilerindeki aktiviteye
baglidir. Biiylime konileri, aktif olarak wuzattigt ve geri ¢ektigi filopodia ve
lamellipodialart ile son derece hareketli yapilardir. Lamellipodia ve filopodialarin
aktifligi, biiylime konilerinin bas kisimlarinda gergeklesen F- actin polimerizasyonunu
gerektirmektedir (86). Lin ve ark. (1996) yilinda, polimerizasyon sonrasi, F-actin’in
retrograd olarak miyozin temelli bir mekanizma ile biiyiime konisinin merkezine dogru
tagindigin1 ve daha sonra depolimerize oldugunu bildirmislerdir. Biiylime konilerindeki
F-actin olduk¢a dinamik bir yapidir ve biiyilkk oranda geridonilisime ugradigi
bilinmektedir. F-actin geridoniisiimii, bu filamanlarin dikensi goriinlime sahip
uclarindaki depolimerizasyon ile isaretli uclarindaki polimerizasyonun sonucu,
“treadmilling” olusumuyla sonlanarak ger¢eklesmektedir. Biiyiime konilerindeki
lamellipodiadaki tahmini F-actin geridoniisiim siiresinin, F-actin’nin 3-5 dakikalik bir
devirde tam bir geridoniisiim sagladigina isaret etmektedir (87).

Calismamizda, etanol uygulanmis grupta GAP-43 ekspresyon paterni kontrol
grubuna kiyasla farkliliklar gostermistir. Bu farkliliklar etanol uygulanan gruptaki
kallozal aksonlari olusturan yolda kallozal aksonlarin yogunlugunun azalmasi ve
diizensizlesmesi seklindedir. Kallozal aksonlarin neokorteksteki ve singulat korteksteki
koken aldig1r ndronlardan baglayarak kars: tarafa gegmek i¢in orta hatta gelene kadarki
siiregte etanoliin bir¢ok basamakta etkili olmus olabilecegi diisliniildiigiinde, bu
farkliliklarin yol boyunca goézleniyor olmasi etanoliin etkisinin sadece orta hatta
yaklagmis ve karsi tarafa gececek lifler lizerinde degil biitiin bu yol boyunca aksonlari
etkileyen hem hiicre i¢i hem de hiicre dis1 faktorler {izerinden etkilemis olabilecegini
diistindiirmektedir. Gruplar arasinda GAP-43 ekspresyon paterninin farkli olmasi
etanoliin sadece GAP-43 ekspresyonunu etkiledigi anlamina gelmemelidir. Fakat etanol
uygulanmis gruba ait ratlardan elde edilmis fetiis beyinlerinin koronal kesitlerinde

GAP-43 ekspresyon paterninin kontrol grubunun sonuglarima goére farkliliklar
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gostermesi  etanoliin - GAP-43 ekspresyonu {izerinde de bir etkisi oldugunu
diisiindiirmektedir. Kaldi ki akson uglarindaki biiytime konilerinde eksprese edilen
proteinlerin %1’ini GAP-43 proteini olusturmaktadir. Koronal kesitlerimizde, kallozal
liflerin sadece terminal uglarindaki biiylime konilerinde eksprese edilen GAP-43’iin
isaretlenmesi beklendiginden, kesitlerde kallozal aksonlarin bir traktus benzeri goriintii
olusturmasiyla birlikte, ekspresyon paternini olusturan her bir isaretlenme o seviyeye
gelmis olan kallozal akson biiylime konilerini temsil etmektedir.

GAP-43 dis ortamdaki ip uglarina cevap olusturarak akson biiylime
konilerindeki F-actin regiilasyonuna katilmakta ve bdylece aksonun ilerlemesine ve yon
bulmasina katki saglamaktadir. Prenatal alkol uygulamasinin muhtemelen, akson
biiylime konilerinde gerceklesen F-actin regiilasyonunu bu regiilasyona katkida bulunan
GAP-43 ekspresyonu iizerinden olumsuz yonde etkiledigi diisliniilmektedir. Bu iliski,
deney gruplarimizda gézlenen, karsi tarafa gegmesi beklenen fakat gecemeyen kallozal

aksonlarin niye karsiya gecemediklerinin agiklamasi olabilir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Calismamizda, ratlarda kismi olarak 1. ve 2. trimesteri kapsayan, (E)6-17
boyunca prental alkol uygulamasinin, CC’u olusturacak kallozal liflerin bir hemisferden
digerine dogru ilerlemekte oldugu (E)17°de elde ettigimiz fetiis 6n beyinlerinlerinde,
kallozal aksonlarin biiyiime konilerinde eksprese edilen GAP-43 proteininin ekspresyon
bicimleri ilizerine etkisini immiinfloresan yontem ile inceledik. Alkol uygulanmis
gruplarda GAP-43 protein ekspresyon bi¢iminin, kontrol gruplarmna kiyasla oldukca
zay1f ve belirsiz oldugu goriilmiistiir. Buna gore kallozal aksonlarin CC’u olusturmak
tizere ilerledikleri orta hat boyunca aksonlarin biiylimesine intrensek olarak katkida
bulunan GAP-43 protein ekspresyon paterninin prenatal alkol uygulamas: neticesinde
etkilendigi gosterilmistir.

Corpus callosum’u olusturacak olan kallozal aksonlarin son hedef noktalarina
basarili bir sekilde ulasmalari, iki beyin hemisferi arasinda diizgiin baglantilar
kurulabilmesi ac¢isindan oldukc¢a onemlidir. Kallozal aksonlar son hedeflerine ulasana
dek hiicre i¢i ve dis1 kaynakli molekiillerin rol oynadiklari mekanizmalar ve ipuglarinin
etkisinde devamli olarak ara hedef noktalara dogru yonlendirilir ve uzarlar. Aksonlarin
yonlendirilmesinde 6nemli rolii olan bazi temel mekanizmalar, hiicre dis1 kaynakli
molekiillerin, ancak hiicre i¢inde iiretilen molekiiller ile etkilesime girmesi sonucu etkin
bir bicimde islemektedirler. Bu sebeple kallozal aksonlarin prenatal alkol uygulamasi
sonucunda olumsuz yonde etkilenip etkilenmediginin daha iyi anlasilabilmesi,
aksonlarin yon bulmasinda, hem kallozal aksonlarin biiylime uglarindaki hiicre igi
kaynakli molekiiller hem de aksonlarin ilerlemekte oldugu ¢evrede gerek GW gibi glial
hiicre populasyonlari tarafindan salinabilen Slit 2 gibi gerekse hiicre membranlarina ya
da ekstraselliiler matrikste bulunan molekiillerin bir arada rol oynadigi mekanizmalar
lizerinden arastirilmasi da literatiire katkida bulunacaktir.

Calisgmamizda GAP-43 proteininin ekspresyonu immiinfloresan yoOntemi
kullanilarak incelenmistir. Immiinfloresan ydéntemi fetiis beyinlerinden elde ettigimiz
koronal kesitlerde GAP-43 proteininin eksprese olup olmadigini ve eksprese olmus ise
proteine Ozgili bir isaretlenme seklinde ortaya c¢ikan ekspresyon paterninin
lokalizasyonunu belirlememizi saglamistir. Kontrol ve deney gruplarina ait kesitler

arasinda GAP-43 protein ekspresyon paterni kalitatif olarak degerlendirilmistir.
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Western-Blotting yontemi kullanilarak kontrol ve deney gruplarina ait fetiis
beyinlerinde total GAP-43 protein ekspresyonunun karsilastirilmasinin yararli olacagi
diisiiniildii. Bu yontem ile GAP-43 proteininin eskspresyon diizeyi hakkinda
semikantitatif bulgular saglanacaktir.

Ek olarak, kallozal aksonlarin, sadece sinir liflerini boyama 6zelligi olan anti-
TAG-1 gibi bir primer antikor ile immiin olarak isaretlenip floresan veya konfokal
mikroskopi ile goriintiilenmesi, bu aksonlarin prenatal alkol maruziyeti etkisindeki
davraniglarinin morfolojik olarak incelenmesi agisindan ¢aligmamiza katki saglayacagi

distiniilmustir.
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