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OZET

Noral Tiip Defekti (NTD) en yaygmm ve en agir klinik 6zelliklere sahip konjenital
malfarmasyonlardan biridir. Embriyogenez sirasinda néral plagin noral tiipi olusturamamasi
sonucu NTD olusur. NTD’nin birbirinden fakli 6zellik gdsteren birgok tipi vardir. NTD
gelisiminde genetik ve ¢evresel faktorler rol oynamaktadir. Beslenme (folik asit ve B vitaminleri
eklenmesi) gibi ¢evresel faktorlerle NTD olusumu engellenmeye ¢alisilsa da bu yaklasim yeterli
olamamaktadir. NTD’nin Onlenmesi igin prognostik, prediktif ve/veya terapétik genetik
faktorlerin belirlenmesine ihtiya¢ vardir. NTD gelisimini ve olusumunu gosteren biobelirteg
bulunmamaktadir. NTD gelisiminde ektstraseliiler matriksin (ECM) olusumu, néral krest
hiicrelerinin gb¢li 6nemli rol oynamaktadir. Matriks metalloproteinazlar (MMP) ECM
yapilanmasinda, hiicre gociinde, hiicre invazyonunda ve diger hiicresel davranislarin
belirlenmesinde major rol oynamaktadir. MMP ekspresyonlarinin ve aktivasyonunun NTD’deki
rolii bilinmemektedir. Bu ¢alismanin amaci insan NTD gelisimindeki MMP-1, -2 ve -9 genlerinin

ekspresyonlarinin roliiniin arastirilmasi amaglanmistir.

NTD tanisi konan yeni dogan 40 bebek hastadan periferik kan ve NTD dokusu ile saglikli dogan
4 bebekten periferik kan alimmistir. Periferik kan ve dokulardan total RNA izolasyonu ve
kantitatif Ger¢ek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Q-RT-PZR) ile MMP-1, -2 ve -9 gen

ekspresyonlari arastirilmistir. Istatistiksel analiz i¢in SPSS 20.0 kullanilmistir.

MMP-1,-2 ve -9 gen ekspresyonlari agisindan hasta ile saglikli bireylerin kan 6rnekleri arasinda
ekspresyon farkliliklar1 saptanmistir. NTD dokularindaki MMP’lerin ve 6zellikle MMP-1 ve
MMP-9 gen ekspresyonlarinin periferik kan Orneklerine gore ortalama 2 ile 5000 kat yiiksek
oldugu saptanmistir. NTD’nin alt tipleri arasinda MMP-2 ekspresyonu agisindan anlamli farklilik
saptanmistir (p=0,012) Hastalarin Ca*?, B12 ve Folat seviyeleri ile NTD gelisimi ve MMP

genlerinin ekspresyonlari arasinda anlamli bir iliski saptanamamustir (p>0,05).

Bu calismada NTD arastirmalarinda periferik kan yerine NTD dokusu kullanilmas: gerekliligi
ortaya ¢ikmistir. Ayrica, bu ¢alisma NTD gelisiminde MMP’lerin 6nemli rollerinin olabilecegini
ve MMP-1, -2 ve -9 genlerinin ekspresyonlarinin NTD’ patogenezinde rol oynayabilecegini

gosteren literatiirdeki ilk caligmadir.

Anahtar Kelimeler: Noral Tiip defekti, Matriks metalloproteinaz-1,-2, -9, Ekspresyon



ABSTRACT

Neural Tube Defect (NTD) is one of the most common congenital malformations and has the
most severe clinical features. NTD occurs during the embryogenesis because of the neural
plaque fails to form neural tube. There are many different types of NTD that have different
characteristics. Genetic and environmental factors play an important role in the development of
NTD. Several attempts such as diet (folic acid and B vitamins supplementation) have been
suggested for the prevention of NTD formation . However, these approaches are not sufficient.
It is need to determine the prognostic, predictive and/or therapeutic genetic factors for the
prevention of NTD. There is no any biomarker that shows the development and occurrence of
NTD. The formation of the extracellular matrix (ECM) plays an important role in the migration
of neural crest cells in NTD development. Matrix metalloproteinases (MMPS) play a major role
in ECM organization, cell migration, cell invasion, and other cellular behavior. The role of
expression and activation of MMP in NTD is unknown. The aim of this study was to investigate
the role of MMP-1, -2, and 9 genes expressions in the development of human NTD.

Peripheral blood samples and NTD tissues were collected from 40 new born babies diagnosed
with NTD and peripheral blood samples were taken from only 4 healthy babies for control. Total
RNA isolation were performed from peripheral blood and tissues samples and MMP-1,-2,-9
genes expressions were analyzed by Quantitative Real Time PCR (Q-RT-PCR). SPSS 20.0 was
used for statistical analyses.

Expression differences between the blood samples of patients and healthy subjects were found in
terms of MMP-1, -2, -9 genes expressions. MMPs especially MMP-1 and MMP-9 genes
expressions in NTD tissues were found to be 2 to 5000 times higher than peripheral blood
samples. The statistical difference was determined between subtypes of NTD in terms of MMP-2
gene expression (p=0,012). No significant relationship was found between Ca*?, B12, Folat
levels and development of NTD (p> 0,05).

The present study showed the necessity of using of NTD tissues in the diagnosis of NTD rather
than peripheral blood that emerged in NTD studies. In addition, this study is the first report that
shows the important role of MMPs in the development of NTD . MMP-1, -2 ve -9 genes

expressions may play a significant role in the pathogenesis of NTD..

Keywords: Noral Tip Defects, Matrix Metalloproteinase-1,-2,-9, Expression
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1.GIRIS VE AMAC

Toplumlarin  biiylimesini, gelisimini ve sosyolojik yapilanmasini etkileyebilen Onemli
nedenlerden biri dogumsal (konjenital) kusurlardir. Bu konjenital kusurlarin nedenlerini yapisal,
fonksiyonel, metabolik, davranigsal ya da kalitimsal olarak gruplandirabiliriz (Moore KL, 2008).
Bu gruplandirma altinda konjenital kusurlarin %50-60’1n1n bilinmeyen faktorlerden, %20-25’inin
multifaktoryel kalittmdan, %7-10’u cevresel ajanlardan, %7-8’inin mutant genlerden ve %06-

7’sinin de kromozomal anomalilere bagli gelistigi bildirilmektedir (Moore KL, 2008).

En yaygin ve en agir klinige sahip konjenital kusurlardan biri de Noral Tiip Defekti (NTD)
gelisimidir. NTD, intrauterin hayatta 3. ve 4. haftaya kadar kapanmasi gereken noral tiiplin
kapanmamasindan kaynaklanan, merkezi sinir sistemini kapsayan konjential malfarmasyondur

(Selguki M ve ark., 2001).

NTD, prenatal ve postnatal donemde 6liimle sonuclanabilecek 6onemli tibbi sorunlara yol agabilen
ayn1 zamanda onemli finansal ve sosyal boyutlari olan konjenital malformasyonlardir. NTD
patofizyolojisi hem genetik hem de ¢evresel faktorlerin karigtigi kompleks bir hastaliktir.
NTD’nin diinya genelinde goriilme sikligi 0.5-2/1000 gebelik, Avrupa genelinde 1/1000 gebelik,
ABD‘de 0,5-1/1000 gebelik olarak bilinmektedir (Wallingford JB ve ark., 2013). Tiirkiye’ de ise
cesitli merkezlerde yapilmis ¢aligmalarin sonuglarina gére NTD sikligi 3-5.8/1000 gebelik
arasinda degismektedir (Tungbilek Ergiil., 2004). Tiim wrklarda spina bifida hemen hemen ayni

olmasina karsin anansefali prevelansi siyah irkta 6 kat daha fazladir.

NTD’nin olusum ve gelisim nedenleri ile altinda yatan molekiiler mekanizmalar tam olarak
tanimlanamamistir. Ancak genel olarak NTD’nin gelisim nedenleri arasinda diabetus mellitus,
hormonal dengesizlikler, teratojenler, folik asit eksikligi, bir takim ilaclarin (analjezikler,
antiepileptikler gibi) ve asir1 A vitamini kullaniminin, hipoterminin ve ¢evresel faktorlerin (igme

suyundaki oligoelementlerin gok miktarda olmasi gibi) etkili olabilecegi bildirilmektedir.

NTD olusumuna ait molekiiler faktorler arasinda gesitli hiicresel genetik faktorler 6n plana

cikmaktadir. MicroRNA’lar, folik asit yolaginda yer alan genler, matriks metalloproteinazlar
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(MMPler) bu faktorler arasinda gosterilmektedir. MMP’ler ¢inko-bagimli endopeptidaz ailesidir.

ekstraselliiler matrikste (ECM) ki ¢esitli proteinleri degrede edebilirler.

Doku ve hiicrelere sadece yapisal destek saglamakla beraber ayn1 zamanda hiicre migrasyonu,
farklilagsma, proliferasyon, yapisma ve doku morfogenezisi gibi pek ¢ok biyolojik hadisede rol
alan ekstraselliiler matriks; parcalanma, sentez ve yeniden yapilanma gibi stire¢lerdeki hiicre

regiilasyonu, doniisiimii gibi etkilerini MMP’ler aracilig1 ile gerceklestirir.

MMP’ler, ekstraseliiler matriksin tlim protein bilesenlerini pargalayabilen, birincil matriks
bozucu proteazlardir (Conant K ve ark., 2005). MMP'ler, Zn*?* ve Ca' iyonlarma bagimh

endopeptidazlarin bir ailesidir. Katalitik bélgede bir Zn*?

iyonunu baglayan ii¢ histidin kalintisi
ile karakterizedir (Conant K ve ark., 2005). Giiniimiizde X-15m1 kristalografisi ve niikleer
manyetik rezonans (NMR) c¢alismalar1 birgok MMP'inin yapisini belirlemeyi miimkiin kilmistir
(Zitka O ve ark., 2010). MMP'ler substrat tanima ve bolme mekanizmasina gore; Kkollajenazlar
(MMP-1, -8, -13, -18), stromelizinler(MMP-3, -7, -10, -11, - 12), matrilizinler(MMP-7,-26),
jelatinazlar (MMP-2, -9), membrana bagli MMP’ler (MT-MMP-14, -15, -16, -17) ve herhangi
bir gruba dahil edilmeyen MMP'ler olmak iizere alti kategoriye ayrilabilir (OZTURK Ozlem

Gériiroglu, 2013).

MMP’ler hem hiicre-hiicre hem de hiicre-hiicre dis1 matriks etkilesimlerinin diizenlenmesinde
anahtar rol oynarlar. Canlida fizyolojik olaylarin siirdiiriilmesinde MMP’lerin aktivitesi ile
onlarin spesifik endojen doku inhibitorleri (TIMP ) arasindaki dengenin siirekliligi s6z
konusudur. Normal dokuda diistik diizeyde eksprese edilirler ve birgok biyolojik siiregte rol
oynarlar. Hiicre ve dokulara sadece yapisal destek saglamakla kalmazlar ayni zamanda hiicre
migrasyonu, proliferasyon, farklilasma, yapisma ve doku morfogenezisi gibi pek ¢ok biyolojik
olayda yer alirlar. MMP’ler, genis faaliyet yelpazesi ve ifade alanlarindan dolayi, hastaliklarin
tedavisinde terapotik hedef veya teshisleri kolaylastirmada biyolojik belirteg olarak
potansiyelinin aydinlatilmasi, farkli hiicresel konumlarda ve hastaliklardaki rollerinin dikkatle

analiz edilmesi 6nem arz etmektedir (Murphy G ve ark., 2008).

MMP’ler, ekstraseliiler matriksin stabilitesi i¢in 6nemlidir. ECM’nin ana bilesenlerinden biri olan

kollajenin yikim mediyatorii dzellikle kollajenazlardir (Nas. K, 2015). Kollajenazlar, tiglii sarmal



yapidaki fibriler kollajenlerin bozunmasini Katalize eder. Dért tip kollajenaz vardir; kollajenaz-1
(MMP-1, interstisyel kollajenaz), kollajenaz-2 (MMP-8, nétrofil kollajenaz), kollajenaz-3 (MMP-
13) ve kollajenaz-4 (MMP-18, Xenopus collagenase) olarak adlandirilir.

MMP ailesinin diger 6nemli bir alt grubunu olusturan Jelatinazlar ise, MMP-2 (Jelatinaz A)

ve MMP-9 (Jelatinaz B) olmak {izere 2 tip liyeye sahiptir. Domain yapilarinda diger

MMP’lerden farkli olarak Fibronektin tip Il benzeri 3 tekrar bolgesi igerirler.

MMP’ler kesfedildiklerinden beri ekstraseliiler matriks fizyolojisi lizerindeki aktif rolleriyle ilgili
caligmalar devam etmektedir. ECM’deki rolleri, inflamasyonda aktif bir rol iistlenen sitokinler ile
olan etkilesimleri sebebiyle daha onemli hale gelmistir. Sitokinler ile olan etkilesimleriyle
immiinite, inflamasyon ve dogal olarak hastaliklarin seyrinde etkili ve aktif bir rol iistlendikleri

anlagilmistir.

Literatiirde ki bu bilgiler esiginde, MMP’lerin hiicre gégiinii, dokularin yeniden sekillenmesini,
invazyonu, ECM’nin yap1 biitiinliigiinii dogrudan ya da dolayli yollarla etkilediginin ispati

niteligindedir.

NTD patofizyolojisinde, hiicre gocli, ECM yapilanmasinda onemli bir yer tutmaktadir.
MMP’lerin NTD’de doku yapilanmasindaki rollerine iliskin gerek ulusal gerekse uluslararasi
literatiirde her hangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Planlanan bu calisma sonunda MMP
ekspresyonu ile NTD arasinda iliski saptanirsa, NTD gelisimi hakkinda prediktif ve terapotik
yaklagimlarin belirlenmesinde MMP ve MMP iligkili molekiillerin arastirilmasimnin éneminin
ipuglar belirlenecek ve NTD i¢in aday biyobelirteglerin gelistirme ¢alismalarinda MMP ve MMP
iligkili yolaklarin aragtirilmasi gerekliligi ortaya konulacaktir. Bu nedenle, planlanan ¢alismada,
hiicre goclinde fonksiyonlar1 olabilecegi bildirilen MMP-1, MMP-2 ve MMP-9 gen

ekspresyonlarinin NTD olusumundaki olasi rollerinin aragtirilmasi amaglanmaistir.



2. GENEL BILGILER

2. 1. Noral Tiip Defektlerinin Tanimi

Noral tiip defektleri(NTD), intrauterin hayatta 3. ve 4. haftaya kadar kapanmasi gereken noral
tiiplin kapanmamasi1 sonrasi olusan, merkezi sinir sistemini kapsayan ve yaygin goriilen ve en
agir klinige sahip olan dogum anomalileridir. Noral tiip kapanma kusurlar1 genel bir baslik
olarak, eski Yunanca’daki normalde birlesmesi gereken dokularin (rafizm) birlesmemesinden
kaynakli ‘disfarizm’ kelimesi altinda toplanir. Spinal disfarizm mezenkimal, ossedz ve noral
dokunun orta hatta inkomplet kapanmasidir. Canli dogumlarin % 1’inde santral sinir sisteminin
(SSS) dogumsal anomalileri goriilmekte ve dogum Oncesi fetal Sliimlerin % 72’sinden sorumlu
tutulmaktadir (Fuchs HE., 1997). Bu anomalilerin % 64’#, viicudun arka-orta hattinda noral
tiiplin kapanma ya da gelisim bozuklugu sonucu olusmaktadir (French BN., 1990; Northrup H ve
ark., 2000). Cocukluk c¢aginda karsimiza g¢ikabilecek norogelisimsel bozukluklar arasinda

Serebral Palsi’den sonra 2. Sirada yer alir (Sirzai H ve ark., 2014).
2. 2. Noral Tiipiin Gelisimi

2. 2. 1. Embriyolojik gelisim
Insan gelisimi zincirleme tarzinda birbirini takip eden siiregler icerir. Boliinmeler sonrasi gelisen
ve farklilasan embriyo daha sonra fetiis halini alir. Gelisim ve farklilasma, postnatal donemde de

devam eder.

Noral dokunun gelisimi, 28. glinde tamamlanan ndrilasyon, 28-40. giinler arasinda tamamlanan
kuyruk tomurcugunun kanalizasyonu ve 41. glinden baglayarak tiim intrauterin hayatta devam
eden dedifferansiasyon olmak tizere temel olarak 3 boliime ayrilir(Larsen WJ., 1997; Colas JF ve
ark., 2001).

Primer nérilasyon evresi, birinci embriyonik hafta sonunda embriyoyu olusturacak hiicre kitlesi
epiblast ve hipoblast olarak bilinen iki tabakadan olusur. Epiblast tabakasi, kitlenin dorsalinde yer
alir ve amnion kesesi ile temas halindedir. Hipoblast tabakasi ise ventral yiizde bulunur ve yolk

kesesi ile komsudur(Sadler TW., 1996; Larsen WJ., 1997).



Embriyonun uzun aksi ikinci haftada belirginlesir. Kaudalde yer alan epiblast hiicreleri orta hatta
gd¢ eder ve orta hatt1 belirleyecek olan kaudal ilkel yarig1 (primitif streak) olustururlar. flkel
yarigin kranial ucunda Hensen diigiimii (Hensen’s node) denilen hiicre yumagi bulunur. Hensen
diigtimii ve ilkel yarig1 olusturan hiicrelerin epiblast altina dogru gogiine gastrulasyon adi verilir.
IIk invanjine olan hiicreler, hipoblast hiicrelerini iterek embriyonik endodermi, daha sonra
gomiilenler de embriyonik mezodermi olustururlar. Dorsaldeki epiblastlarda ektodermi yaparlar.
Gastrulasyonun ilk evresinde, ilkel yarik kaudal yarigi kaplayacak kadar uzar ve sonra geriler.
Hensen diigiimii hiicreleri bu gerileme esnasinda yilizey ektodermi ve daha alttaki endoderm
arasina girerek notokord taslagini olusturur. Nukleus pulpozusa doniisecek olan notokord, erken
embriyonik donemde hemen tizerindeki ektodermin noral ektoderme degisiminde indiikleyici rol
oynar (Sadler TW., 1996; Larsen WJ., 1997; Persaud M., 2002). Ugiincii embriyonik haftada,
ektoderm hiicreleri, noral ektoderm ve cilt ektodermi olmak {izere morfolojik olarak farkli iki
dokuyu olusturur (Schoenwolf GC ve ark., 1990; Larsen WJ., 1997; Persaud M., 2002). Noral
ektoderm;16. giinden itibaren kolumnar epitel olarak orta hatta secilir hale gelir.16.ve 26. giinler
arasinda noroektodermin spinal kordu olusturmak iizere bir seri morfolojik degisimler gecirerek
olusturdugu yapiya ‘noral tiip’, bu asamalarin tamamina ‘nérilasyon’ adi verilir. Bu evrede orta
hatta noral yarik (noral crest) olusur. Yarigin kenarindaki hiicreler ¢ogalarak dorsal ylizde ndral
kabarikliklar1 (noral fold) olustururlar ve orta hatta birleserek noral tiipe dondisiirler. Bu birlesme
ve Ustteki kutandz ektodermden ayrilma ile primer ndrilasyon tamamlanir. Mezodermal doku ise,
paraspinal kas ve dorsal arkuslari olusturur. Iki ayr1 néral tiip kapanma mekanizmasi
bulunmaktadir. Bunlardan klasik goriise gore; kapanma orta servikal bolgeden baglar ve
kraniyokaudale dogru uzanarak 4-6 giinde tamamlanir. Diger teoriye gore; kapanma es zamanh
olarak birden fazla bolgeden baslar ve birbirleri ile birlesir. Noral tiipiin en son kapanan kisimlari;
24. giinde kraniyal noropor denilen lamina terminalis diizeyi ve 26. giinde kaudal néropor denilen
ikinci sakral kord segment diizeyidir. Bu iki giinliik farktan dolay1, erken etkenler kraniyal, daha

gec olanlarsa kaudal tarafta ndrilasyon kusuru olusumuna neden olmaktadir.

Spinal kordun daha distal segmentleri, sekonder ndrilasyon ile olusurlar. Kaudal noéropor
distalinde kalan spinal kord bilesenleri fertilizasyon sonrasi 28. giinden itibaren apopitozis ile
kanalizasyon ve regresyon adi verilen evrede gelisimini tamamlamis intakt cilt ektodermi altinda
olusurlar (Dias MS ve ark., 2001). Diferansiye olmamis kaudal hiicre kiitlesinin vakuolizasyona

ugrayarak tek bir bosluk olusturmasi, geriye kalan filum terminale, koksigeal ligaman ve terminal
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ventrikiiliin 11. haftada norilasyon ile olusmus proksimal noral tiip ile birlesmesine ‘sekonder
ndrilasyon ‘denir. En distaldeki hiicreler 40-48. giinlerde regresyona ugrayarak hiicre nekrozu ile

beraber ileride filum terminaleyi olusturur (McLendon RE ve ark., 1988).

Primer ve sekonder norilasyon sinir1 spinal kordda tam olarak bilinmemekle beraber L2 ve konus
ucu arasinda oldugu diistiniilmektedir. Primer norilasyon alt sinir1 oldugu diisiiniilen kaudal
noroporun 30-31. somitler hizasinda oldugu S1-S2 vertebra seviyelerinde oldugu kabul edilirse
S2 spinal kord segmenti kaudalinde kalan noral doku ve filum terminalenin sekonder nérilasyon
ile olustugu soylenebilir(Lemire RJ ve ark., 1975; Larsen WJ, 1997; Sapunar D ve ark., 2001).

Sonugta; orta hat mezodermini olusturan notokordun kraniyale olan ilerleyiginin diizgiin
olmamasi, ndrilasyon tamamlanmamasi, tamamlanan noérilasyondan sonra cilt ve noral
ektodermlerin birbirlerinden ayrilamamasi ve filum terminaleyi olusturan siirecteki sorunlar, acik

(apert) veya kapali (occult) spinal disrafizm olusturmaktadir.

Noral tipiin kranial kivrimlarindan gelisen beyin gebeligin 25. giiniinde prozensefalon,
mezensefalon ve rombensefalon olarak ayirt edilebilir. Gebeligin 35. giiniinde gelecekte
diensefalona (serebellum) ve prozensefalon, telensefalon (serebral hemisferler) ayrilir.
Rombensefalon ise metensefalon (gelecekteki pons) ve miyelensefalona (gelecekteki medulla
oblongata) ayrilir. Serebral malformasyonlarin ¢ogu fetal donemde gelisen patolojik siireglerin
neticesinde meydana gelmektedir (Rhoads GG ve ark., 1986; Fuchs HE, 1997; Frey L ve ark.,
2003).

Santral sinir sisteminin embriyolojik gelisimi asagidaki sekilde sematize edilmistir.
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Resim 2.1. Santral sinir sisteminin embriyolojik gelisim semasi(Elliott L ve ark., 2011)

2. 3. Noral Tup Defektinde Etyoloji

Konjenital anatomik anomaliler, dogum defektleri ve konjenital malformasyonlar, dogumda var
olan gelisim bozukluklarini ifade etmek i¢in kullanilan terimlerdir. Bebek oliimlerine neden olan
dogum defektleri yapisal, fonksiyonel, metabolik, davranissal ya da kalitimsal olabilir (Moore
KL., 2008). Insan konjenital anomalileri ya da dogum defektlerinin %50-60’1 bilinmeyen
faktorler, %20-25’1 multifaktoryel kalitim, %7-10’u cevresel ajanlar, %7-8’i mutant genler ve
%6-7’si de kromozomal anomalilere bagl gelisir. Dogumsal anomalilerin %2’sinden daha az
miktari ila¢ ve kimyasal maddelerle olusmaktadir (Moore KL., 2008). Tiim irklarda spina bifida

hemen hemen ayni olmasina karsin anansefali prevelansi siyah irkta 6 kat daha fazladir.



2. 3. 1. Cevresel Faktorler
Beslenme ve cevresel faktdrler NTD’lerin olusumunda Onemli rol oynamaktadir. Diabet,
dengesizlikler ve igme suyundaki oligoelementlerin ¢ok miktarda olmasi disrafizim i¢in siipheden

Oteye gecememistir.

Anne ile ilgili faktorler; hangi gebe kadininin bebeginde noral tiip defekti gelisecegini bilmek
olas1 olmamakla birlikte kusurun olusmasi olasiligini arttiran bazi riskler s6z konusudur. Onceki
hamileliginde noral tiip defekti gelisen kadinlarda sonraki gebeliklerinde de gelisme olasilig1 20
kat artar.

Fetusun sinir sisteminin gelismeye basladigi giinlerde annenin yiiksek isiya maruz kalmasinin
noral tiip defektlerinin gelisiminde etkili oldugu 6ne siiriilmektedir. Sinir sisteminin gelistigi
glinlerde sauna gibi ortamlarda bulunan ya da hastalik nedeniyle beden 1silar1 24 saatten fazla
stire 38,9 °C’den yliksek olan annelerin noral tiip defektli bebek dogurma olasiliginin 3 kat arttig1
saptanmistir. Ayrica hipoterminin deneysel modellerde NTD olusturdugu bildirilmistir (Nevin
NC ve ark., 1981; Munoz BJ ve ark., 2005).

Annenin seker hastalif1 ile bebegin dogumsal anomalileri arasinda iliski oldugu kesin olarak
belgelenmistir. Arastirmacilar insiiline bagimli (Tip 1) seker hastalarinda annelerden dogan
bebeklerde major malformasyon riskinin 2-3 kez arttig1 konusunda birlesmektedirler. Diabetik
annelerin diabetik olmayan annelere kiyasla 15 kat daha fazla anensefali veya spina bifidali
bebek dogurma riski tagidiklar: vurgulanmaktadir (Tinkle MB ve ark., 1997 ).

Annede obezitenin, NTD’li bebek sahibi olma riskinin 50 ile 59 kilogram agirligindaki kadinlarla
karsilastirildiginda; 80 ile 89 kilogram agirligindaki kadinlarda 2 kat, 110 kilogramin iistlindeki
kadinlarda ise 4 kat arttigi saptanmuistir. 79 kilogramdan az olan kadinlara giinde 0,4 mg folik
asit yiiklendiginde NTD riski %40 azalirken, 79 kilogramin {iizerindekilere bu vitaminin

yiiklenmesi ile riskin azalmadigi tespit edilmistir (Rasmussen SA ve ark., 2008 ).

NTD ile anne yas1 arasinda anlamli diizeyde bir iliski ortaya konulabilmis degildir. Yash veya

cok gen¢ annelerde NTD riskinin artabileceginden bahseden goriisler var. Uc veya daha fazla
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sayida gebeligi olan ve primipar annelerin NTD’ye bir miktar yatkin olduklarini bildiren

yayinlarda mevcuttur (Moretti ME ve ark., 2005 ).

2. 3. 2. Teratojenik Faktorler

Teratojenler, bazi gelisimsel genler iizerinde yan etkileri vardir. Bir kisim besinlerin (folik asit ve
digerleri) emilimini etkilerler. Bazi enzim, protein ve reseptdr baglanma bolgelerine miidahele
ederler. Annede ve fetiiste toksik maddelerin elimine edilme yetenegini azaltirlar. Bir kisim

bilinmeyen faktorlerle etkilesime girerler.

Embriyo, uterus igerisinde iyi korundugu halde, annenin teratojenler olarak bilinen bazi gevresel
ajanlardan etkilenmesi gelisim bozukluklarina yol acabilir. Hizla farklilagma donemi sirasinda,
organlar ve embriyonun bazi boliimleri teratojenlere daha duyarlidir (Moore KL., 2008 ).
Biyokimyasal farklilasma, morfolojik farklilasmadan Once gelisir ve bu sirada yapilar

teratojenlere daha duyarlidir.

Ilaglar, anne yas1, annenin kronik hastaliklar1, radyasyon, viral hastaliklar, maternal alkol alim1
gibi birgok etken noral tiip kapanmadan once fetusu etkileyen teratojenler faktorler olarak genel
kabul gormiistiir.

Mlaglar1, kimyasal ajanlarin ve diger gevresel faktorlerin embriyolojik gelisimi bozmalarmnin ve
anomali olusumunu uyarmalarinin gercek nedenleri halen belirsizdir. Ornegin; bir kemoterapatik
ilag olan Talidomidin, erken gebelik esnasinda alinmasi bebeklerde bircok gelisimsel anomaliler
ve ekstremite anomalileri gézlenmistir. Bu ilacin embriyonik gelisimi nasil etkiledigini agiklamak

i¢in 20’den fazla hipotez tiretilmistir (Moore KL., 2008 ).

Birgok kalitimsal ve ¢evresel etkenlerin embriyonik gelisimi, ekstraselliiler matriksi, intraselliiler
cevreyi, hiicre ylizeyini ve fotal cevreyi degistirerek etkiledigi gosterilmistir. En sik bilinen

teratojen ajanlar tablo 2.1° de 6zetlenmistir.



Tablo 2.1. NTD olusumuna en sik neden olan teratojenler.

Gruplar Ajaniar
Cevresel :;gda;:;:;f\ein, alkol, organik civa, kursun, poliklorianmis bifeniller, fiyonizan
llaglar

Androjen ve progesteroniar etisteron, noretisteron, dietilstilbestrol

Antibiyotikler tetrasiklin, streptomisin

Antikoagilanlar warfarin

Antiepileptikler trimetadon, fenitoin, valproik asit

Antineoplastikler aminopterin, metokreksat

Kortikosteroidler kortizon, hidrokortizon

ACE inhibltorleri

Insiilin ve hipoglisemik ilaglar tolbutamid
Retinoik asit {vitamin A)

Tiroid ilaglan

Ca kanal blokerleri verapamil

Lokal anestetikler

Salisilatlar

Sedatif ilaglar talidomid

Psikotrop ilaglar lityum, diazepam, oksezepam, SSRI'lar

Yasak ilaglar kokain, metadon

Enfeksiyon etkenleri kizamikgik, CMV, HSV, varisella, HIV, toksoplazma, treponoma pallidum

Aminopterin, metotreksat ve trimetoprim antifolik asit etkileri ile (Feldman JG ve ark., 1982;
Elwood JM ve ark.,, 1992; Wasserman CR ve ark.,, 1998 ), analjezikler, klomifen ve
anltiepileptiklerin (6zellikle valproik asit) disrafizim yaratabilecegi bildirilmistir (Cetinkal A ve
ark., 2010 ). Basta valproik asit olmak iizere bazi antikonviilzanlarin erken embriyonik gelisim
evresinde alindiginda gebelerin %1-2’sinde NTD olusturdugu gorilmiistiir.

Bazi arastirmacilarca evde veya isyerinde organik maddelerle karsilasan ebeveynlerin NTD’li
bebek sahibi olma riskinin arttifin1 6ne stiriilmektedir. Yapilan bir arastirmada igme suyunun
dezenfeksiyonu i¢in kullanilan klorun suyun yiizeyinde bulunan organik maddelerle tepkimesi
sonucu ortaya ¢ikan ikincil triinlerden biri ve teratojen olan trihalometanlar1 (kloroform,
bromodiklormetan ve bromoform) igeren su i¢en anne adaylarmin NTD’li bebek dogurma

olasiliginin ti¢ kat arttig1 saptanmustir.
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Diger bir ¢alismada ise, yiiksek oranda ¢oziiciilerin ve pestisitlerin bulundugu ortamlarda ¢alisan
kadinlarin ¢ocuklarinda anensefali goriilme riskinin daha yiiksek oldugu saptanmistir. Annenin
alkol kullanmas1 durumlarinda da NTD’li bebek sahibi olma riskinin arttig1 belirtilmektedir( Ray
JG ve ark., 2003; Moretti ME ve ark., 2005; Velie EM ve ark., 2006).

NTD’li bebek sahibi annelerin daha diisiik gelir ve egitim diizeyine sahip olduklarini belirleyen
calismalar var. Besin 6gelerinin nitelikleri ve ¢esitliligi bireylerin sahip olduklari ekonomik ve
cografi durumlar itibari ile genis bir yelpazede farklilik olabilir. Smithells ve arkadaslar1 diisiik
sosyoekonomik diizeye sahip kadinlarda ve 6zellikle de bu siiftaki NTD’li hastalarin nutrisyonel

pozisyonlariin olumsuz durumda oldugunu gostermisdir.

Degisik cografik bolgeler arasindaki NTD goriilme sikliklar1 arasindaki fark tam olarak izah

edilememistir. Bolgeler arasindaki farkliligin nedeni sosyo-ekonomik diizeye baglanabilir.

Hipervitaminoz A’nin NTD olusumunda risk faktorii oldugunu bildiren yayinlar mevcuttur
(Hemminki K ve ark., 198; Moretti ME ve ark., 200539).

Homosistein metebolizmasinin kofaktorleri folik asit, vitamin B12, vitamin B6 ve DNA, RNA
sentezi ve gen regiilasyonunda temel elementlerden olan ¢inko, selenyum eksikliklerinin NTD
gelisiminde rol aldig1 diisiiniildiigi i¢in gebelik oncesi gerekli takviyeler yapilmalidir (Fishman
MA, 2000; Wiliams LJ ve ark., 2005; Busby A ve ark., 2005 ).

Gebelik sirasinda annenin kaninda folik asit diisiikliigiiniin NTD riskini artirdigina dair calis
malar mevcuttur (Elwood JM ve ark., 1992; Candito M ve ark., 2004; Li Z ve ark., 2006 ).
1991°de ABD ‘de yapilan bir ¢alisma sonucuna gore; folik asitin hamilelik 6ncesi ve hamileligin
3. ayma kadar alinmasi durumunda NTD’ini azathg gosterilmistir. Sonug¢ olarak FDA 1992
yilinda reprodiiktif yastaki tiim kadinlarin 400 mikrogram/giin folik asit almalar1 gerektigini

aciklamistir.

2.3. 3. Genetik Faktorler
Bu grupta kromozomal anomaliler tek gen mutasyonlari rol almaktadir. Her ne kadar pek ¢ok
genin noral tiipiin gelisiminde etkili oldugu diisiiniilse de ¢ok az sayida genin hiicresel diizeydeki

etkinligi ortaya konabilmistir.
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Insanlarda néral tiip kapanmasmin fare model almarak 5 farkli bolgede segmentsel olarak
gerceklestigi diistiniilmektedir. Her bir bolgenin kapanmasinda cevresel faktorlere ek olarak ¢ok

sayida gelisimsel genin fonksiyonuna ihtiya¢ duyulmaktadir.

Noral tiipiin kapanmasindaki kritik donemde bu bolgeleri etkileyen farkli genetik ve gevresel
faktorlerin, farkli potansiyel teratojenlerin ve etnik yatkinliklarin varli§i s6zkonusudur. Noral tiip
defektlerinin ¢esidi ve ciddilik derecesinin bu siirecte rol alan genlerin ve gevresel faktorlerin

tipine ve etkilesim siiresine bagli olarak degisecegi beklenir.

Kritik genlerdeki mutasyon ve polimorfizmlerin, ¢evresel faktorlerin eksikligi ya da fazlahig
noral tiipin kapanmasindaki normal siirecin ilerleyememesine ve noral tiip defektlerine neden

olur.

Sonik “’hedgehog’’geni (shh): Holoprosensefaliye sekonder hidrosefali olgularinin bazilarinda
sonik “’hedgehog’’geni (shh) mutasyonu saptanmistir. Bu gen noéral plagin gelisiminde etkili
olmakla birlikte noral plagin gelisiminde etkili oldugu ve 6zellikle proansefalonun medial ve

ventral bliyiimesini indiikledigi gosterilmistir (Copp AJ ve ark., 2013).

Notch-1:  Somitler ve segmentasyonun koordinasyonunun, bir transmembran reseptoriinii
kodlayan Notch-1 genine gereksinim duydugu disiiniilmektedir. Kodlanan transmembran

resOptori hiicre kohezyonu ile ilgilidir.

Zinc gen ailesi: Zinc-finger proteinlerinden olan bu genlerin, notch sinyalleri aktivasyonu yolu

ile NTD olusumunda rol aldig1 diisiiniilmektedir.

Hox gen ailesi: Vertebralilarda (insanda da) somitlerin farklilasmasi muhtemelen bu gen
ailesinin etkinligi ile olmaktadir. Bu gen ailesinden HoxB7' nin olduguna dair kanit bulundu ve

hipometilasyon, meningomyelosel i¢in potansiyel bir risk faktoriidiir (Rochtus A ve ark., 2015 ).

Pax-3, Pax-7 ve Pax-1: Segmentasyondaki rolleri daha netlestirilememis olan bu regiilatuar
genler de presomitik mesodermde ya da somit sinirinlarinda expresse olmaktadir. Waardenburg
sendromunda heterozigot Pax-3 mutasyonu tanimlanmistir. Waardenburg sendromunda, NTD,
sagirlik ve inkomplet pigment anomalileri gelismektedir (noral krest migrasyon defekti). Pax-3

geninin p53-bagimli apoptozis ile ilgili oldugu gosterilmistir. Pax-3 yoklugu ve p53 yoklugu
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olan farelerde NTD’nin olusmamasi p53’tin etkisinin pax-3 ile indiiklendigi sonucuna

baglanmaktadir (Copp AJ ve ark., 2013).

PDGFRA ve BRCA1 genleri: NTD ile iligkili olduklarina dair kanitlar bulunan bu genler pax-1
transkripsiyon faktor tarafindan aktive edilmektedir (Copp AJ ve ark., 2013).

Shroom proteini: Yakin ge¢miste tamimlanan aktin baglayici bir protein olan Shroom’un,
norulasyonun apikal insasinda aktif rolii oldugu gosterilmis ve tek bir genin ekspresyonu olayin

merkezi olarak goziikmektedir (Mitchell LE ve ark., 2004 ).

Ghrl aile iiyesi olan Grhl2 de farelerde spina bifidaya neden oldugu gosteren c¢aligmalar var
(Copp AJ ve ark., 2013).

NTD’ lerin ¢ogunun multifaktoriyel oldugu diisiiniilmektedir. Multifaktoriyel grup kafa
karistirmaktadir. Ciinkii olusumda rol alan bir¢ok faktdr bulunmakta ve gen gen etkilesimleri ve

genler ile ¢evresel etkenler arasindaki etkilesim heniiz tam olarak anlagilamamistir.

NTD* lerin multifaktoriyel oldugunu destekleyen epidemiyolojik ¢aligmalarda, cinsiyet
seciciligi, belirlenmis cografik gesitlilik, ayni cinsiyet ikizlerinde NTD’ lerin artmasi ve farkli

sosyal siniflarda farkl: tiplerde ve sekillerde goriilmesi gibi kanitlar var.

Bircok kromozomal hastaligin, teratojenlerin ve tek gen hastaliklarinin NTD’ ler ile iliskili
oldugu diistiniilmektedir. NTD’ lerin parental orjininin genellikle anne tarafi oldugunu ve NTD

eger anne tarafinda varsa tekrarlama riskinin arttigin1 gésteren bir¢ok ¢alisma vardir.
NTD’ lerin genetigi 5 gruba ayrilabilir:

® NTD’ ler ile iliskili kromozomal hastaliklar

® NTD’ ler ile iligkili tek gen hastaliklar1

® NTD’ ler ile iliskili teratojenler
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® Folik asit bagimli NTD’ ler (Son c¢alismalar gostermistirki NTD” lerin %70 i folat
duyarli/folat bagimli ya da hamilelikten 6nce yeterli folik asit alinmasi ile 6nlenebilecek

tiirdendir.)
® Nedeni heniiz bilinmeyen multifaktdriyel grup

NTD’ Ier ile ilgkili kromozomal hastaliklar; Trizomil3,Trizomil8 ve Marker kromozom varligi
(Sepulveda W. ve arkadaslarinin yaptigi ¢calismada agik NTD li 144 hastanin prenatal kromozom
analizi yapilmigs 10’unda kromozom anomali tespit edilmistir. Bunlarda 7’si trizomil8, 2’si
trizomil3, 1 hastada mozaik marker kromozom varligi bulunmustur) olarak sayilabilir.
Kromozomal hastaliklar ile ilgili NTD olusum riski, matrenal yasa (ilerlemis yasla birlikte
trizomi riski arttigi i¢in), probanddaki kromozomal diizenlenmelere, ailelerde mevcut
kromozomal diizenlenmelerin tipi ve daha 6nce ayni kromozomal anomalili ¢ocuk varligina

baghdir.

Kromozom anomalisine bagl tekrarlama riski olduk¢a tahmin edilebilirdir. Parental germline da

mozaisizm varligina bagli olarak bir sonraki gebelikte mutlaka prenatal tan1 6nerilmektedir.

NTD’ ler ile iligkili tek gen hastaliklar1 olarak da; Serebrokostomandibular sendromu, Fraser
sendromu, Meckel Gruber sendromu, Otozomal dominant olarak kalitilan Waardenberg
Sendromu, Akrokallosal sendromu, Fankoni pansitopeni sendromu, Hydrolethalus sendromu,

Jarcho-Levin sendromu bu gruptadir.

Meckle-Gruber Sendromu, otozomal resesif kalitilan NTD ler ile birliktelik gosteren ve en sik

karsilasilan tek gen hastaligidir.

NTD’ leri ile iliskili goriildiigii birgok sendrom (Apert sendrom, Czeizel-Losonci Sendrom,

Weissenbacher-Zweymiiller Sendrom....) hastaliklar ve maternal risk faktorleri sayilabilir.

NTD etyolojisinde genetik faktorlerin etkili oldugunu gosteren bir diger kanitta, spontan abortus

olan NTD’li vakalarin kromozomal aberasyonlarla anlamli iliskisidir (Berg KF ve ark., 2007).

Bazi1 trizomilerde (trizomi-9,-13,-18) ve triploidide, malformasyonlara ilaveten meningosel,

meningomyelosel ve hidrosefali goriilebilmektedir (Rothman KJ ve ark., 1993).
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NTD olusumuna ait molekiiler faktorler arasinda c¢esitli hiicresel genetik faktorler on plana
cikmaktadir. MicroRNA’lar, folik asit yolaginda yer alan genler, MMP’ler bu faktorler arasinda
gosterilmektedir. NTD patofizyolojisinde, hiicre goc¢li, ECM yapilanmasit onemli bir yer

tutmaktadir.

2. 3. 3. 1. Ekstraselliiler Matriks

Ekstraseliiler matriks(ECM) hidrate polisakkarit bir jele gomiilii bir fibréz protein yiginidir.
Organizmada hiicreler arasindaki bosluklari dolduran ve bu hiicreleri birbirine baglayan komplex
bir yapidir. Hiicre biiyiimesi ve farklilasmasint kontrol eden pek c¢ok hormon icin rezervuar
gorevi yapar. Dokulardaki hiicrelerin bir arada tutulmasina yardimci olur ve organizmalara
yapisal destek saglar. Hiicre yasaminin devamliliginda gorev alir ve hiicrelerin gbcii ve birbirleri

ile olan iligkilerini diizenler.

ECM’deki makromolekiiller yerel hiicrelerden 6zellikle fibroblastlardan salgilanir. Eger matriks
daha oOzellesmisse Ornegin kemik ya da kartilaj ekstraseliiler matriksin molekiilleri daha
farklilagmis hiicrelerden (6rn. Osteoblastlar, kondrositler) salgilanir.

ECM’nin yapisin1 Kollajenlerden ayri olarak, yogun capraz bagl liflerden olusan ag seklinde
elastin molekdilleri, fibronektin, laminin glikoproteinler gibi ¢esitli proteinler ve proteoglikanlar
olusturur (Aksun S.A ve ark., 2001; Sagi | ve ark., 2015).

Kollajen, ECM yapisinda en fazla bulunan proteinlerdendir. 20 farkli tip kollajen
tanimlanmaktadir. Viicut agirliginin % 6’sin1 ve total viicut proteinlerininde % 30’unu olusturur.
Kollajenler baslica fibroblastlar, miyofibroblastlar, osteoblast ve kondrositler tarafindan
sentezlenmektedir. Bazi kollajen molekiilleri (Tip I, I, 111, VV ve XI) bir araya gelerek kollajen
fibrilleri olustururlar. Ekstraselliiler bir islem olan bu fibrillerin olusumu, terminal prokollajen
peptidlerinin prokollajene spesifik metalloproteinazlar araciligi ile yikilmasiyla meydana gelir.
Uzun kollajen fibrilleri matrikse destek verir ve ayni zamanda organize olmasini saglar. Tip IV
gibi baz1 kollajen tipleri ise, ags1 bir yap1 olustururlar. Tip IV kollajen bazal membran yapisinda

yer alan baslica proteinlerdendir.

Proteoglikanlar,  kovalent baghh  glikozaminoglikanlar  iceren  peptid  zincirleridir.
Glikozaminoglikanlar hyaliironik asit, kondroitin siilfat, keratan siilfat | ve Il, heparin, heparan

stilfat ve dermatan siilfat olmak {izere yedi simifa ayrilabilir. Doku kompartmanlari arasinda
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besin, metabolit ve hormonlarin difiizyonunu miimkiin kilarak bir faz olusturan proteoglikanlar,

ECM’nin organizasyonunda énemlidir.

Lifsel proteinler arasinda yer alan elastin, dokularin esnekliginden sorumlu olan ekstraselliiler
matriks proteinidir (Bosman F ve ark., 2003). ECM’nin temel proteinleri arasinda yer alan
fibronektin ve laminin glikoprotein yapisindadir. Fibronektin, C-terminalinden iki disilfid
kopriisiiyle bagli iki aym1 polipeptid zincirinden olusmus bir dimerdir. Iki temel formu var.
Coziiniir dimer olarak gesitli viicut sivilarinda, plazmada ve diger formu olan ¢6ziinmez dimer de
mezenkimal dokularda, arter ve ven duvarlarinda, bobrek, dalak, akciger stromasinda bulunur.
Cozinmez dimer fibronektin embriyonik gelisimde olduk¢a Onemlidir. Ciinkii embriyonik
hiicrelerin fibronektine adezyonu hiicre migrasyonu igin gereklidir. Arg-Gly-Asp (RGD)
dizilimleri araciligi ile fibronektinler integrinlerle de etkilesim igindedir (Miyamoto S ve ark.,
1998). Fibronektin molekiilleri, ECM’de genis agregatlar halinde bulunur ve hiicre adezyonuna
Onayak olur. Fibronektin, hiicre gociinde rol aldigindan dolay1 gelismekte olan MSS'de -nervous
system (CNS)- o6nemli bir glikoproteindir. Fibronektin, hiicre yapigsma 6zelliklerinin yaninda
besin maddelerini ve biiyliime faktdrlerini saptama kabiliyetine sahip olmasi nedeniyle doku

onariminda 6nemli roller oynamaktadir (Christian L ve ark., 2013).

Baslica fibroblast ve diger stromal hiicrelerden salgilanan hyaluronan, gikozaminoglikan
yapisindadir ve  ECM’de sinyal ileti ve adhezyon gibi bir¢ok hiicresel fonksiyonlarin

diizenlenmesinde rol oynamaktadir (Giiner G, 1996).

ECM, hiicrelerarasi bosluklarda interaktif ve dinamik olarak 6zel bir ortam olusturan yapidir
(Libby P ve ark., 2000). Bu yap1 igerenlerinin kombinasyonundaki c¢esitlilik doku formlarinin
farkliligina yol agar. ECM’nin remodellingi hiicre gogcii, proliferasyon, biiylime ve gelisme
boyunca biiyiik oneme sahiptir (Mott JD ve ark., 2004). Bu yiizden, hiicreler ve ECM arasindaki
bu etkilesim organizmanm normal gelisim ve farklilasmasinda ve bir¢ok patolojik durumda

anahtar rol oynar.

ECM, hiicrelerin 6zel fonksiyonlarinin gerceklestirmesi i¢in, kendilerini yonlendirecek hiicre ici

sinyalleme yollar1 ile direkt veya indirekt etkilesmesini diizenler (Libby P ve ark., 2000). Bu
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etkilesmeler organizmanin normal gelisimi ve fonksiyonu igin kritik rol oynar (Massova | ve ark.,
1998) . ECM’de bulunan proteolitik enzimlerden olan sistein proteazlar, aspartik proteazlar, serin
proteazlar ve matriks metalloproteinazlar, ekstraseliiler matriks yapisinin bilesimini ve
biitlinliigiinii diizenleyerek matriks molekiilleri tarafindan olusturulan sinyallerin kontrolii, hiicre
proliferasyonu, farklilasmasi ve 6liimiinde de temel rol oynar (Massova | ve ark., 1998; Garcia-
Touchard A ve ark., 2005). ECM, remodellingi ve degisiklikleri kat1 bir sekilde diizenlenmeye
ihtiya¢ duyar ¢linkii, i¢erenlerin kontrolsiiz birikimi ya da tersine artmis proteoliz ¢esitli patolojik
sapkinliklara yol agabilir. Matriks metalloproteinazlar (MMPler) ECM’deki diizenleyici

proteazlarin ana grubunu olusturur.

ECM sentez, par¢alanma ve yeniden yapilanma siireglerindeki hiicre regiilasyonu, doniistimii gibi

etkilerini MMP’ler araciligi ile meydana getirir (Sagi | ve ark., 2015; Okada Y., 2016).

2. 3. 3. 2. Matriks Metalloproteinazlar

MMP’ler, ECM'nin tiim protein bilesenlerini pargalayabilen, ana matriks bozucu proteinazdir
(Conant K ve ark., 2005). MMP’ler 6nemli peptid zinciri kisimlari icerir ve farkli bolgelerde ve
miktarlarda glikolizasyon gosteren Zn'? ve Ca'™ iyonlarma bagmh multigenik bir
endopeptidazdir. Katalitik bolgede bir Zn*? iyonu baglayan ii¢ histidin kalintis1 ile karakterizedir
(Sternlicht MD ve ark., 2001; Conant K ve ark., 2005). MMP’ler veya matrikzinler metzincin
siiper ailesinin i¢inde yer alir. Tiim hiicre dis1 matriks bilesenlerini pargalayabilirler. Ayrica
bunlarla simirlt olmayan ¢esitli hiicre dig1 substratlar1 da parcalamaktadir (Lagente V ve ark.,
2008). MMP'lerin kollajenler, fibronektin, lamininler ve proteoglikanlar dahil olmak {izere hiicre
dis1 matriks proteinlerinin lokalize hidrolizini katalize ettigi ve bodylece bag dokusunun
biitiinliigiinii degistirdigi disiiniilmektedir (Schwab M., 2011). Embriyogenez, normal doku
yenilemesi, yara iyilesmesi ve anjiyojenez ve aterom, artrit, kanser ve doku iilserasyonu gibi

birgok biyolojik siirecte merkezi bir rol oynamaktadir (Visse R ve ark., 2003).

MMP’ler proenzim olarak fibroblastlar, osteoblastlar, kondrositler, endotel hiicreleri, makrofajlar,
notrofiller, vaskiiler diiz kas hiicreleri, T lenfositler, trombositler, keratinositler, epitel hiicreleri,
mezangimal hiicreler, trofoblastlar, osteoblastlar gibi ¢esitli bag dokusu hiicrelerinden
salgilanirlar (Nagase H ve ark., 1999; Galis ZS ve ark., 2002). MMP’lerin dokularin yapisal

17



biitlinliigiinli degistirme yetenegi normal fizyoloji ve patolojinin belirli yonleri i¢in gereklidir.
Biiytime faktorleri, reseptorler, adezyon molekiilleri, diger proteinazlar ve proteinaz inhibitorleri
gibi siire¢ molekiilleri MMP’leri hiicre mikrogevresindeki fizyolojik ve patolojik olaylarin potent

denetgileri yapar. MMP’lerin asir1 aktivasyonu sayisiz hastalik durumuyla iliskilendirilmistir.

Organizmada fizyolojik olaylarin siirdiiriilmesinde MMP aktivitesi ile onlarin spesifik endojen
doku inhibitorleri (TIMP’ler) arasinda siirekli bir denge s6z konusudur (Lambert E ve ark.,
2004). MMP’ler ve TIMP’ler normal dokularda diisiik diizeyde eksprese edilirler ve birgok
biyolojik siirecte rol oynarlar. Bunlar arasinda embriyonik gelisim, organ morfogenezi, kemigin
yeniden modellenmesi, sinir hiicre gelisimi, yara iyilesmesi, anjiyojenez, inflamasyon, apoptozis,
immiin cevap gelisimi, blastosit implantasyonu, oviilasyon, servikal dilatasyon, postpartum uterin
involiisyonu, endometriyal siklus ve sa¢ folikiilii siklusu sayilabilir (Nagase H ve ark., 1999).
MMP’lerin rol aldig1 biyolojik siiregler ile ilgili tablo 2.2°de verilmistir.

Tablo 2. 2. MMP’lerin rol aldig1 biyolojik siiregler.

HUCRE APOPTOZU

AKSONAL BUYUME { EMBRIYOGENEZ

MMP7.9,
10,14.23.25

MMP 18 MMP 21,27,28

ANJIYOGENEZ / IMMON YANIT

MMP 2,16,19 MMP 1,12.13,14.24.25
FIZYOLOJIK
[ SURECLERDE
MMP LERIN
ROLLERI
£ (e
MORFOGENEZ
YARA |V|LE$MESI MM?P 23,27 MMP 3,10,13 14,22 36,28
I MMP 20 | \
UREME DOKU YENIDEN SEKILLENMESI
\ 4

Dis MINESI OLUSUMU
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MMP’ler nétral pH da aktiflesir ve ekstraselliiler matriksi pargalar. Tiim dokularda inflamatuar
ve ECM'nin degradasyonu veya yeniden sekillenmesi siireglerinde yer alir. Membran tipi
metalloproteinazlar MT-(MMP) haricindeki, MMP’ler inaktif form olan proenzim formunda

salgilanan ekstraseliiler enzimlerdir.

MMP ekspresyonu, gen transkripsiyonunu etkileyen faktorlerin etkisindeki gesitli fizyolojik ve
patolojik kosullarda gelisen dokunun yeniden modellenmesi sirasinda artar (Beaudeux JL ve ark.,
2004). Bu sirada MMP’lerin iiretiminin TIMP’lerin tiretimini agmasi ile aradaki denge bozulur.
Dengenin MMP aktivitesi yoniine kaymasi matriksin kontrolsiiz yikilmasina ve sonugta
patofizyolojik olaylarin olusumuna zemin hazirlar. MMP’lerin rol oynadigi patolojik olaylar
arasinda kanser ve ateroskleroz basta olmak tizere multipl skleroz, norolojik hastalik, Alzheimer
hastaligi, kan beyin bariyerinin yikilmasi, artrit, nefrit, gastrointestinal iilser, peridontal hastalik,
kornea {ilseri, deri ilseri, karaciger fibrozu, fibrotik akciger hastaligi, amfizemi Sayabiliriz

(Nagase H ve ark., 1999). MMP’lerin rol aldig1 patolojik olaylar ile ilgili tablo 2.3’de verilmistir.

Tablo 2.3. MMP’lerin rol aldig1 patoljik durumlar.

KRONIK VENOZ HASTALIKLARI

KANSER ‘ FIBROTIK HASTALIKLAR

MMP
2,3,9,10.26
MMP 12,37, MMP 1,3
KARDIYOVASKULER 5.17,19,21-28 / INFLAMASYON
F

PATOLOJIK
DURUMLARDA
[ MMPLERIN

ROLLERI :
)&

VIRAL ENFEKSIYON I"""”"""""""-"’ I

MMP
12,1924

OSTEOQARTRIT AKCIGER HASTALIKLARI

KARACIGER HASTALIKLARI

v

NOROLOJIK HASTALIKLAR
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MMP‘ler, ECM bilesenlerinin yani1 sira bir takim biiylime faktorleri, reseptorler, kemokinler, Fas
ligandi, diger proteinazlar, integrinler ve hiicre-hiicre adhezyon molekiilleri gibi ECM dis1
bilesenlerin de yikimindan sorumludurlar (Chakraborti S ve ark., 2003). MMP’ler ¢ok farkli
dokularda tespit edilmis olmasi ve genis faaliyet yelpazesinden dolayi hastaliklarda terapotik ilag
hedefi olarak potansiyelinin aydinlatilmasi veya doku onarim siirecindeki 6nemli 6zellikleri,
farkli hiicresel konumlardaki ve farkli hastalik asamalarindaki rollerinin dikkatle analiz edilmesi

gerekmektedir (Murphy G. ve ark., 2008).

2.3. 3. 2. 1. Matriks Metalloproteinazlarin tarihgesi

MMP’lerden ilk defa depolimerize edici enzimler olarak anjiyogenezde ve tiimor biiyiimesinde
oynadigi roller nedeniyle 1949°da bahsedilmistir. Bu enzim ailesinin ilk iiyeleri Jerome Gros ve
Charles Lapiere tarafindan 1962’de metamorfoz sirasinda rezorbe edilen iribas kuyruklarindan
elde edilen kiiltiirii yapilan doku pargalarindan salgilanan gergek bir kollajenazin gosterilmesiyle
kesfedildi. Iribag kurbaga kuyrugunun rezorbsiyonundan elde edilen bu enzim daha sonralari
matriks metalloproteinazlar ya da matriksinler denen proteaz ailesinin prototipi kollejenaz-1
olarak adlandirildi (Gross J ve ark., 1962). Bu enzim insanda ilk defa 1968'de proMMP (MMP
zymogen olarak da bilinir) aktif olmayan formda insan cildinden izole edilmistir (Zitka O. ve
ark., 2010). Kisa zamanda bu ¢aligmalar ¢ok ¢esitli dokularda benzer bir aktiviteyi gostermek i¢in
genisletildi(Clark 1.M, 2001). Bu enzim ECM'yi hizli bir sekilde yeniden sekillendirmekle
beraber hiicre farklilagsmasini, bitylimeyi ve apoptozu tetikler (Shi Y.B ve ark., 1998 ). Bu bulus,
arastirmacilart insan dokularina bakmaya tesvik etmistir. Cilinkii kollajenin bozulmasi yara
iyilesmesi, doku ilseri, doku rejenerasyonu ve artrit, kanser, ateroskleroz ve anevrizma gibi

hastaliklarda 6nem arz etmektedir.

Giintimiizde 28 farkli genin tim insan MMP'lerini kodladigi saptanmistir (Zitka O. Ve ark.,
2010). MMP’lerin 23’iiniin insanlarda sentez edildigi gosterilmistir(Visse R ve ark., 2003).
MMP-18 icin insan ortologu heniiz bilinmiyor; sadece kurbagalarda zenopus sinifinda oldugu
bildirilmistir (Woessner JF Jr, 1994; Murphy G ve ark., 1997). Son 20 yildir, patolojik doku
yikimini iceren hastaliklarin bir¢ogunun MMP anormal iiretim veya aktivasyonu ya da dogal
matriks metalloproteinaz doku inhibitorlerinin (TIMP) eksikligi ile iliskili oldugu gosterildi. Bu

anlayis, ilag enddstrisinin, 1990’ larin sonunda kanser ve artrit gibi hastalilar i¢in potansiyel
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tedavi araci olarak klinik ¢alismalara giren sentetik MMP inhibitorleri (MMPI) gelistirmesine yol
acti.

Bununla beraber, birgok biyokimyasal olayda rol oynayan metalloproteinazlara ilgi yillar
boyunca artmis ve ailenin ¢esitli liyeleri iizerinde yapilan kapsamli yapisal ve islevsel analizler,
onlarin etki mekanizmalarin1 daha iyi anlamak ve tasarim i¢in daha akilci yaklagimlar yapmak

icin temel olusturmustur (Sagi | ve ark., 2015).

2.3. 3. 2. 2. Matriks Metalloproteinazlarin molekiiler yapisi

MMP'ler, Kkatalitik bdlgede bir Zn*? iyonunu baglayan ii¢ histidin kalintis1 ierir. Cinko ve
kalsiyum bagimli endopeptidazlardandir. MMP’lerin fibroblast kollajenaz (collagenase-1) veya
MMP-1 ile katalitik alan dizi benzerligi aile iiyeligi i¢in bir kriter olarak gosterilmektedir. Birgok
grup c¢alismasi, kollajenazin ii¢lii sarmali C terminal ugtan dortte biri kadar mesafede ki bir
noktasindan kestigi ve faaliyetlerinin metal bagimli oldugunu géstermistir (Parks W.C ve ark.,
1998 ). MMP'ler M 10 ¢inko metalloproteinaz ailesindendir. Tiim MMP'ler katalitik bolgelerinde
karakteristik Zn*?iyonu baglama motifi HExxHxxGxxH'ye sahiptir.

Genel olarak MMP'ler, bir sinyal peptit bolgesi(predomain) ve bunu takip eden N-terminal
propeptit ( prodomain), katalitik (CAT) domain alan1 olmak {izere li¢ ana kisimdan meydana
gelir. Bazt MMP’ler linker (mentese) bolgesi ve C-terminal hemopeksin benzeri (HPX), Furin
benzeri enzim tanima bolgesi ve Fibronektin tip 11 benzeri ii¢ tekrar bolgesi gibi yapisal alanlar
da icerir. Membran tipi (MT) MMP'lerde ise hiicre zarmna baglanmay1 saglayan ek bir
transmembran(TM) alan1 vardir. TM alanindan sonra kiigiik bir sitoplazmik "kuyruk" gelir (Sagi |

ve ark., 2015). MMP’lerin genel domain yapist sekil 2.1°de gosterilmistir.
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Transmembran domain

Sinyal peptid .
=’mp eptid Hazmopzksin
Menteze domam
Furin pargalama bolzast
bolgast V /\/a— ,19/. Sitoplazmik
kuyrok
TipII "xbronektm Iutahtd». domain
tekrarlar MT-loop
Sistein dizisi <> Iz-benzeri GPI N-terminal sinyal
domain bazlantist bazlantist

Sekil 2.1. MMP genel domain yapisi (Keles D., 2009).

MMP’lerin yapisindaki protein bolgelerini asagidaki gibi siralayabiliriz (Eser B., 2017 ):
1. Predomain (Sinyal peptit)

2. Prodomain (Propeptit)

3. Katalitik domain

4. Mentese bolgesi (Prolinden zengin bolge, linker)

W

. Hemopeksin benzeri bolge

6. Furin benzeri enzim tanima bolgesi

7. Fibronektin tip II benzeri 3 tekrar bolgesi
8. Transmembran bolge

1. Predomain: Genel domain yapisinda ilk bolgedir. N-terminal sinyal dizisi veya "Pre™ alan da
denir (Clendeninn N.J ve ark., 2001.). 80-90 aminoasit igeren aminoterminal propeptiddir (Aksun
S.A ve ark., 2001 ). Latent enzimde bulunmayan sinyal peptid dizesidir. Bu kisim enzimi
salgilama i¢in isaretler ve ardindan salgilanma sirasinda yapidan uzaklastirir. Sinyal peptit iceren

bu kisim endoplazmik retikulumdan ilk sentezlenen proteindir (Oncel M., 2012).

22



2. Prodomain: Propeptit bolge de denir. Predomain bolgeden sonra gelir. Yaklasik 66-120
aminoasitten olusur (Sagi | ve ark., 2015). Tim MMP’lerde enzimin kalic1 formda kalmasindan
sorumludur ve enzimin aktive olmasi sonrasinda ortamdan uzaklastirilir. Prodomainin ¢ikarilmasi
inaktif proenzimin aktif forma doniismesini saglar (Aksun S.A ve ark., 2001 ). Bu islemi,
katalitik Zn*? iyonu baglayan bolgeyle etkileserek enzimin inaktif formda kalmasim saglayarak
yapar (Oncel M., 2012).

3. Katalitik domain: Propeptit bdlgesinin ayrilmasiyla yapisindaki Zn*? iyonlar1 sayesinde
enzim aktivitesini saglayan bélgedir (Oncel M., 2012). 160 aminoasitten meydana gelir.
Katalitik bolgede histidin rezidilleri bulunur ve bundan dolayr  fonksiyonel stabilitenin
korunmasinda rolii vardir (Aksun S.A ve ark., 2001 ). igerdigi histidin rezidiileri, Zn*? iyonu i¢in
3 ayr1 baglanma bélgesini yapmakltadir. Inaktif MMP’lerde bulunan propeptid bolgesindeki
sistein rezidiisii ise Zn*2 iyonu i¢in dordiincii bir baglanma boélgesidir. Katalitik bolge 3 alfa
heliksinden ve biikiilmiis 5 iplikli beta tabakadan meydana gelmistir (Oztirk O.G., 2013).
Katalitik bolge aym zamanda Zn*? iyonu baglayici bolim ve korunmus metiyonin aminoasiti
icerir. Bu bdlge, MMP’lerin enzimatik aktivitesini ve stabilitesini korumak icin katalitik Zn*?
atomu ve buna ek olarak yapisal Zn*? atomu ve 1 ya da 3 tane Ca™ atomu igerir (Giizel S.,
2008).

Baz1 MMP’lerde bulunan diger bolgeler ise;

4. Prolinden zengin bolge (Mentese) : Katalitik domain ile Hemopeksin benzeri bolgeler
arasinda bulunur. Yaklasik 5-10 aminoasitlik meydana gelir. Bu bdlgenin substrat dzgiilliigiiniin

tanimlanmasinda rol oynadig: diisiiniilmektedir (Clendeninn N.J ve ark., 2001 ).

5. Hemopeksin benzeri bélge: Hem baglayan molekiillere dizin benzerliginden dolay:
hemopeksin benzeri bolge olarak isimlendirilmistir. 210 aminoasitlik bir alana sahiptir (Sagi | ve
ark., 2015). Bu bolge, N ve C terminal uglarini baglayan disiilfit bagi igerir ve katalitik bolgeye
prolinden zengin bir kisim ile baglanir. Islevi net bilinmemekle birlikte substrat spesifitesini
saglama ya da plazminojen aktivator iirokinaz sistemine analog olma 6zelligi ile hiicre yiizey

reseptor alanimi tanima fonksiyonu oldugu diistiniilmektedir. Substrata baglanma ve TIMP ile
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etkilesime girmede fonksiyonel rolii vardir (Aksun S.A ve ark., 2001; Clendeninn N.J ve ark.,
2001 ). C-terminal hemopeksin benzeri alan hem substrat baglama hem de TIMP ile etkilesime

girer (Conant K ve ark., 2005 ).

6. Furin benzeri enzim tanima bélgesi: Propeptid ile katalitik domain arasinda bulunur. 10
aminoasitten olusur. MMP-11, -21, -23, -28 ve MT-MMP’lar bu bolgeye sahiptir ( Parks W.C ve
ark., 1998; Aksun S.A ve ark., 2001). Bu bolgede bulunan proenzimler intraselliiler aktivasyonu
meydana getirir (Rundhaug J.E., 2005). MMP-11, -21, -28 Furin ile aktive olur (Okada Y.,
2016).

7. Fibronektin tip II benzeri 3 tekrar bolgesi: Katalitik bolge tizerinde bulunur. Denatiire
edilmis tip IV ve V kolajenleri, elastin ve tip I kollajeni bagladigi ve dolayisiyla substrat
ozgiilliigiine katkida bulundugu saptanmistir (Conant K ve ark., 2005; Oncer M., 2012 ).
Gelatinaz A ve B’de (MMP-2 ve -9) bulunur (Aksun S.A ve ark., 2001).

8. Transmembran bolge: MT-MMP’lerde bulunur. MT-MMP’ler hiicre yiizeyine bu
transmembran bolge ile veya glikozilfosfotidil inozitol kancasi ile tutunurlar (Oztirk O.G.,
2013). MT-MMP'ler, hiicre zarma tutunma ozelliklerine gére, TM-tipi ve glikosilfosfatidil-
inositol (GPI) tipi olmak iizere iki gruba girer. MT1-MMP (MMP- 14), MT2-MMP (MMP-15),
MT3-MMP (MMP-16) ve MT5-MMP (MMP-24) tip 1 transmembran protein grubundadirlar.
Kisa bir sitoplazmik kuyruga sahiptir. Bu, hiicre ici trafigin ve proteazlarin aktivitesinin
diizenlenmesinde rol alir. MT4-MMP (MMP-17) ve MT6-MMP (MMP-25) ise bir GPI aracili
mekanizma ile hiicre yilizeyine baghdir. TM alami MT-MMP'larin TIMP'lerle etkilesime
girmesinde rol alir (Sagi |. Ve ark., 2015 ). Domain yapisinin farklt olmast MMP’lere farkli
ozellikler kazandirmistir. Domain yapilarma géore MMP alt gruplar sekil 2.2°de gosterildigi
gibidir.
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Matrilizinter: /;b

MMP-7, MMP-20

Kollajenazlar, stromelizinler ve diger c.
AP ler MNP-1, MMP-S, MNP-13, /M ‘
MMP-2, MNP-10, MMP-12, MNP-1Q, '

MMP-20, MMP-27 /\’c
Jelatinazlac: MNP-2, MNP-G //;- /\/u

-»
Fécin ile aktive edilen MMPler: /
MMP-11, MMP-21, MMP-22 ' /\/c

Membran-tip NP ler: /—(b
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GPI bagls MMP'ler: ’//AQ'
MT4-MMP, MTE-MVP | 4 /\,u-M

Tip II transmembran: // ‘Q

MMP-224. MNP-228 ” | =

Sekil 2.2. MMP’lerin domain yapilarina gore alt gruplari (Keles D., 2009 ).

2.3. 3. 2. 3. Matriks Metalloproteinazlarin Regiilasyon, aktivasyon

MMP’ler islevsel olabilmeleri igin proteolitik kirilma ile aktif forma dontismelidirler.. Proteolitik
aktiviteleri 3 basamakta duzenlenir;

1.Transkripsiyonel diizenleme

MMP’lerin ekspresyon diizeyleri saglikli yetiskinlerde genellikle diisiik seviyededir. Bu durum
farkli fizyolojik ve patolojik durumlara gore degisebilir. MMP gen ekspresyonu TNF-a, TGF-p,
IL-6, IL-1 gibi inflamatuvar sitokinlerle, trombosit kaynakli biiyiime faktorii (PDGF) ve
epidermal biliylime faktorii (EGF) gibi bir¢ok biiylime faktoriin ve hormonlar ile uyarilabilir.
Dontistiiriicti biiytime faktorii-p (TGF-B), heparin, kortikosteroidler, retinoidler, prostoglandin E2
(PGE2) ve diger eikozanoidler ise MMP gen transkripsiyonunu baskilar. Ornegin TGF-B MMP-2
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ve MMP-9’un diretimini uyarirken MMP-1 ve MMP-3'iin iretimini baskilamaktadir
(Phatharajaree W ve ark., 2007; Sen F., 2012; Din¢ M., 2012).
Bunlarla beraber yapilan baska c¢aligmalara gore c-fos ve c-jun metalloproteinaz gen

ekspresyonunun 6nemli regiilatorleridir (Aksun S.A ve ark., 2001 ).

2.Proenzimin Aktivasyonu ile Diizenleme

Hiicreden salinan MMP’lerin ¢ogu inaktif proenzim (zimojen) yapidadir. Latent

zimojenlerin uyarilmasi hiicre i¢inde olabilecegi gibi MT-MMP'ler araciligiyla hiicre yiizeyinde
ve proteazlar veya daha onceden etkinlesmis MMP'ler yoluyla hiicreler arasi boslukta meydana
gelmektedir (Sen F., 2012). Propeptid igeren inaktif MMP’ler, otokataliz, doku veya plazma
proteinazlari, opportunistik bakterial proteinazlar ve iirokinaz plazminojen aktivatér/plazmin
sistemi veya diger MMP’ler ile aktiflesir. Plazmin MMP’lerin temel fizyolojik aktivatoriidiir.
Ornegin bazi hiicrelerin yiizeylerinde bulunan proMMP-2’nin aktiflesmesi MT-MMP’ nin
mediatorligiinde olabilmektedir. MMP‘lerin biiyiik kism1 ekstraselliiler, diger kism1 olan MMP-
11, -14, -15, -16,- 17 ve -28 furin benzeri serin proteazlarda intraselliiler ve diger bazilarida
periselliiler olarak aktive edilebilmektedir (Borkakoti N., 1998; Okada Y., 2016).

MMP enzim aktivitesinin diizenlenmesi sekil 2.3’de gosterilmistir.

_;poum etkiler @ Negatif etkller@

IL-1, TNF o, MMP cenlen' '
PDGF, EGF \ ; e

TGF-2, haparin,
sootihostaro it s,

| Translkoripsiyon lretinoidiar, PG E,
THF o i | . -
Aktivasyon T [ T
[ - -' Latcnl Zimojenier
PAI-2 (Prv mp Feer)

uPA, Plazmin __.. | Akctivasyon _77.-
MTMMP - R P T AN

oxitif f..dbacd Mf MM '.d

| o — [ aymmmlln;-n‘i

‘ Hatrlks proteollu >—

—_— nogauf atialer

Sekil 2.3. MMP enzim aktivitesinin diizenlenmesi (Reel B., 2006 ).
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Sistein rezidiisii icerdigi stilfidril grubuyla proMMP’lerin aktiflesmesini engellemek igin katalitik
bdlgedeki Zn*? iyonuna baglanarak yapar. ProMMP aktive olabilmesi igin Sistein ve Zn*? iyonu
arasindaki etkilesimin bozulmasi gerekir.

Salgilanan bazi MMP'lerin aktivasyonu, TIMP'e bagli yolakda membran tipi MMP'lerle
proteolitik boliinme sonrast hiicre yiizeyinde meydana gelmektedir. Diger MMP'lerin aktivasyonu
ise plazmin, Kallikrein ve triptaz gibi doku proteinazlar tarafindan baslatilan bir aktivasyon
kaskatinin bulundugu hiicre dis1 ortamda olusmaktadir. Bu siire¢, proMMP aktivatorleri olarak
islev goren aktive edilmis MMP'ler tarafindan gergeklestirilir. Membran tip ve salgilanan birkag
MMP, furin ve ilgili hiicre i¢i serin protein Oncii doniistlirlicii proteinazlar tarafindan, hiicre

yiizeyinde aktive edilir (Overall C.M., 2002).

3.Doku Inhibitirleri ile Diizenleme

MMP aktivitesinin kontroliinde spesifik doku inhibitorleri olan TIMP’ler anahtar rol oynar.
Bunlarin disinda a2-makroglobulin, heparin, tetrasiklinler ve sentetik inhibitorler de aktif MMP
inhibitorleri arasinda bulunmaktadir (Reel B., 2006 ). TIMP’ler bag dokusunun diizenlenmesinde
rol alan temel proteinlerdir. Pek ¢ok viicut dokusu ve sivilarinda bulunurlar. MMP’lere geri
doniistimsiiz ve non-kovalent bi¢cimde baglanarak latent enzim formunun aktivasyonunu ve
katalitik aktivitenin siirdiiriilmesini de inhibe ederler (Ding M., 2012 ). Insanlarda dort cesit
TIMP tanimlanmistir. TIMP'lere yapisal benzerlik gdsteren ve MMP inhibitérleri olarak islev
gormelerini saglayan alanlar igeren, prokollajen C proteinaz arttirict protein (PCPE), Tip IV
kollajenin NC1 domaini, geri kazanim indiikleyici sistein agisindan zengin protein olan kazal
motifleri (RECK) ve doku faktorii yolagi inhibitorii-2 (TFPI2) gibi bazi molekiiller de
inhibisyonda rol almaktadir (Clark I.M, 2010 ). TIMP'ler genel olarak etkinlesmis MMP'lerin
katalitik bolgelerine baglanarak substratlarina baglanmalarimi onler. MMP’ler ile koordineli
olarak eksprese edilmekte ve aktive olmus enzimi inhibe ederler. Otoaktivasyonu inhibe
etmemektedirler. Bu durum MMP’lerin, TIMP’ler ile inaktive olana kadar etki gdstermesini
saglamaktadir. Bu sekilde ekstraselliiler matriks yikimi kontrol altinda tutulmaktadir (Oztiirk
0.G., 2013).
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2.3. 3. 2. 4. Matriks Metalloproteinaz ailesinin iiyeleri

ECM bilesenleri proteinazlar araciligi ile parcalanir. Katalitik mekanizmaya gore proteinazlar;
aspartik proteinazlar, sistein proteinazlar, serin proteinazlar ve metaloproteinazlar olmak {izere
dort baslik atinda siniflandirilabilir (Okada Y., 2016 ). MMP'ler genellikle organizasyonuna ve
substrat tercihlerine gore siniflandirilirlar; kolajenazlar, jelatinazlar, stromelizinler, matrilyzinler,
membran tipi (MT) -MMP'ler ve diger MMP'ler olmak {izere 6 sinifa ayrilmistir (Hoekstra R ve
ark., 2001; Kuzuya M ve ark., 2003; Visse R ve ark., 2003; Sagi | ve ark., 2015).

Serralisinler Adamlisinler Matriksinler=MMP
Jelatinazlar Matrilisinler
x—:m:LD : T'D
MMP2 ve MMPS MMP7 ve MMP2&

Arketipal MMP'ler Furin aktive olzbilen MMP'ler

7 ﬁ
Kollejenazlar 8B 8 I )
MMP1 MMPS [ =D Salimm GPl-demirli
ve MMP13 »n- T s 4 e — SN
Stromelisinler "
MMP11,MMP21 ve MMP22 MMP17 (MT4-MMP) ve
MMES ve MMPAD MMP25 (MTE-MMP)
Digerleri Tip | transmembran ip Il transmembran
MMP12, MMP18, f— D— ©OeC=/"/"0—
MMP20 ve MMP27 = —
MMP14{MT1-MMP),MMP15[MT2-MMP), MMP23
MMP16{MT3-MMP)ve MMP24(MT5-MMP)
[ sinyal peptid r g Cinkoiceren katalitikdomain 3§ Hemopeksin domain @ sisteinden zengin domain
2% Propeptid domain <> GPidemirli domain 0 Fibronektin tip Il motif ©) jmminozlobilin benzeri
I sitoplazmik domain —) Baglayic ¢ Proprotein donustiricl  gomain
B Transmembran domain Hinzge tanima dizisi

Sekil 2.4. MMP siiperailesine ait siniflandirma (Vandenbroucke R.E ve ark., 2014).
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Insan genom ve biyoinformatik dizilim ¢alismalar1 MMP'lerin bu yeni smiflandiriimasinin
yapilmasina imkan saglamigtir. X-1s11 kristalografisi ve niikleer manyetik rezonans (NMR)
caligmalart bircok MMP'inin yapisini gostermeyi miimkiin hale getirmistir (Zitka O ve ark.,
2010). Proteazlar1 kodlayan genler tarfindan kodlanan 23 MMP vardir. Buna ek olarak MMP-16,
MMP-19, MMP-21, MMP-23 ve MMP-28 olmak tizere bes adet, daha ek kisa izoformu ve
katalitik olarak inaktif MMP-1’¢ benzeyen MMP’lerde vardir (Sagi | ve ark., 2015 ). MMP,
katalitik alanlarinin yiiksek sekans benzerligi ile ele alindiginda en az 25 farkli omurgali MMP
karakterize edilmistir. Iki dzdes form iceren ve iki ayr1 gen tarafindan kodlanan MMP-23
(MMP23A ve MMP23B) de dahil olmak iizere, insanlarda 24 farkli MMP bulunmustur (Loffek S
ve ark., 2011 ).

MMP'ler, substrat Ozgiilliigii, primer yap1 ve hiicresel lokalizasyona goére Kkollajenazlar,
jelatinazlar, stromelizinler, matrilizinler ve MT-MMP'ler olmak tiizere en az bes ana gruba
ayrilmistir. Fakat, makrofaj elastaz (MMP-12), stromelisin-3 (MMP-11), MMP-19, enamelisin
(MMP-20), CA-MMP (MMP-23) ve epilisin (MMP- 28) bu siniflandirmalarin higbirine
uydurulamamistir. Kollajenolitik aktivite gosteren ve membrana bagli olan MT1-MMP (MMP-
14) ise birden fazla gruba dahil edilmistir (Murphy G ve ark., 2002).

Bagka bir siniflandirmada ise, MMP'leri substrat tanima ve bdlme mekanizmasina gore;
kollajenazlar, matrilizinler, stromelizinler, jelatinazlar, membrana bagli MMP’lar ve grup
belirtimi olmayan MMP'ler olarak alt1 kategoriye ayirilmistir (Sagi | ve ark., 2015 ).

Bagka bir ¢alismada ise 24 insan ve 23 fare geni tarafindan kodlandigi belirtilen MMP'ler
domain yapilarina gore siniflandirilmig olup, bunlar dort ana bashik altinda Kkolajenazlar,
stromelizinler, jelatinazlar ve membran tipi MMP'ler (MT-MMP) olarak adlandirilmistir (Rivera
Sveark., 2010).

Domain yapilan tarafindan saglanan biyokimyasal 6zelliklere ve bunlarin substrat 6zgiilliigiine
gore insan MMP ailesi, salgilanan tip MMP'ler ve membrana baglanmis MMP'ler olmak iizere iki
ana alt gruba ayrilmigtir. MMP-4, -5 ve -6, bilinen diger MMP'ler ( MMP-2

ve -3) ile 6zdes olduklart i¢in listeden g¢ikarilmlistir. Xenopus kollajenaz-4 ve tavuk MMP'i
olarak tanimlanan MMP-18 ve -22 de listeye dahil edilmemistir (Okada Y., 2016 ).

MMP ailesi, baslangicta, kollajenazlar, jelatinazlar, stromelizinler ve matrilizinler gibi sinirh
bilgiye gore tanimlayici isimlerle substrat 6zgiilliigiine gore siniflandirildi. Fakat yeni MMP’lerin

kesfi ve zaman i¢inde yapilan g¢alismalar ile substrat ozgiillik tiiriine dayali adlandirmanin

29



yetersiz oldugu ortaya konuldu.
MMP-5 ve MMP-6) listeden ¢ikarildi. Cilinkii giincel ¢alismalar, bu gen iirlinlerinin mevcut
olmadigimi veya daha onceden agiklanan iiyeler ile ayni oldugunu gosterdi. MMP'lerin nasil
gruplandirilmas1 gerektigi konusunda fikir birligi
uzmanlar, genel olarak bunlar1 yapisal benzerlikleri, substrat 6zgiilligii veya doku ekspresyonuna

gore siniflandirmistir (Greenlee K.J ve ark., 2007 ). MMP tiirlerine ait siniflandirma asagidaki

tablo 2.4’de goterilmistir.

Eski calismalarda gosterilmis olan bazi MMP'ler (MMP-4,

¢ok olmasa da bu alanda c¢alisan farkl

ark., 2011;

Tablo 2.4 MMP tiirlerine ait siniflandirma (Zitka O ve ark., 2010; Loffek S ve
Kapoor C ve ark., 2016 ).
MMP no Sansfi Proteaz ssam EC no Kromozom MA MA
lokasyonu latent akuf
1 MMP-1 Kollaje: 1 Kollo 1 EC3i4247 11q22-q23 55 45
(mtersitisyvel kollojenaz)
2 MMP-2 Jelatnaziag Jelammaz A EC3 42424 16ql3 72 66
(72 kDa jelatunaz)
3 MMP-3 Suwomehsmler | Swomehsin-1 EC3 42417 11q23 57 45
o MMP-7 Marmnlisanler Marnlssan-1 EC3 42423 1121922 28 19
(PUMP-1)
5 MMP-8 Kollajenazlar Kollojenaz-2 EC3 424 34 I1q21-q22 75 58
(notrofil kollojenax)
6 MMP-9 Jelntinszlar Jelatmaz-B EC3 424 35 20qL1 2- 92 86
(92 kDa jelatinaz) ql3.l
7 MMP-10 Swomelisinler | Swromelizin-2 EC3 4222 11922 3-q23 57 41
3 MMP-11 Swomelisinler Swomehzin-3 22qi1 2 s1 44
9 MMP.12 Diger Memlloelastaz EC3 42465 119222 54 4522
enzamler (makrofa) elastaz) Q23
10 | MMP-13 Kollajenazlar Kollojenaz-3 I3 EC34.24 8B4 11q22.3 60 48
(Onceden BRENDA
tarafindan venloug
olan mumarm)
11 MMP.14 MT-MMP MT.IMMP Edqll-ql2 66 56
EC 3.4.24.80
12 | MMP-15 MT-MMP MT-2MMP - 16ql2 2-q21 72 60
13 | MMP-16 MT-MMP MT-3IMMP 8q21 63 52
14 | MMP-17 MT-MMP MT-4MMP 1lq2a 57 53
15 | MMP-18 Kollajenazlar Kollojenaz-4 - 55 42
(Xenopus collagenase)
16 | MMP-19 Diger RASI1 12ql4 54 45
enzumler
17 | MMP-20 Dager ename lism 11q22 3 53 22
enzamler
18 | MMP-21 Diger I kromozomda tanamilc Ipi6 3 70 a3
enzumler MMP
(XMMP (xenopus)
19 | MMP-22 Diagter I krosozomda tansenl Ipi6 3 52 43
@7 enzunler MMP
(CMMP (chicken)
20 | MMP.23 Dager Insan over cDNA"sinda -
enzamler (CA-MMP)
21 | MMP-24 MT-MMP MT.5MMP 20ql1.2 63 45
22 | MMP.25 MT-MMP MT.6MMP 16pl33 56
(lokolizin)
23 | MMP-26 | Matnh=anler Matnlizan-2 11pl5 28
(endometaz)
24 | MMP-28 Dager Epilisan 17qi1 2 39
enzmmler (55>
25 | MMP-29 Ismlendinlmemis
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2.3. 3. 2. 5. Matriks Metalloproteinaz-substrat iliskisi

MMP'ler dokularin yeniden bigimlendirmesini diizenler ve c¢esitli ECM proteinlerinin
degredasyonunu saglar. Kollajen ve elastin, damar duvarinin yapisal biitiinliigii i¢in gereklidir ve
major MMP substratlaridir. Cesitli MMP'ler kollajen alt tiplerini farkli etkinliklerle
pargalamaktadir. Diger MMP substratlar1 ise agrekan, entaktin, fibronektin, jelatin, laminin,
tenasin ve vitronektini igerir (Moore KL., 2008 ).

MMP'ler, kollajen, elastin ve laminin gibi gesitli ECM substratlarin1 degrede edebilir (Liu J ve
ark., 2017).

MMP —sustrat iliskisine ait tablo 2.5’de verilmistir.
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Tablo 2.5. MMP - sustrat iligkisi (Zitka O ve ark., 2010; Loffek S ve ark., 2011; Kapoor C ve

ark., 2016 ).
MMP no Smfy Proteaz 1som Substratiar
MMP-1 Kollajenaziar Kollojenaz-1 Kollajen (IHIL VIL VIO ve X). jelatin agrekan 1-seleknn IT-15.
(1ntersmtisvel kollojenaz) proteoghkaniar. entaktm. ovostatin, MMP-2 MMP-9
MMP-2 Jelatinazlar Jelatinaz A Jelatin_ kollajen IV-VL X elastin fibronektin
(72 kDa jelatinaz)
MOP-3 Stromehsmler Swomehsin-1 Kollajen (III-V ve IX). jelatin agrekan perickan dekonn laoumn
elastin_ kazem osteonekim ovostatin entaktun plazmunojen MBP.II-
16. MMP-2/TIMP-2. MMP-7. MMP-8. MMP-9. MMP-13
MMP-T Matrshisinler Matmblism-1 Kollajen (TV. X} jelatin agrekan dekonn fbroneknn lamsmn
(PUMP-1) elastin_ kazemn transfermn plazminojen. MBP. f4-mtegnn MMP-1.
MMP-2_ MMP-9. MMP-9'TIMP-1
MMP-8 Kollzjenazlar Kollojenaz-2 Kollajen (I-IIL. V. VIL VII ve X). jelatin. aprekan fibronektin
(notrofil kollojenaz)
MMP-9 Jelatinazlar Jelatinaz-B Kollajen (IV, V. VIL X ve XIV). jelatin_ entaktin agrekan elastn
(92 kDa jelatnaz) fibronekom . osteonekim plazminojen. MBP_IL-18
MMP-10 Stwomehsmler | Swomebzin2 Kollajen (II-V). jelatin kazem agrekan elastn MMP-1. MMP-8
MAMP-11 Stromehsmler Swomelizin-3 Bilinmsvor (kazein)
MMP-12 Dager enzimler | Metalloclastaz Kollajen IV_jelatin elastn_ kazemn fibroneknin vitronektn lzomon
(makrofa; elastaz) entaktin MBP. fibrmogen. fibnn. plaznunojen
MMP-13 Kollajenaziar Kollojenaz-3 Kollajen (HIV, IX_ X ve XIV). jelatin_ plazminojen agrekan perlekan
fibronektn. osteonsktm MNMP-9
MDIP-14 MT-MMP MT-IMMP Kollajen (I-I). jelann kazein fibronekun laminm witronektm
entaktin proteoghkanlar MMP-2. MAMP-13
MMP-15 MI-MMP MT-2MMP Fibronektm entaktin lanpmnin agrekan perlekan: MMP-2
MMP-16 MT-MMP MT-3MMNP Kollajen IML jelatin kazem fibroockan MMP-2
MOP-1T MT-MMP MT-4MMNP -
MMP-18 Kollajenazlar Kollojenaz—<4 Tip 1 kollagen
(Xenopus collagenase)
MAMP-19 Difer enzimler | RASI1 Tip 1 kollayen
MMP-20 DiZer enzimler | enamelisin Amelojemin. agrekan. COMP
MMP-21 Difer enzimler | 1 kromozomda tanimh -
MMP
(XMMP (xenopus)
MMP-22 Dager enzimler | 1 kromozomda tanimh -
27 MMP
(CMMP (chicken)
MMP-23 Dager enzimler | Insan over cDNA"smda -
(CA-MMP)
MMP23 | MIMDMP MT-SNMP Fibronektin kollajen tip 1 32 da lanunm vok
MMP-25 MT-MNMP MT-6MMP Projelatinaz A
(lokohzin)
MMP-26 Mamlisinler Mambzm-2 Kollajen IV_ fibronektin fibnnojen. jelatin_ a(1)-protemaz mhibstor
(endometaz)
MMP-28 Dager enzimler | Epilisin -
MMP-29 Isimlendmimenns -

2.3.3.2.6. Matriks Metalloproteinaz-inhibitérleri iliskisi

MMP’lerin aktivasyonu ve inhibe edilmesi bir denge halindedir. ECM’de, genel proteinaz
inibitorli olarak bilinen a2-makroglobulin MMP’leri inhibe eden faktorlerin basinda gelir. Bir

digeri ise C-reaktif protein olup antikollajenaz akiviteye sahiptir. Bunlarin disinda heparin,
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tetrasiklinler, a-1 antiproteaz gibi ve sentetik inhibitorler de aktif MMP inhibitorleri arasinda
bulunmaktadir (Reel B., 2006 ).

MMP’lere spesifik doku inhibitorleri (TIMP) tanimlanmistir. TIMP’ler bir proteindir ve bag
dokusu metabolizmasinin diizenlenmesinde temel rol alir. Pek ¢ok doku ve viicut sivilarinda
bulunur. MMP aktivasyonunun regiilasyonunda TIMP’lerinin 6nemli rol oynadig1 gosterilmistir.
TIMP aktivitesi i¢in yapinin biitiinligii korunmus olmasi gerekir (Aksun S.A ve ark., 2001 ).
TIMP’ler dokudaki MMP'lerin major endojen regiilatoriidir. MMP’lere non-kovalent ve
irreversibl baglanarak latent enzim formunun aktivasyonunu saglarlar ve katalitik aktivitenin
stirdiiriilmesini de inhibe ederler. Boylece TIMP’ler MMP enzim aktivitesini ve MMP/TIMP
dengesini sik1 kontrol ederler.

Molekiiler agirliklar1 yaklasik 21-30 kDa araliginda olan bu protienler, insanlarda TIMP-1,
TIMP-2, TIMP-3 ve TIMP—4 olmak iizere bugiine dek homolog 4 tip TIMP tiirii tanimlanmuistir.
TIMP-MMP biitiinlesmesi substrat boliinme-baglanma bolgelerini bloke ederek etkisini
gosterirler. TIMP’ler makrofajlar, kan hiicreleri, vaskiiler diiz kas hiicreleri, endotel hiicreleri ve
bag dokusu hiicreleri tarafindan sentez edilir. TIMP ler genel olarak herhangi 6zel bir MMP’ye
ozgil degildir. TIMP’ler MMP aktivitesini inhibe etme yoniinden benzerlik gosterir, fakat,
matriksteki lokalizasyonlar1 ve gen ekspresyonunun diizenlenmesi yoniinden farklilik arz eder.
MMP tiirlerine gore de 6zgiilliik gosterirler (Reel B., 2006 ; Zitka O ve ark., 2010 ).

TIMP tiirlerinden bahsedersek,

TIMP-1; Ilk defa tavsan kemiginden elde edilmis ve daha sonra insan viicut sivilari ve
dokularinda oldugu goriilmiistiir. Glikozilasyon ile aktive olan glikoproteindir. Biitiin aktif
kollejenazlari inhibe edebilir. MMP-2 ve Mt-1-MMP haricindekileri inhibe eder. Ozellikle MMP-
9’u 6zgll olarak inhibe eder. Fibrobalst biiylime faktokrii, forbol esterleri, trombosit kaynakli
biiyiime faktorii ve interlokin-1 gibi bir ¢ok uyarict TIMP-1’in fibroblastlardaki ekspresyonunu
artirir (Curran S, ve ark., 1999; Nelson A.R ve ark., 2000.).

TIMP-2; Non- glikolize olan TIMP-2, ilk kez melanom hiicrelerinden izole edilmistir. MMP-9
disindaki MMP’leri inhibe eder. Ozellikle MMP-2 ye 6zgiildiir ve pro-MMP-2 ile birlikte
fibroblast gibi bazi hiicrelerden sekrete edilirler. Yalniz alveolar makrofajlarda oldugu gibi

bireysel olarakta sekrete edilebilirler (Curran S, ve ark., 1999).
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TIMP-3; Meme kanserinden tanimlanan TIMP-3 MMP-1,-2.-3,-9 ve -13’i inhibe ederler (Wang
M ve ark., 1997; Curran S, ve ark., 1999 ). ECM’den degisime ugramis hiicrelerin ayrilmasini
kolaylastirir ve morfolojik degisiklikleri baslatir. Baz1 lhiicrelerde apopitozu indiikler.

TIMP-4; Insan kalbinde saptanmis olup, timdr invazyon ve metastazin1 inhibe ettigi
gosterilmistir (Wang M ve ark., 1997). MMP-2,-7 ve -9’u inhibe ederler (Gomez D.E ve ark.,
1997.). Mt-MMP inhibisyonu yaparak MMP-2‘nin aktivasyonunun inhibitor gérevini goriir.

NTD patofizyolojisinde, hiicre gocii, ECM yapilanmasinda 6nemli bir yer tutmaktadir. Bu
nedenle, hiicre gogiinde fonksiyonlar1 olabilecegi bildirilen MMP-1, MMP-2 ve MMP-9 gen
ekspresyonlarinin NTD olusumundaki olasi rollerinin arastirilmasi amaglanmistir. Bu kisimda

MMP-1, MMP-2 ve MMP-9’dan bahsedilecektir.

2.3.3.2.7. MMP-1 (intersitisyel kollajenaz, Kollajenaz-1)

MMP ailesinin prototipidir. Bu enzim ailesinin ilk iiyesi olan MMP-1, Jerome Gros ve Charles
Lapiere tarafindan 1962’de metamorfoz sirasinda rezorbe edilen iribas kuyruklarindan elde edilen
kiiltiirii yapilan doku parcalarindan salgilanan gercek bir kollajenazin gosterilmesiyle kesfedildi.
[ribas kurbaga kuyrugunun rezorbsiyonundan elde edilen bu enzim daha sonralar1 matriks
metalloproteinazlar ya da matriksinler denen proteaz ailesinin prototipi kollejenaz-1 olarak
adlandirildi (Gross J ve ark., 1962 ). Kromozomal lokalizasyonu 11g22.2.22.3"diir. Substratlari
kollajen 1, 11, 111, VII, VIII, X, agregan, serpins ve 2-makroglobulindir. MMP-3,-7,-10, plasmin
ve kallikrein ile aktive olur. MMP-2"yi de aktive eder.

Fibroblast kollajenaz adida verilen MMP-1 latent formu 55 kDa agirliginda, aktif formu 43 kDa
agirhgimdadir. Intersitisyel kollajen olarak bilinen Tipl, Tipll, TipllI’ii parcalarlar. Bu kollajenler
bazal membranda yapisinda bulunan Tip IV kollajenden ve periselliiler olarak da bulunan TipV
kollajenden farkli yapidadir (Aksun S.A ve ark., 2001; Fernandez-Patron C ve ark., 2002 ).
MMP-1, GPCR araciligiyla sinyal baslatan ve hiicre go¢iinli uyaran baglanmis bir ligand1 agiga
cikaran PAR-1'e baglanarak ve boliinerek hiicrelerin biliylimesini ve isgalini tesvik eder. Bu
mekanizma, hiicrelerin bir proteolitik ortami algilamasina ve bozulmus matris alanina aktif olarak

hareket etmesine izin verebilir (Moore KL., 2008 ).
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2.3.3.2.8. MMP-2 (Jelatinaz tip A)

Latent formu 72 kDa, aktif formu 66 kDa agirliginda olup, 16q13 kromozomal lokalizasyondadir.
Domain yapilarina gore diger MMP’lerden farkli olarak jelatinazlarda fibronektin tip II benzeri
ti¢ tekrar bolgesi bulunur.

Fibroblastlar, kondrositler, osteoblastlar, keratinositler, endotel hiicreler, monositler gibi hiicreler
ve transforme olmus bir¢ok hiicreler tarafindan tiretilir.

MMP-2’nin substratlar1 ise, jelatin, kollajen I, IV, V, VII, X, fibronektin, tenaskin, fibrilin,
osteonektin, elastin, laminini ve monosit kemoatraktan protein-3’diir. MMP-1,-13,-14,-15 ve -16
ile aktive olur. Bunun yaninda MMP-9 ve -13’ii de aktive eder. Spesifik doku metalloproteinaz
inhibitorlerinden TIMP-2 tarafindan inhibe edilir (Woessner J.F. Jr, 1991; Fernandez-Patron C ve
ark., 2002).

Fibronektinin, MMP-2 ailesinin substrati olmasindan dolay1 MMP-2 nin fazla sentezlenmesi

hiicre go¢iinii etkilemektedir.

Tavuklarda , noral crest cell (NCC) gogiinde MMP2 ekspresyonu gosterilmistir (Cai ve ark.,
2000). MMP2'deki mutasyonlar insanlarda goriildii. Bu mutasyonlar, yiiz 6zelliklerini igeren

ECM degradasyonunu ortaya koymaktadir.

2.3. 3. 2.9. MMP-9 (Jelatinaz tip B)

Krozomal lokazasyonu 20q12-13 olan MMP-9 ilk defa 1974°da Sapota ve Dancemicz tarafindan
polimorfoniikleer 16kositlerden salgilanan bir jelatinolitik enzim olarak tanimlandi.

MMP ailesinin en biiylik iiyesidir. Domain yapilarma gore diger MMP’lerden farkli olarak
jelatinazlarda fibronektin tip II benzeri ti¢ tekrar bolgesi bulunur.

Jelatin ve tip IV bazal membran kollajeni i¢in substrat spesifiktir. Diger substratlar ise, kollajen
V, VII, X1, X1V, elastin, fibrilin, osteonektin 2’dir. Latent formu 92 kDa, aktif formu 84 kDa
agirhigindadir.

MMP-2,-3,-7,-13, plazmin, tripsin, kimotripsin ve katepsin G ile aktive olur. MMP-9 asidik
ortamkda tip 1 kollajenin N-terminalini yikarak ECM’nin remodeling olayinda énemli rol oynar
(Woessner J.F. Jr, 1991; Opdenakker G ve ark., 2001 ).

MMP-9 epitelial mezenkimal dontisiimii( EMT) ve NCC gociinii gerceklestirmede 6nemli bir role
sahiptir (Cui N ve ark., 2017 ).
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MMP-9, yetiskinlerde ve hiicre Kkiiltiirlinde bircok EMT, hiicre invazyonu ve doku yenileme

siirecinin merkezinde yer alir (Vu ve Werb, 2000).

Embriyogenez sirasinda; MMP-9 | anjiogenezis, kalp ve ekstremite gelisimi gibi ECM yeniden
yapilanmasinin gergeklestigi olaylarda marker olarak hizmet eder (Simsa S ve ark., 2007).

Xenopusembryos'tan elde edilen son veriler, MMP-9, -7 ve -18'in erken makrofajlarda eksprese
edildigini ve dolagim sisteminin kurulmasindan onceki gogleri i¢in gerekli oldugunu ortaya

koymustur (Tomlinson ML ve ark., 2008).

MMP-9, NCC gelisiminin erken safhalarinda da NCC gelismesinin sonraki asamalarinda da rol
oynamaktadir. MMP-9 icermeyen fareler, timor invazyonu ve metastaz olusumunu diisiirmiistiir

(Coussens LM ve ark., 2000; Malemud CJ., 2006 ).

MMP-9, maternal decidua'ya trophoblast invasionu sirasinda MMP-9 aktivitesi goriiliir, hiicre
invazyonu i¢in alan saglamak i¢cin ECM molekiillerini ve bazal laminay1 bozarak hiicre gociinii

ilerletebilir (Malemud CJ., 2006).

NCC iizerinde MMP-9 aktivitesinin bir diger muhtemel mekanizmasi, hiicre-hiicre yapigmasinin
bozulmasi, EMT ve hiicre ayrilmasinin saglanmasidir (Zheng G ve ark., 2009 ). MMP-9 in-vivo
ve ex-vivo ortamda N-cadherin i hizla indirgeyebilir (Cui N ve ark., 2017)

MMP-9 yapisi sekil 2.5°de verilmistir.

Propeptit Fibronektin Hemopeksin

bolge tip-II benzeri benzeri balge

e [ — S MR ZIIID

I
Sinyal Katalitik bolge Mentese
peptit Baolgesi

Sekil 2.5. Matriks metalloproteinaz-9 yapisi (Birkedal-Hansen H ve ark., 1993 ).
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2.4. Noral Tup Defektinde Siniflandirma

Noral tliplin olusum ve kapanmasini tarif eden norilasyon kusurlari sonucu olusan gelisim
bozukluklarina ‘noéral tiip defektleri‘ denir. Bu, hem anterior néropor (anensefali) hem de
posterior noropor (spina bifida) gelisim bozukluklarini igerir. Spinal disrafizm terminolojisi de

tiim spina bifida sekillerini kapsamaktadir.

Genel bir goriis olarak spinal anomaliler, dig goériiniimlerine gore ‘spina bifida aperta’ ve ‘spina
bifida occulta’ seklinde siniflandirilsalar da embriyolojik gelisim asamalarindaki kusurlara gore

smiflandirma soyledir (Baykaner ve ark., 2014).

A. Norilasyon evresi kusurlarina bagl disrafizmler:
1. Spina bifida aperta
a. Myelosizis
b. Meningomyelosel
c. Hemimeningomyelosel
d. Sringomeningomyelosel
e. Meningosel
2. Chiari malformasyonu
Dandy-Walker malformasyonu
4. Kraniyum bifidum
a. Ensefalosel
b. Anensefali
5. OKkiilt kraniyal disrafizm
a. Aplasia Kutis Konjenita
b. Kraniyal Dermal Siniis
6. Ayrik omirilik anomalisi (split kord malformasyonu-diastomatomyeli)
7. Noroenterik kist
8. Anterior sakral meningosel
9. Konjenital spinal dermal siniis
10. Lumbosakral lipoma

11. Anterior ve posterior spina bifida birlikteligi
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B. Kuyruk tomurcugunun rekanalizasyonu (sekonder norilasyon) evresi kusurlarina baglh
disrafizmler:
1. Gergin omirilik sendromu (tethered kord sendromu)
2. OKkkiilt intrasakral meningosel

3. Basit okkiilt spina bifida

2.4.A. Norilasyon Evresi Kusuruna Bagh Disfarizimler

2.4.A.1. Spina bifida aperta
Agik spinal disfarizm anlamina gelir. Dis ortama agik veya her an agilabilir ve tedavi edilmesinde

zaman kaybedilmemesi gereken bir durumdur.

2.4.A.1.a. Myelosizis

Embriyolojik gelisimde en erken etkinin yol ag¢tig1 bir anomalidir. Norilasyon olmamigtir ve noral
plak oldugu gibi durmaktadir. Noral plak bir tabaka halinde olsa da elektrofizyolojik olarak gorev
yapabilen sinir koklerini icermektedir. Prenatal donemdeki amnion sivisi ile temas ndral plagin

dejenerasyonuna sebep olabilir.

En sik torakolomber bolgede goriiliir. Plak iizerinde hi¢bir anatomik katin olmamasi nedeni ile

menejit veya ventrikiilit potansiyel tehlikesine sahiptir.

Resim 2.2. Myelosizis
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2.4.A.1.b. Meningomyelosel

Tiim santral sinir sistemini etkileyen ve ABD’de yilda 2500-6000 yenidogani etkileyen bir ndral
tip defektidir (McLone DG., 1998 ). Bu spinal disfarizmde noérilasyon tamamlanmamuistir.
Norilasyon sonunda kapanmis olmasi gereken ndral tiipiin belirli bir segmentte acik kalmasi ile
olusur. Daha ¢ok lomber, lumbosakral ve sakral bolgelerde goriilmekle beraber torakolomber
bolgede goriilmemektedir. Dorsalde bir kese ve i¢inde noral elemanlar bulunur. Spinal kokler,
plakodun anteriorundan g¢ikarken, ventral kokler medial ve dorsal kokler de lateral yerlesimlidir.
Dura, defektle faysa lateralinden baglanir. Plakodun kaudalinde veya plakoddan ¢ikan sinir
koklerinde, fonksiyenel noral doku bulunabilir. Meningomyelosel(MMS) olgularinda mesane ve
anal sfinkter sorunlar1 goriilebilir. Bu olgularda sfinkterler etkilendiginde eger tarzi duyu kaybi
goriiliir ve saddle anestezisi olarak adlandirilir.

Ik spina bifida tanisin1 1587°de Peter Van Forest koymus ve 1610° da ilk olarak bildirilmis
meningomyelosel kesesi eksizyonu ameliyatini uygulamistir (Yamada S ve ark., 1995; Kocak A
ve ark., 1997)

Ik anatomik ¢izimi 1641°de Tulp, klinik bulgularin tarifini 1761°de Morgagni ve 1898-1923
yillar1 arasinda ¢ogu olgunun ameliyat edildigi ve ancak hastaneden taburcu oluncaya kadar

yasatilabilen olgulardan olusan serinin bildirilmesini Fraser yapmistir (Fraser J, 1929).

MMS ve benzeri embriyolojik patolojiye sahip oldugu diisiiniilen anesefalide kabul goéren iki
mekanizma vardir. Kapanmama (nonclosure) teorisi temelinde noral yarigi ¢evreleyen katlarin
orta hatta kapanmamasi ve fazla gerilme (distension) teorisinde ise kapanmis olan noéral tlipiin
tekrar agilmasinin patolojiden sorumlu tutuldugu kabul edilmektedir ( Park TS, 1999; Cohen AR
ve ark., 2001 ). Her iki teoriyi de destekleyen deneysel modeller olmak ile birlikte agiklamalar
stipekiilatiftir. Cok farkli ve karmasik etkilesimlerin rol oynayabilecegi diistiniilerek NTD’lerinin
cok sayida farkli embriyolojik aksamalarla gelisebilecegi beklenir (McLone DG ve ark., 1983).
Deneysel olarak genetik mutasyonlarla, teratojenlerle ve ¢esitli manuplasyonlarla
meningomyelosel olusturulabilmekle beraber insanlardaki mekanizma ve etken ortaya
konamamistir. Farkli embriyolojik mekanizmalarin ortak sonucu oldugu kabul edilmektedir.
Maternal ve/veya fetal folat eksikligi potansiyel bir faktordiir. Ancak MMS’li olgularda hem fetal
hem de maternal serum folat seviyesi bunu desteklememektedir. Bundan dolayr defekt

olusumunda folat eksikliginin direk etkisinden c¢ok, folat eksikligine bagli metabolik
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bozukluklarin etken oldugu diisiincesi 6nem kazanmustir ( Park TS, 1999). Cografik dagilimin

insidasinda etkili oldugu bilinmektedir.

Maternal serum alfa-fetoprotein (AFP) diizey artisi, bu anomalilerin insidansinin artis1 ile
baglantilidir (Filly RA ve ark., 1993). NTD’lerin %90-95’1 her ne kadar daha 6nce etkilenmemis
ailelerde goriilse de daha 6nce MMS olanlarda artmis bir NTD insidans1 bulunmaktadir (Filly RA
ve ark., 1993). Maternal serumda AFP diizeyi yiiksek geldigi zaman amniyon sivisinda AFP
seviyesine bakilir ve yiiksek ¢ikmasi halinde, MMS ve/veya anensefali siiphesi akla gelir (Dias
MS, 1999).

Biiyiik bir cogunlugu lumbosakral bolgede goriiliirken, servikotorasik yerlesim ¢ok nadir goriiliir.
Hemen hemen hepsinde chiari tip 11 malformasyonu ve hidrosefali ile birlikteligi bulunmaktadir.
Ancak aksine, chiari tip Il malformasyonlu ve hidrosefalili vakalarda MMS iligkisi ve birlikteligi
s06z konusu degildir. MMS vakalarinin %’tinde spinal lipom ve nadiren de dermoid tiimorler ve
epidermoid kistler goriiliir. %30-75 oraninda sringohidromiyeli de goriilebilir. Vakalarin yaklagik
%80-90’1nda hidrosefali birlikteligi vardir. %30-45 oraninda diger eslik edebilecek santral sinir
sistemi anomalileri iginde korpus kallozum agenezisi ve diastometomiyeli yer alir. Edinsel veya
konjenital olarak, skolyoz, kifoz, lordoz, kifoskolyoz veya kot deformiteleri golriilebilir

(Bradford DS ve ark., 1991; Gokay H ve ark., 1993 ).

Ulkemizde meningomyelosel prevelans: yetersiz saglik kayitlart ve yogun go¢ nedeni ile yil
icerisinde degisim gostermektedir. Dolayis1 ile cografi dagilimla ile ilgili herhangi bir yorum

yapmak miimkiin degildir.

MMS, cerrahi olarak diizeltilmesi gerekir. A¢ik yara nedeniyle menenjit ve ventrikiilit riski
vardir. Uygun ve zamaninda bir girisim ile spinal kordun diizgiin islev gorebilecegi bildirilmistir
(Selguki M ve ark., 2004 ). Cerrahi zamanlamada fakli goriisler olsa da ilk 48 saatte ve hatta

hidrosefali varliginda da es zamanli miidahale ile diizeltilmesi miimkiindiir.
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Resim 2.3. Meningomyelosel

2.4.A.1.c. Hemimeningomyelosel

Spina bifida aperta vakalarinin %10’unda, spinal kordun bir yaris1t malformasyona katildig1 ve

bundan dolay1 ndrodefisitin bir tarafta digerine gore daha agir olmasidir.

2.4.A.1.d. Sringomeningomyelosel
Cok nadir goriiliir. Genislemis santral kanal, meningosel kesesi i¢in fitiklagsmistir. %80 olguda

lezyonu tam olarak kapatmayan ¢ok ince bir epitel tabakas1 vardir. Servikal ve torakal bolgelerde

goriliir.

2.4.A.1.e. Meningosel

Dura ve BOS ile dolu araknoid kesenin spinal kanal disina fitiklagmasidir. Noral yapi1 kese iginde

bulunmaz. Kese bir boyun ile spinal kanala baglanmaktadir (Ersahin Y ve ark., 2001).
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Spinal kordu ¢evrelemesi gereken pluripotansiyel mezodermal dokunun hatali gelismesi sonucu

olusur. Baz1 vakalar disinda noral doku gelisimi normal ya da normal gelisme potansiyelindedir.

Vakalar, dogumda normal olabildikleri gibi zaman i¢inde bazi norodefisitler gelistirme
potansiyelindedirler (Yamada S ve ark., 1981; Hendrick EB ve ark., 1983; O'Neill P ve ark.,
1991). Meningosel, MMS olgularinin 1/10°u oranindadir. Prevelansi, 1/10000 canli dogumdur.
Cinsiyet ayirimi yoktur. %80’inden fazlasi lumbosakral bolgede yerlesimlidir. Diger spinal

disfarizmlerle nadiren birlikteligi vardir.

Cerrahideki amag; kesenin tamiri ve subaraknoid araligin yeniden yapilandirilmasidir.

ar

Resim 2.4. Meningosel

2.4.A.2. Chiari malformasyonu

Chiari  malformasyonu serebellar tonsillerin foramen magnuma herniasyonu olarak
tanimlanmaktadir. 1891 ve 1893 yillarinda Hans Chiari tarafindan tariflenmistir. Aym
zamanlarda Arnold’ta benzer tanimlamalarda bulunmus ve Chiari 2 malformasyonuna Arnold-
Chiari sendromu denmistir (Hudgins RJ ve ark., 1995 ). spina bifida ve hidrosefali birlikteligi ile
posterior fossa elemanlarina ait 4 tip anomali bildirmistir. Ilk iki tip en sik karsilasilan tiplerdir

(Sasani M ve ark., 2002 ).
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Tip I; serebellar tonsillerin foramen magnumdan servikal kanala herniye olmustur. Spina bifida
ve meningomyelosel ile iliskili degildir. Genelde baziller impresyon (%25-50), hidromyeli (%25-
60), atlantooksipital fiizyon (%10), servikal spina bifida okulta (%5) ve Klippel-Feil sendromu
(%5) ile birlikteligi vardir.

Tip I1; serebellar tonsillerle beraber hipoblastik vermisin ve uzamis 4. ventrikiiliin spinal kanal
icin girmesidir. Siklikla myelodisplazi eslik eder. Ventrikiiler anomali %90 oarninda goriiliir.
Lakiiner kafatasi, falks hipoplazisi gibi gelisim defektleri sik goriiliir. Tipik olarak 4. ventrikiil
kaudale deplesedir. Hemen hemen biitliin hastalarda omurga gelisim anomalileri,
myelomeningosel goriiliir. Syringomyeli goriilme siklig1 artmistir.

Tip I11; serebellum, oksipital lop ve nadirende pons ve mediillanin diisiik oksipital veya yliksek
servikal ensefalosel i¢ine herniasyonu ile olusur. Oldukg¢a nadirdir.

Tip 1V; serebellar herniasyon olmaksizin serebellar hipoplazi ve displazi ile birlikte goriilen
patolojidir. Yasamla bagdasmaz.

Malformasyonun meydana gelmesi hakkinda pek ¢ok teori ortaya atilmistir (Pollack IF ve ark.,
1992; Sgouros S ve ark., 1995; Heiss JD ve ark., 1999 ).

2.4.A.3. Dandy-Walker Malformasyonu

Dandy-Walker Malformasyonu, ilk olarak Dandy ve Blackfan (Dandy WE ve ark., 1914 ).
tarafindan tariflenmis, Benda (BENDA CE., 1954 ). anomaliye Dandy-Walker Malformasyonu
ismini vermistir. Dordiincii ventrikiil posterior fossay1 kaplayan bir Kist halindedir. Magendie ve
Luschka’larm tikali olmasinin malformasyonun gelismesinde gerekli olmadig: ortaya konmustur.
Vermis ve diger serebellar yapilar gelismemistir. Beyin sap1 6ne dogru itilmistir. Singulat girus,
korpus kallozum ve anterior komissiir ageneszis %30 olguda birlikteligi vardir. Hidronefroz,
renal kist, lireteral stenoz, yarik damak, polidaktili-sindaktili, Klippel-Feil sendromu, konjenital

kalp anomalileri diger eslik eden anomalilerdir.
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2.4.A.4. Kraniyum Bifidum

2.4.A.4.a. Ensefalosel

Ensefalosel kranial kemiklerin orta hat fiizyon defektlerinden (cranium bifidum) disari, dura veya
santral sinir sistemi dokusunun bir kisminin fitiklagmasi sonucu olusan dogumsal
malformasyonlardir (Muraszko KM, 1996; Partington MD ve ark., 2001; Caruso PA ve ark.,
2009 ). Dokunun igerigi ve fititklasmanin 6zelligi ile ilgili olarak, sadece dural kese fitiklagmasi
olan kraniyal meningosel, dural kese i¢inde néral dukunun oldugu meningoensefalosel ve dural
kese noral doku ve ventrikill sisteminin uzantistnin  kese i¢inde yer aldig
hidromeningoensefalosel sekilleri vardir (Naidich TP ve ark., 1992; Caruso PA ve ark., 2009).
Ancak, bu farkli morfolojik olusumlar tiim sekil ve igeriklerinin kapsayacak sekilde sefalosel
veya ensefalosel olarak adlandirilmaktadir (Docherty JG ve ark., 1991; Hoving EW., 2000 ).
Kraniumda oksipitalde sik olmak {izere parietal, frontal ve nazofarengalde de goriiliir.

Spina bifida anomalilerine gore daha nadir olusan ensefaloselin sikligi, batili kaynaklarda
yaklagik 1/5000 canli dogum olarak bildirilir (Muraszko KM., 1996; Partington MD ve ark.,
2001; Singh AK ve ark., 2009; Sanjari R ve ark., 2013 ). Ensefalosellerin, 8-12 haftalarda gelisen
bir mezenkimal yetmezlige bagli bolgesel bir sorun oldugu diisiiniilmektedir (Muraszko KM.,
1996; Hoving EW. 2000; Caruso PA ve ark., 2009). Bunun baslica sebebi, ensefaloselli
hastalarin gelisiminin tamamlamis beyin veya beyincik dokusuna sahip olmalaridir. Diger bir
bulguda major serebral malformasyonlar i¢inde yine ayni embriyolojik doneme ait kallozal
bozukluklar, heterotopi, skizensefali gibi migrasyon anomalilerinin ensefalosel ile birlikte
goriilebilmeleridir (Muraszko KM, 1996; Caruso PA ve ark., 2009). Ensefalosel kesesinde
yalnizca beyin zarlar1 olabilecegi gibi bazen de disari ¢ikan kisimda beyin omirilik sivis1 (BOS)
ve displastisiteye sahip sinir dokusu bulunabilir. Serebellum, serebral korteks, hatta beyin sapinin
bir boliimiiniin disar1 ¢ikmis oldugu olgular bulunmaktadir (Gokalp H.Z ve ark., 1988; Kadanali
S., 1992; Neyzi O ve ark., 2002).

Ensefaloseller cografik dagilim farkliliklar1 gosterirler. Avrupalilar ve Kuzey Amerikalilarda
ensefalosellerin ¢ogunlugunu oksipital yerlesimli yani posterior ensefaloseli; Giineydogu

Asya’da ise ¢ogunlukla anterior yerlesimli ensefalosellerin daha sik oldugu goriilmektedir
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(Muraszko KM., 1996; Partington MD ve ark., 2001). Batida ¢ogunlukla kizlarda goriiliirken,
doguda erkeklerde goriiliir.

Ensefaloseller siklikla izole anomalilerdir. Fakat bazen, kistik displastik bobrekler, kardiak
anomaliler, orofasyal yarik ve oksipital ensefaloselin beraber oldugu Meckel sendromu gibi
sendromlara eslik ederler (Muraszko KM., 1996; Balci S ve ark., 2004 ).

Meckel sendromunda ensefalosel ile birlikte polikistik bobrek, mikrosefali, mikroftalmi,

polidaktili, yarik dudak, yarik damak ve genital anomaliler vardir (Turan JM ve ark., 2000 ).

Bannister bu grup hastalar1 “komplike ensefalosel” olarak tanimlanmistir (Bannister CM ve ark.,
2000 ). Bu grup hastalarda klinik ve prognoz daha kétii seyreder.

Ensefaloseller kalvariumda fitiklastiklart anatomik bolgeye gore simiflandirilmislardir.
Suwanwela 1972 de ensefaloselleri oksipital (posterior), sinsipital (anterior), bazal, konveksite
(interfrontal, anterior frontal, interparietal, temporal, posterio fontanel) ve posterior fossa
yerlesimli olarak bese ayirdi.( Suwanwela C ve ark., 1972; Hoving EW. 2000). Daha sonra
Simpson ve ark. Revize ettiler (Simpson DA ve ark., 1984 ). Ancak giinliik pratikte, kalvarial,
sinsipital ve bazal ensefaloseller olarak tanimlanirlar (Muraszko KM, 1996; Caruso PA ve ark.,
2009).

Ensefalselli bir infantta norolojik muayene siklikla dogaldir. Ender olarak kranial sinir
paralizileri, motor ve sfinkter fonksiyonlarina ait bozukluklar oldugu goriiliir. Gorme problemleri,
mikrosefali, mental retardasyon gelisebilir. Kitlenin konumu ve goriinlimii itibariyla dogumda
tan1 kesin bir sekilde konur. Dermoit kist, skalpa ait vaskiiler malformasyon ve nadiren Kistik
higroma ayric1 tanida diistiniilmelidir. Tan ise, radyolojik ¢alismalar veya operasyon sonrasinda
yapilabilmektedir. Ensefaloseli olan hastalarin hemen hepsinde, ileri beyin hasarli vakalar
diginda, cerrahi tedavi endikasyonu vardir. Cerrahi girisimin zamanlamasini, lezyon tizerindeki
{ilserasyon, serebrospinal sivi sizintis1 ve lezyonun iizerindeki ortii belirler. Uzeri tamamen
epitelize lezyonlar semielektif degerlendirilirken, lezyon iizerinde ince bir membran varsa acil
cerrahi endikasyon vardir (French BN, 1990; Turan JM ve ark., 2000).

Ensefaloselde, kese capmin 5 cm altinda, moningosel tarzda ve displastik kese olmasi, ek
anomalinlerin olamamasi ve ventrikiillerin normal yapida (hidrosefalinin olmamasi) olmasi iyi
prognoza isarettir. Kotli prognostik kriterler de ise; kese capmin 5 cm {istiinde

meningoensefalosel ve icinde islevsel noral doku varliginin olmasi, mikrosefali veya

45



holoprozensefali gbi ek anomalileri ve hidrosefali varlig: sayilabilir (Baykaner ve ark., 2014 ).
Frontal ensefaloseller parietal ve oksipital lezyonlara kiyasla daha iyi bir prognoza sahiptirler
(Vander put NM ve ark., 1997 ).

Kesenin biiyiikliigii ile kapsami arasinda bir korelasyon yoktur. Infantin kraniumu biiyiikliigiine
ulagan dev lezyonlar bile sadece BOS igerebilir. Dikkat ¢ekicidir Ki; kiigiik lezyonlar biiyiik bir
olasilikla beyin dokusu igerirler ve vital intrakranial yapilardaki biiylik malformasyonlar ile
beraberlik meyilindedir. Biiyiilk ensefalosellerde kranium normalden kiigiikse normal beyin

morfolojisinin ve fonksiyonlarinin bozuk olma ihtimali yiiksektir (Turan JM ve ark., 2000).

Resim 2.5. Ensefalosel (oksipital ve frontal goriiniimleri)

2.4.A.4.b. Anensefali

Anensefali, beynin ana boliimiiniin konjenital yoklugu ile karakterize, hayatla bagdagsmayan, agir
bir santral sinir sistemi anomalisidir (Kavak ZN ve ark., 1996 ). Anterior néroporun kapanma
defekti sonucu meydana gelmektedir. Beyin dokusu genis kalvarium defektinin iginde rudimenter

olarak bulunmaktadir. Beyin sap1, bag dokusu ve damarlar vardir. Fakat, serebrum ve serebellum
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yok gibidir. Anensefali tim dogumlarin %0.03’iinde goriilmekte ve NTD’nin %50-65'ini
olusturmaktadir (Kadanali. S. 1992). Kalp-damar malformasyonlari, maksillofasial ve kulak
anomaliler eslik edebilir.

Etyolojisi tam bilinmemekle beraber mekanik veya cografik etkilerin de birlikte oldugu genetik
ve cevresel faktorler etyolojide arastirilmaktadir (Kavak ZN ve ark., 1996 ). Anensefali tanisi
antenatal donemde, ultrasonografik olarak konur. Ultrasonografik incelemede fetal kranium ve
falks serebrinin goriilmeyisi ve "gozliik" gibi orbitalarin goriilmesi tani igin tipiktir (Goldstein
RB ve ark., 1989; Kavak ZN ve ark.,, 1996 ). Anensefalinin antenatal tanisi gebeligin
terminasyonunu gerektirir. Bu vakalarin %65'i intrauterin hayatta ex olur. Bu fetuslar genelde
dogumu takiben ilk 24 saatte oliir (Kavak ZN ve ark., 1996 ). Canli doganlar nadiren bir aya
kadar hayatta kalabilirler. Bu olgularda primitif reflekslerin birgogu olabilir.

Anensefali’li bebekler icin standart bir tedavi yoktur ve etkilenmis bebeklerde prognoz oldukga
katiidiir. Anensefali’li olgularin %55°1 diistikle sonuglanmakla beraber, bebeklerin cogu dogumda
yasamaz veya birka¢ saat i¢inde kalp ya da solunumun durmasi gibi sebeplerden yasamlarini
yitirir (Wald NJ ve ark., 1992; Kinsman SL ve ark., 2007 ). Amerika Birlesik Devletler’inde son
zamanlarda pediatrik organ transplantasyonlarinda dénor havuzu vazifesi gorebilecekleri

diisiincesiyle, anensefalik yenidoganlarin yasatilmasina yonelik bir goriis popiilarite kazanmustir.
(Neyzi O ve ark., 2002).
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Resim 2.6. Anensefali

2.4.A.5. Okiilt Kraniyal Disfarizm

2.4.A.5.a.Aplasia Kutis Konjenita

Aplasia kutis konjenita (AKK) dogumda cildin lokalize bir bdlgesinde tam veya kismi eksikligin
bulundugu heterojen bir hastaliktir. ilk defa 1767°de Cordon tanimlamistir (Bharti G ve ark.,
2011 ). Lezyonlarin ¢ogu kafa derisinde ve parasagital bolgede bulunmaktadir. Ancak yiiz, govde
veya ekstermitelerde de yer alabilir. Skalpte yer alanlarin %10 kadarinda viicudun degisik
bolgelerinde de bulunur (Koshik EJ ve ark., 1975 ). Bu olgularda lezyonlar basit cilt yoklugundan
epidermis, cilt alt1 doku, kemik ve hatta dura kaybina kadar giden degisik tiplerde karsimiza
¢ikabilir ( Lassman LP ve ark., 1975; Martinez-Lage JF ve ark., 2002; Aloulou H ve ark., 2003).
Tek veya ¢oklu olabilen lezyonlar fiziksel anomaliler ve sendromik malformasyonlarla da birlikte
olabilmektedir.
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AKK’nin siklig1 tam olarak bilinmemektedir, ancak ABD’de bu oranin 3/10000 dogum iken
genelde 1/10000 oldugu tahmin edilmektedir (Taifour Suliman M ve ark., 2004 ).

Bir ¢aligmada ise bu oran 2.8/10000 olarak verilmistir (Martinez-Regueira S ve ark., 2006 ).
Cinsiyet ayirimi1 yoktur.

Birden fazla nedene bagli oldugu diisiiniilmektedir. Nedenler arasinda genetik faktorler, kokain,
eroin, metimazol, valproik asit, karbimazol, misoprostol gibi teratojenler, travma ve cildin kan

dolasimu yetersizlikleri yer alir (Bharti G ve ark., 2011 ).

Bir diger etiyolojik faktdr ise hamilelik esnasinda fotiis cildinde basi nedeniyle olusan
harabiyettir (Harris HH ve ark., 1986; Martinez-Lage JF ve ark., 2002 ). Skalpteki orta hat
defektinin sik olmasmin nedeni ise noral tiipiin en dis ektoderminde tam olmayan kapanma
hatasinin olugmasidir. Skalp ve ekstremite gibi sinirli dolagimi olan bolgelerde plasental infarkt
veya diger vaskiiler problemlere bagli olarak iskemi gelistigi ise AKK olusumu icin diger bir
gortstiir (Kim CS ve ark., 2001; Rhee ST ve ark., 2002; Santos de Oliveira R ve ark., 2006;
Skoufi G ve ark., 2006 ). Amniotik membranin erken riiptiire olmasi sonucunda olusan amniotik
bantlar AKK olusumunda sorumlu tutulmaktadir.

AKK’nin tanisi temel olarak fizik muayeneye dayanir. Tedavide genel bir uzlasi olmamakla
birlikte medikal ve/veya cerrahi tedavi uygulamak cilt defektinin biiyiikliigli, derinligi ve

lokalizasyonuna baghdir (Yilmaz MB ve ark., 2010 ).

2.4.A.5.b. Kraniyal Dermal Siniis

Konjenital kraniyal dermal siniis traktuslari; orta hatta cilt yiizeyi ile intrakraniyal olusumlar
arasinda potansiyel iliski olabilecek sekilde uzanan, i¢i skuamoz (¢ok katli yassi) epitelyum ile
doseli yapilardir (Shackelford GD ve ark., 1974 ).

Kraniyal dermal siniis traktusu olan hastalar herhangi bir yasta goriilebilirken, cogunlugu (%84)

bes yasin altinda tan1 almaktadir. Her iki cinste esit oranda goriilmektedir.

Cilt ektoderminin, ndriilasyon sonunda noral ektodermden ayrilamayarak ndral tiip ile birlikte

derinlere gelmesi dermal siniis traktusunda embriyolojik patolojiyi olusturur (Selguki M, 2010).

Dermal siniis traktuslar1 genellikle orta hatta veya orta hatta ¢ok yakin olacak sekilde nasion’dan
sakrumun alt kisimlarina kadar uzanan herhangi bir bolgede bulunabilmektedirler. Cogunlukla

noral tiipiin her iki ucunda bulunmakla birlikte, en sik lokalizasyonu spinalde lomber ve
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lumbosakral bolgede, kraniyalde ise oksipital bolgededir (Lin KL ve ark., 2002 ). Kraniyal
dermal siniis traktuslarinin %851 oksipital bolgede yerlesim gostermektedir. Kraniyal dermal
siniis traktuslarinin %82’si subdural veya daha derine uzanirken, %18’1 ekstradural olarak
yerlesim gostermektedir ( NEW GB ve ark., 1947; Okuda Y ve ark., 1987; Higashi S ve ark.,
1995).

Cilt yiizeyinde baglayan traktus, cilt altinda kemik yapiya ulasamadan sonlanabilir veya

intradural ya da intranoral yapilara kadar uzanim gosterebilmektedir.

Giintimiizde dermal siniis traktlarinin tanisinda en iyi metod MRI ve BT kombinasyonudur.

Tedavide ise traktuisun tiim uzantilarinin ve varsa eslik eden derindeki kitlesel olusumlarinin

cerrahi olarak ¢ikarilmasidir (Kanev PM ve ark., 1995; Elton S ve ark., 2001 ).

2.4.A.6. Ayrik omirilik anomalisi (split kord malformasyonu-diastematomiyeli)

Spinal kordun, siklikla fibréz bant, kartilaj veya kemik bir septumla, gesitli seviyelerde iki
boliime ayrilmasina ayrik omirilik malformasyonu (split cord malformation (SCM)-
diastematomiyeli) denir. Ancak %10 kadar olguda arada higbir aract olmadan da split kord
malformasyonu (SCM) gortilebilir (Baykaner ve ark., 2014 ). Diastematomiyeli terimi ilk kez
1837°de Ollivier (Ollivier CP, 1937 ) ve 1892’de Hertwig (Hertwig O, 1892 ) tarafindan durayi
ikiye ayiran, ortada kemik spikiiliin bulundugu ve omiriligin de ikiye ayirdigi patoloji i¢in

kullanmustir.

Pang ve arkadaslar1 (Pang D ve ark., 1992; Pang D, 1992 ) biitin ¢ift omirilik
malformasyonlarini ayrik omirilik malformasyonlar1 (AOM) baslig1 altinda toplamiglardir. Tip I
ve II olmak tizereiki tiir AOM belirlemiglerdir. Tip I AOM da ikiye ayrilan omiriliklerin her biri
kendi durast ile cevrili olup ortada kemik veya kikirdaktan olusmus sert bir septum
bulunmaktadir. Tip II’de ise, ikiye ayrilan omirilik tek bir dural kilif ile ¢evrilidir ve ortada sert
bir septum vardir, sadece iki omirilik arasinda yumusak fibréz septum bulunur. Bu fibroz
septumu radyolojik olarak gostermek miimkiin olmamaktadir. Tip I AOM eski deyimiyle

diastematomiyeliyi, Tip II AOM da diplomiyeliyi tanimlamaktadir.

Patogenezinde gastrulasyon sirasinda notokordun orta hattan kraniyale dogru ilerlerken aslinda 1-
2 giinliigline var olmas1 gereken noro-enterik kanallarin (Kovalevski kanallart) kalmas1 sonucu

notokordun ikiye ayrilarak yoluna devam etmesi ve iki ayr1 notokordun hemen tizerindeki cilt
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ektoderminin iki ayr1 bolgesine sinir sistemi yoniinde gelismesi konusunda sinyaller

gondermesidir (Pang D ve ark., 1992).

Fizik muayenede, hipertrikoz ve ciltte renk degisikligi bolgesi izlenebilir. Dermal siniis veya
spinal lipom birlikteligi olabilir. Spinal kordun kraniyale dogru yiikselmesini dnleyerek SCM
norolojik belirtilerine neden olabilir. Cinsiyet Ustilinliigli kizlardadir. Bu oran %70’leri agmaktadir
(Colak A ve ark., 1988; Pang D, 1992; Ersahin Y ve ark., 1998). Olgularin %85’inde T9-S1 aras1
bir yerlesim varken torakal bolgede yaklasik %20 oraninda izlenir. En az %85 SCM olgusunda,
hemivertebra, blok veya kelebek vertebra ve dar intervertebral disk araligini igeren vertebral
anomaliler vardir (Baykaner ve ark., 2014 ). AOM’nin diger noral tiip defekti gesitleriyle de
birlikteligi olabilir.

Tanisinda kemik septumun tespitine yonelik grafi ve/veya BT ile birlikte MR I’da spinal kordun

ayrik goriinimii degerlidir. Cerrahisi, kemik ya da fibr6z septumun dural kilifi ile birlikte

cikarilmasi ve duranin tamirini igerir.

Resim 2.7. Split kord malformasyonu
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2.4.A.7. Noroenterik Kist

Noroenterik kistler (NEK), embriyolojik olarak endodermal dokudan kaynaklanmaktadir. Spinal
kanala ventralden girerek dorsale ilerleyen ve notokordu yararak noral doku komsuluguna
gelerek cevre yapilara basi yapan enterik kistlerdir. Non-neoplastik intradural spinal kistlerinin
nadir tlirlerinden biri olan noéroenterik kistler biitiin omirilik tlimoérlerinin  %0.3-1.3{inl
olustururlar(Guilburd JN ve ark., 1980; Lippman CR ve ark., 2001; Sundaram C ve ark., 2001).
Kadinlardan 1.5 ila 3 kez fazla olmak iizere erkeklerde daha sik ve genellikle ikinci ve iiglincii
dekkadlarda goriilir. (Agnoli AL ve ark., 1984; Arai Y ve ark., 1992; Rao MB ve ark., 1996;
Paleologos TS ve ark., 2000 ).

Spinaldeki NEK’lerin %54’ servikalde, %12 ila %21’inin torakal, %15 ila %20’sinin
torakolomber bileske ve geri kalanlarinda daha alt bolgelerde oldugu bulundu (Fortuna A ve ark.,
1983; Agnoli AL ve ark., 1984; Arai Y ve ark., 1992; Riviérez M ve ark., 1997 ).

Anteriordan spinal kanala giren ve anterior spinal kord basist bulgular ile gelen olgularda
radyolojik olarak tani konduktan sonra cerrahi ile kist eksize edilir (Rougier A ve ark., 1993;
Polo A ve ark., 1994 ).

2.4.A.8. Anterior Sakral Meningosel
Sakral dermatomlardaki kusurlu birlesme sonucu gelistigi kabul edilir. Abdominal organ
anomalileri, bikornal uterus, atnali bobrek, parsiyel tlireter duplikasyonu ve vajinal septun ile

birlikteligi siktir.

Rektal basi nedeni ile konstipasyon, uterus ve vajinal basi nedeni ile dismenore, Valsalva
manevrasi esnasinda BOS un kese icine akis1 nedeni ile intrakranial hipotansiyon ve bas agrisi ile
sakral ve lumbosakral pleksus basisi nedeniyle bacagi vuran agrilar baslica yakinmalar

arasindadir.

2.4.A.9. Konjenital Spinal Dermal Siniis

Cilt ektoderminin, norilasyon sonunda noral ektodermden ayrilmayarak noral tiiple birlikte
derinlere ilerlemesi embriyolojik patogenezinde yer alir (Barkovich AJ ve ark., 1991 ). Cilt
ylizeyi ile noral yapilar arasi epitelyum dokusu ile ortiilii yoldur. Spinal kolon boyunca her yerde
olabilir. Cilt altinda sonlanabildigi gibi spinal kord igerisinde de sonlanabilir. Dorsal orta hatta bir
gamze, kii¢iik bir delikten ¢ikan kil veya kirmizi renkli bir leke izlendiginde tanisina yonelik

arastirma yapilmalidir.
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Cinsiyet ayirimi yoktur. Nadir bir disfarizm seklidir. Cogu kez enfeksiyon ile semptomatik hale
gelir. Dermal siniis tekrarlayan menenjitlerden sorumlu tutulmaktadir. Vakalarin %33’iinde bas
vuru sekli tekrarlayan enfeksiyonlardir (Khoury AE ve ark., 1990; Sel¢uki M ve ark., 2008 ).
.Bazen eslik eden dermoid veya epidernoid tiimorlerin kitle etkisi ile belirti verir (Barkovich AJ
ve ark., 1991 ). Yaklasik %50 dermal siniis olgusunda, noral yapi iginde inkliizyon timori
gortilebilir. Dermoid tiimorlerin %20-30’u dermal siniis ile birliktedir. Cogu kez lumbosakral
bolgede izlenirken daha sonra en sik oksipital ve torasik bolgede saptanabilir (Wright RL, 1971).
Goriilme sikilig1 agisindan 2500 canli dogumda 1 adet olarak bildirilmektedir.

Tanida MR altin standarttir. Ancak gebelik doneminde USG yapilabilir. Noral ve diger dokular

arasindaki biiylime hiz1 farki nedeni ile tethered kord sendromu ile olgular karsimiza gelebilir.

Cerrahide dermal traktus ciltten itibaren takip edilerek duramater i¢ine giren kismi goriliir.

Noral doku ile birlestigi kisim goriilerek birlesim yerinden kesilir ve traktusun tiimii ¢ikarilir.

2.4.A.10. Lumbosakral Lipoma

Lumbosakral lipoma, lomber veya sakral laminalar iizerine yerlesik, defektten gegerek daha
derinlere ilerleyen, bazen konus medullaris, filum terminale ve kauda ekinaya yapisarak diisiik
seviye konus medullarise sebep olan lipomdur. Temel olarak lipomyelomeningosel (%84), filum
terminale fibrolipomu (%12) ve intradural lipoma (%4) olarak {ige ayrilirlar. Ancak genel olarak
“ lipomyelomeningosel ” de denmektedir. Cinsiyette hafif bayan dominantligi var. %25 oraninda

siringohidromyeli ile birlikteligi var (Baykaner ve ark., 2014 ).

Filum terminale fibrolipomu (FTF), embriyolojik olarak retrograd diferansiasyon kusuru kusuru
sonucu olusur (Barkovich AJ ve ark., 1990 ). Gergin omurilik olmaksizin asemptomatik
FTF’lar1 otopsi serilerinde %1-6 oraninda goriiliirken lomber spinal MRI serilerinde insidental
olarak %0.24-5 oraninda goriiliir (Uchino A ve ark., 1991).

Dorsal, diffiiz ve mikst olmak tizere {i¢ tipi var. Olgularin %50’sinde normal deri ile kapli ve
sakrum tizerinde izlenebilen lipom goriilebilir. Dorsal tipte omurilik gerginligi ve inkontinans
sorunlarin1 ¢6zmek olanakli iken diger tiplerde postoperatif ek norodefisitler gelisebilmektedir.
Dolayistyla bu olgularda proflaktik bir cerrahiden ¢ok yakin takipte gelisecek sorunlara yonelik

bir cerrahi planlama daha akilcidir. Bu da diffiiz ve mikst tip lipomyelomeningosel olgularin
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diger konjenital spinal anomaliler ve bunlarin cerrahisinden ayirmaktadir. Tan1t MRI ve BT ile

konur.

Cerrahide amag gerginlige neden olan patolojinin ortadan kaldirilmasidir. Lipom ¢ikarilir, filum
terminale kesilir ya da yapisikliklar temizlenir (Towfighi J ve ark., 1991; Inoue HK ve ark.,
1994; Selguki M ve ark., 1998 ).

Resim 2.8. Lipomeningomyelosel

2.4.A.11. Anterior ve Posterior Spina Bifida Birlikteligi

Bazen anterior ve posterior vertebral kolon deformiteleri ayni seviyede yer alabilir.
Servikotorakal bolge yerlesimi halinde major santral sinir sistemi ve diger organ sistem

anomalileri ile beraber olabilir. Bu tip bebekler 6lii dogarlar.

2.4.B. Kuyruk Tomourcugunun Rekanalizasyonu (Sekonder Norilasyon) Evresi
Kusurlarina Bagh Disfarizmler
Embriyolojik olarak, sekonder noérilasyon sorunlarmma bagli olarak gelisen bir yelpazedir.

Dogumda belirgin bir kusuru olmayan olgulardir. Anomaliyi tanimak giictiir. Bebegin gosterdigi
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motor gelisim Onemlidir. Yakin takip gerektirir. Bu olgularda, ndrolojik, norokutan,

noroortopedik ve ndroiirolojik sorunlar s6z konusu olabilir.

2.4.B.1. Gergin Omurilik Sendromu (Tethered Kord Sendromu)

Konus medullarisin asag1 yerlesimi sonucu olusan spinal kord gerginligi ve buna bagl gelisen bir
klinik tablodur. Dentat ligamanlarla duraya lateralde baglanmis olan spinal kord gerginligi klinigi
ile olusan tethered kord sendromunun (TKS) anlasilmas: 1950’lere dayanmaktadir (GARCEAU
GJ. 1953). Fibroz bantlar, kalin filum terminale, intradural lipom veya gegirilmis
meningomyelosel operasyonuna sekonder gelisen yapisikliklar baslica etiyolojik faktorlerdir
(Yamada S ve ark., 1981; Motohashi O ve ark., 1993; Sahin F ve ark., 1997 ). Primer tethered
kord ve tekrarlayan gerilme neticesi gergekgi bir insidans veya prevalans bilgisine ulagsmak
giictlir. Anacak Kuzey ABD’ de 1/800 canli dogumdan daha fazla oldugu bildirilmistir.
Embriyolojik sorun tam olarak agiklanamamistir. Norilasyon veya kaudal regresyon ve retrograd
diferansiasyon kusurlart sorumlu tutulmustur. Spinal kord gerginliginin nedenleri olarak, spinal
lipom, kalin filum terminale, diastomatomyeli ve meningomyelosel bildirilmistir. Bazen kalin ve
kisa yagh filum terminale sonucu meydana gelebilen gergin omurilik sendromu olgular1 direkt
grafilerinde %98 oraninda spina bifida goriilebilir.

Konus medullarisin L2 seviyesinden daha agagida olmasi ve filum terminalenin 2 mm’den kalin
olmasi radyolojik tani kriteridir (Hall WA ve ark., 1988 ). Dogumda konus L3-L4 vertebra
seviyesinde iken gelisim siirecinde L2-L3 seviyesine kayar. Pediatrik populasyonda L1-L2 aralig:
distalindeki konus, asagi yerlesimli olarak kabul edilir (Vernet O ve ark., 1996 ). Ancak bazi
olgularda, radyolojik olarak normal olsa da tethered kord sendromunun bulgular1 olabilecegi
unutulmamali ve cilt bulgularinin, tirodinami ile tiriner bulgularin ve somotosensoriyel uyarilmis
potansiyeller ile norolojik bulgularin tizerine gidilmelidir (Warder DE ve ark., 1994 ).
Urodinamide hipertonik hiperrefleks mesanenin olmasi tethered kord sendromu acisindan énemli
ve degerlidir (Schneider SJ ve ark., 1993; Polo A ve ark., 1994; Kothbauer K ve ark., 1994 ).
Konjenital veya gelisimsel kifoskolyoz %25 oraninda goriilebilir.

Tedavisi, cerrahi olarak gerginligin ortadan kaldirilmasidir. Lipom ¢ikarilir, filum terminale
kesilir veya yapisikliklar temizlenir (Selguki M ve ark., 2000; Selguki M ve ark., 2001; Selguki
M ve ark., 2003 ). Tekrarlayan gerginlik en dnemli postoperatif sorundur. Genis bir seride %45’

varan tekrarlayan gerginlik nedeni ile reoperasyon orani bildirilmistir (Herman JM ve ark.,1993 ).
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2.4.B.2. OKKkiilt Intrasakral Meningosel
Posterior elemanlar saglamdir, ancak dural kese ve meninksler anteriora sakrum igine dogru
protriidedir. Cerrahide amag, dural kese ile subaraknoid mesafe arasindaki iligkinin kesilerek

subap mekanizmasinin kesilmesidir.

2.4.B.3. Basit Okiilt Spina Bifida

Higbir norolojik, ortopedik veya iirolojik sorun olmaksizin lamina ve spindz proceslerdeki
gelisim kusurudur. Genelde drekt grafilerde tesadiifen saptanir.

Laminalarin kemiklesmesi 7 yasindan sonra oldugundan bir¢ok ¢ocuk olguda alt lomber ve
komsu sakral bolgede basit spina bifida goriintiisii vardir. 7 yas altinda, S1°de %49,L5te %13.5
ve S1 ve L5’te %9.1 oraninda goriiliirken, eriskin yaslarda S1°de %4.5 ve L5’te %1.5’e kadar

gerilemektedir.

2.5. Noral Tup Defektinde Epidemiyoloji

NTD’nin epidemiyolojisi iilkeler, cografi bolgeler ve irklara gore degisiklik gosterir. Diinya
genelinde yapilan calismalarda etnik ve demografik 6zelliklerden bagimsiz olarak bakildiginda
noral tiip defekti siklig1 %0.57 ile %13.87 arasinda bulunmustur (Li Z ve ark., 2006; Au K.S ve
ark., 2006 ).

En yiiksek insidansa sahip bolgeler, Cin‘in kuzey bolgesi %13.87 (Li Z ve ark., 2006 ) ve
Hindistan %6.5-8.21 olarak belirtilmistir (Cherian A ve ark., 2005 ). Komsu iilkelerden Iran‘da
%2.87 (Golalipour M.J ve ark., 2007)

Yunanistan‘da %21.45 olarak verilmistir (Lekea V ve ark., 1988 ). Amerika Birlesik
Devletleri‘nde siyahlar arasinda %0.87 beyazlarda ise %1.48, (Stevenson R.E ve ark., 2000 ).
Birlesik Arap Emirlikleri‘nde %1.23 (Samson G, 2003.), Avustralya yerlilerinde % 2.56,
Avustralya‘ya sonradan yerlesen gogmenlerde %1.29 olarak bulunmustur. Avustralya kitasindaki
bu fark yerlilerin gebelik 6ncesi donemde folik asit destegine ve folik asitle takviye edilmis
yiyeceklere daha az ulagsmalarina baglanmistir (Bower C ve ark., 2004 ).

Avrupa’da, diger iilkelere gére NTD sikhig1 yiiksek olan Ingiltere ve Kuzey irlanda’da 1980 li
yillarda % 4,5 iken bu oran yillar iginde azalmig, 2000 yilinda %1’e yakin degerler bulunmustur
(Busby A ve ark., 2005 ). En diisiik NTD siklig1 bildirilen iilke ise %0.58 oran ile Isvigre
bildirilmistir (Nikkila A ve ark., 2006 ). Tiirkiye’de saglik kayit sisteminin iyi olmamasi nedeni
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ile dogumsal bozukluklarin sikligi ile ilgili bilgiler smirlidir. Yapilan ¢alismalara gére, NTD
sikl1g1 %1.5-6.3 oranlar1 arasinda

Degismektedir (Yesilipek M.A ve ark., 1989; Giivenc H ve ark., 1993; Tungbilek E. 2004).
Himmetoglu ve arkadaglarinin 1996°da yaptig1 insidans ¢aligmasinda, Tiirk

popiilasyonunda néral tiip defekti insidans1 %2.7 olarak bulunmustur. Bunlardan en sik

spina bifidaya, 2. olarak anensefaliye rastlanmistir. Tiirkiye’de yapilan g¢alismalarda NTD’nin
1000 canli dogumda 3 civarinda ve sikligmin %1.5-%6.3 arasinda oldugu belirtilmistir.
Ulkemizde, NTD sikligiin Kuzey ve Dogu Anadolu‘da en yiiksek(sirastyla bin canli dogumda
4.32 ve 4.54) Bati Anadolu‘da en diisiik(bin canli dogumda 2.17) oldugu saptanmistir. Annenin
egitiminin olmadig1 grupta %9.1° e kadar olan noéral tiip defekti siklig1 yiiksek okul mezunlari
arasinda %1.3‘e kadar diismiistiir. Bu durum sosyoekonomik diizeyle noral tiip defekti iligkisine
baglanmaktadir (Tungbilek E. 2004 ).

Biitiin diinyada oldugu gibi bizde de NTD siklig1 ve dagilimdaki farkliliklar, etiyolojik faktorler
olarak beslenme, kiiltiirel veya genetik nedenler gibi baz1 6zgiin veya 6zgiin olmayan nedenlerin

incelenmesi gerektigini gostermektedir.

2.6. Noral Tup Defektinde Tani ve Korunma

Gebelik sonrasinda alfa-fetoprotein testi ve Obstetrik ultrasonografi ile birlikte NTD teshis
konulabilmektedir. Ultrasonografik incelemelerde kraniyal bdlge ve posterior fossa (Chiari tip Il
anomalisi agisindan) oldukga iyi incelenmelidir. NTD’ler genellikle gebeligin 2.trimesterinde
taninabilmektedir. Anensefali, ultrason ile prenatal tanist koyulan ilk anomalidir. Genellikle 11.-
12. haftalarda tan1 konulabilmektedir. Kapali spina bifidalar, biiyiik cilt alt1 lipomlarin varlig
disinda genellikle prenatal USG ile goriintiilenemezler. Acik spina bifidalarda ise genellikle
ikinci trimesterdan itibaren tan1 konulabilir. Zor olabilen agik spina bifida tanisinda fetal basa ait

kolaylikla saptanabilecek bulgulardan yararlanilmasi taniya kolaylik saglar.

Gebeligin 24. haftasindan 6nce yapilan ultrasonografik taramada frontal kemikler cukurlagmis ve
diiz olarak goriiliir. Kraniumun frontal kismi1 bu sekilde bilateral basik goriildiigii i¢in ve limona
benzetildiginden buna “lemon sign” adi verilmistir (Duru S ve ark., 2013 ). Spina bifida ile
birlikte cok sik goriiliir. Tam patogenez bilinmemekle birlikte spina bifida’da intraspinal ve
dolayli olarak intraventrikiiler basincin azalmasiyla beyinin asagiya dogru kaymasi bagl oldugu

diistintiliir. 24. Hafta ile birlikte kemiklesmenin artmasiyla, ayrica spina bifida ile birlikte goriilen
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hidrosefalinin de artmasiyla ¢ukurlasmis, diizlesmis frontal kemikler normal konveks goriiniime
kavugur. Serebellumun sikisikligima bagli olarak 4.ventrikiil goriilmez ve muz seklinde bir
goriinim ortaya ¢ikar ki bu da Chiari tip II anomalisini isaret eder. Degisen derecelerde
hidrosefali dogumdaki vakalarin hemen hemen tiimiinde, ikinci trimesterdaki fetiislerin %50
sinden azinda goriiliir. Kranial bulgularin spina bifiday1 yakalamadaki sensitivitesinin deneyimli
referans merkezlerinde %99’u astig1 belirtilmektedir. Karakteristik bulgular varliginda fetiisiin
omurga taramasi mutlaka yapilmalidir. Lumbosakral kanal agikligina ve eslik eden meningeal
kese olup olmadigina mutlaka dikkat edilmelidir. Ayrica prenatal USG de, pes equinovarus ve alt

ekstremitelerde hareketsizlik saptanabilir.

Maternal kan ve amniyotik sivi alfa-fetoprotein(AFP) diizeyleri ve amniyotik sivi
asetilkolinesteraz diizeyleri takip i¢in dnemlidir. Maternal serum AFP, NTD taramasi i¢in en iyi
donem olarak kabul edilen ikinci trimesterde, 16.haftada 28 ng/ml iken, haftalik yaklasik %15°lik
bir artigla 18.haftada 40 ng/ml’ye ulasir. AFP nin bu konsantrasyon degisimlerinden dolay1 her
gestasyonel haftaya gore ayri hesaplanmasi gerekir (Muller F., 2003). Gestasyonun 15-20.
haftalarinda amniyon sivisinda yiiksek alfa-fetoprotein spinal kord defektinin varligim
gosterebilir. NTD’li fetiiste aciktaki membranlar ve yiizeyel damarlar yolu ile AFP amniotik
stviya geger ve daha sonrada maternal seruma gecer. Bu geg¢is, defektin agik olan kismi ile kabaca
orantilidir. Spina bifida saglikli deriyle kaplanmigsa maternal ve amniotik sivi AFP
konsantrasyonu genellikle normaldir. Bu durumda saglikli gebelerle NTD’li bireylerin degerleri
cakisacagindan maternal serum AFP’si tan1 amagli degil tarama amagli kullanilir. Tarama 16-18.
haftalarda yapilir. (Muller F. 2003 ). Anensefalilerin maternal serum AFP ile %90’1na, amniyotik
stv1 AFP ile %99’una tan1 konabilmektedir. Spina bifidalarin ise maternal serum AFP ile %75-85
ine, amniyotik sivi AFP ile %97’ine tan1 konmaktadir (Beksag MS ve ark., 2001 ).

Amniyotik sivi asetilkolinesteraz diizeyleri noral tiip defektleri i¢in daha spesifiktir. Bu seviye
takibini daimi olarak ultrason muayenesi izler. Ilerleyen ¢alismalar prenatal anatomik lezyon
derecesinin yiiksek-rezoliisyonlu ultrason ile goriilebilecegini ortaya koymustur (Campbell
SK.1999 ). Tarama sirasinda maternal serum AFP diizeyleri yiiksek ¢ikip, USG taramasi ile bir
anormallik tespit edilmediyse, amniyotik sivi AFP ve amnion sivisi asetil kolin esteraz tayini ve
karyotip analizi i¢in amniosentez kararinin diistiniilmesi 6nerilmektedir (Yiiksel A. 2000; Beksag

MS ve ark., 2001 ).
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Noral tiip defektlerininin 6nlenmesinde gerek konsepsiyon oncesi gerek ilk trimestrda folik asit
kullaniminin etkinligi tartisma kabul etmeyecek bir mutlakliktadir. Gelismis ve gelismekte olan
tilkelerin saglik politakalarinda dogurganlik cagindaki kadinlarin gebelik olusumundan ¢ ay
once baslayan ve gebeligin ilk ii¢ ayinda devam eden 400 mcg folik asit kullanim1 rutin bir hal
almistir. Yapilan calismalarda giinliik 4.0 mg folik asit kullaniminin NTD olusma ihitimalini %70
oraninda azalttig1 bildirilmistir (Japanese Teratology Society, 2017 ). Yiiksek risk grubu olarak
degerlendirilen kadinlara konsepsiyondan en az iki {i¢ ay once ve konsepsiyondan 12 hafta
sonrasina kadar 5mg/giin folik asit almalar1 6nerilmektedir ( Rothman KJ ve ark., 1993; Turan
JM ve ark., 2000 ). Onceden NTD’li fetus veya cocuk hikayesi olanlar veya birinci, ikinci ya da
ticlincli derece yakinlarinda NTD hikayesi olanlar, insiilin bagimli diabeti olanlar, valproat ve
karbamezepin, aminopterin, methotreksat kullanan kadinlar yiiksek risk gurubuna girmektedirler.
Folik asit preparatlarinin kullanim oranlarinin diisiikliigii ve planli olmayan gebeliklerin oraninin
yiiksekligine istinaden Birlesik Devletler’de besinlerin folik asit yoniinden zenginlestirmesi
programi iilkedeki NTD goriilme sikligini %19 azaltmistir. Bununla beraber besinlerin folik asit
yoniinden zenginlestirilmesinin folik asit aliminda giinlik 100 mcg kadar artisa neden oldugu
gosterilmistir. Bu rakam gilinliikk 400 mcg olan gereksinimi karsilamaktan oldukg¢a uzaktir.
Besinlerin zenginlestirilmesine ilaveten folik asit tabletlerinin kullanimi kuvvetle muhtemel daha

1yl sonuglar ortaya cikaracaktir.

NTD etyolojisinde vitamin B12’yle ilgili faktorlerin etkili olabilecegine dair goriis bildiren
aragtirmalar folik asit replasmaninin yaninda vitamin B12’ninde replase edilmesi gerekliligini

giindeme getirmektedirler ( MRC Vitamin Study Research Group, 1991; Ray JG ve ark., 2003 )

Daha onceki gebeliklerinde NTD’li bebegi olan ciftlerde goriilme sikligi daha fazladir (%3).
NTD’li bebek diinyaya getiren bir kadinin ikinci gebeligi oldukga siki takip edilmeli ve gebelige
karar verdigi andan itibaren genetik danigsmanlik verilmeli ve anne adayinin giinliik kesinlikle 4-5
mg folik asit kullanmaya baslamasi saglanmalidir. Folik asit profilaksisi ile % 0.12- 0.45/y1l olan
NTD insidansi 1980 den sonra % 0.07-0.25/ y1l oranina gerilemistir (Czeizel AE ve ark., 1992;
Rieder MJ, 1994).

Dogum o6ncesi NTD tanist kondugu zaman aileye noral tiip defektlerinin dogal seyri, bebegin
glinlik aktivitelerine olan etkisi ve mevcut tedaviler ile ilgili genis bilgi verilmelidir. Engelli

dogabilecegi alti mutlaka cizilmelidir. Gebelik haftasi, dini inanglar ve {ilkenin kanunlari
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cercevesinde aileye gebeligin devami ya da sonlandirilmasi ile ilgili diisiinceleri sorulmalidir
(Lutkenhoff M., 1999; Ozaras N ve ark., 2000 ). 1997 yilindan beri 6zellikle Amerika Birlesik
Devletleri’'nde bazi merkezlerde uygulanan intra-uterin cerrahinin de varliginin da belirtilmesinde

yarar vardir.

Eger gebeligin ilerleyen donemlerinde bebegin NTD’li oldugu tespit edilirse vajinal dogumun
yaratacagl travma yerine sezeryan tercih edilerek bebegin sinir fonksiyonlarmin bazilar
korunabilir. Bebek dogdugunda kese enfeksiyonu oOnlenerek ve mikro cerrahi teknikleriyle
dogumun hemen sonrasinda kese kapatilarak bazi noral yapilar korunabilir (Ratliffe KT, 1998 ).
Bu komponent ailenin NTD’nin nedenleri, tekrarlama riskleri, prognozu, perikonsepsiyonel folik
asit desteginin koruyuculugu ve prenatal tani olanaklar1 hususlarinda bilgilendirilmesi esasina
dayanir. Farkli sosyoekonomik bdlgelere sahip olma agisindan cesitlilik gosteren iilkemizde,
koruyucu saglik hizmetleri uygulamalari bir ¢ok tibbi durumun ortaya ¢ikmasinin

engellenmesinde oldugu gibi, NTD’nin de engellenmesinde hayati dnem tagimaktadir.

Planlanmamis gebeliklerde, NTD riskini azaltmak i¢in temel gida maddelerinin folik asit ile
zenginlestirilmesi etkili olabilir. Ayrica dogurgan ¢agdaki tiim kadinlarin giinliik uygun miktarda
folik asit preparatt kullanmalari saglanabilir. Saghik Bakanligi, toplum genelinde NTD
insidansinin azaltilmasi i¢in folik asit iceren ekonomik preparatlarin ila¢ firmalar tarafindan
tretmelerini saglamalidir (Aydinli K ve ark., 1999 ). Tiim gebelere, hamileliklerinin 16-18.
haftalar arasinda maternal serum alpha fetoprotein diizeyleri ve ultrasonografi ile
degerlendirilmelerinin gerekliligi agiklanmalidir. NTD’nin 6nlenmesinde folik asitin kuvvetli
Onleyici etkisinin duyurulmasi i¢in ulusal ¢apta kampanyalar diizenlenebilir. Birinci basamak
saglik kuruluslarindaki ¢alisanlarin konuyla ilgili olarak egitimi 6zellikle dnemlidir (Turan JM ve
ark., 2000).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1.Hasta Orneklerinin Alinmasi

Yiiziincii Y1l Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saghig: ve Hastaliklar1 Anabilim Dali Yeni Dogan
Servisi’ne NTD tanis1 alarak yatirilan bebeklerden NTD tanisi nedeniyle Beyin ve Sinir Cerrahisi
AD’nca spina bifida ameliyati1 olan ve varisince ¢alismaya katilmayi kabul edip goniillii onam
formu alinan hasta bebeklerden doku ve periferik kan 6rnegi alinmistir. Bu NTD tanili hasta
bebeklerden ameliyat sirasinda patoloji tanisi i¢in alinan kese dokusundan bir miktar (3-5 mm?®)
NTD doku 06rnegi bu tez calismasi igin alinmistir. Alinan NTD dokulari; meningosel,
meningomiyosel, myelosizis, ensefalosel tanisi alan hastalarin néral plak kokenli oldugu
diisiiniilen dokulardir. Ayrica, bu bebek hastalardan tedavi sirasinda alinan periferik kan
orneklerinden 2-3 ml kan o6rnegi EDTA’l tiipe alinmistir. Tez c¢alismasinda hasta bebek
bireylerin kan 6rnekleri kendi dokularinin kontrolii olarak kullanilmigtir. Ayrica, bebek hastalarin
periferik kan 6rneklerindeki MMP gen ekspresyonlari ile normal saglikli bebeklerin periferik kan
ornekleri arasindaki olasi gen ekspresyon farkliliklarin1 saptayabilmek amaciyla saglikli, her
hangi bir hastalig1 olmayan yeni dogan bebeklerden dogum sonrasi kontrol i¢in alinan perfierik
kan 6rneginden bu tez ¢alismasi i¢in 2 ml alinmistir. Tez kapsaminda, yukarida belirtilen hasta
segimi kriterleri ve ilgili amaglar dogrultusunda 40 adet NTD tanis1 almis hasta bebekten doku ve
periferik kan 6rnegi alinmistir. Periferik kan kontrolii i¢in ise 4 adet saglikli bebekten periferik

kan 6rnegi alinmistir.

3.2.Total RNA izolasyonu

NTD hastalarinin ameliyati sirasinda meningomyelosel kesesinden alinan yumusak dokular total
RNA izolasyonu yapilana kadar 2 ml’lik ependorf tiipler igerisine alinmig ve RNA izolasyonu
yapilana kadar -80°C’lik derin dondurucuya kaldirilmistir. NTD dokularindan RNA izolasyonu
islemi toplanan doku sayisi 10 olunca yapilmistir. Periferik kan Orneklerinden total RNA
izolasyonu ise (NTD hastalar1 ile saglikli kontrol bireylerden) periferik kan 6rneginin alindigi

giin kanlar bekletilmeden yapilmistir.
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3.2.1.Periferik Kan Orneklerinden Total RNA izolasyonu
EDTA’ll tiipe alman 2-3ml’lik periferik kan Ornekleri 15 ml’lik falkon tipi steril bir tiipe

aktarilmig ve ardindan asagida belirtilen protokol izlenmistir.
- 15ml’lik falkon tiip 1200 rpm, +4°C’de 5 dakika santrifiij edilmistir.

- Santrifiij sonrasi tiipiin siipernanat kismi atilmig ve tiiplin igerisine soguk 9 ml RBC [(Red
Blood Lysis ( Kirmiz kan hiicresi lisis)] soliisyonu eklenmis ve alt {ist yapilarak karistirilmistir.

Bu karisim 10 dakika boyunca oda sicakligina bekletilmistir.

- Bekleme sonrasinda tiipler 3500 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda
slipernanat kisim atilarak temiz bir pelet elde edilmelidir. Eger pelette beyaz renkte temiz bir
goriiniim yok ise bu RBC ile yikama islemi tekrar edilmistir. Temiz pelet elde edildikten sonra
peletin tizerine 1000 pl Trizol eklenmis ve mikropipet yardimiyla birkac kez pipetaj yapilarak

karistirilmistir.

- Karistirma sonrasi tlipler oda sicakliginda 2 dakika bekletilmistir. Bekleme sonrasi trizol hiicre

karisimi 1,5 ml’liktliplere aktarilmistir.

-Yeni tiipe aktarilan Trizol hiicre karigiminin tizerine 200 pl (Trizol’tin 1/5°1 kadar) soguk
klorofom eklenmis ve 15 saniye boyunca alt iist yapilarak karistirlmistir. Tiipler 15 saniye

sonunda 3 dakika kadar oda sicakliginda bekletilmistir.
- Bekleme sonrasinda tiipler 12000 rpm’de 15 dakika +4°C’de santrifiij edilmistir.

- Santrifiij sonrasinda tiipte 3 ayr1 renkte 3 farkli faz elde edilmistir. Total RNA seffaf renkte tist
fazda yer almaktadir. Bu kisim dikkatli bir sekilde mikropipet yardimiyla yeni ve steril bir

1,5ml’lik ependorf tiipiine aktarilmistir.

-Bu yeni ve igerisinde RNA fazi olan tiipe 500 pl (Trizol’tin 1/2’si kadar) soguk isopropanol
eklenmistir. Mikropipet yardimiyla isopropanol alkoliin homejen bir sekilde karigmasi saglanir.

Tiip 15 dakika oda sicakliginda inkiibe edilir.

- Oda sicakligindaki inkiibasyon sonrasinda 12000 rpm’de 15 dakika +4°C’de santrifiij edilmistir.
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- Santrifiij sonrasinda siipernatant kisim atilmis ve tiipiin lizerine 1ml (Trizol kadar) %75’lik

soguk etanol eklenmis ve mikropipet yardimiyla yavasga karistirilmistir.

- Tiipler 10000 rpm’de 15 dakika +4°C’de santrifiij edilmistir ve santrifiij sonrasi siipernatant

kisim atilarak tiipler steril laminar kabin ortaminda kurumaya birakilmistir.

-Yaklasik 20-30 dakika kuruma sonrasinda tiiplerin iizerine 30-50 pl steril, DNase, RNase free
DEPC’li su eklenerek RNA’nin ¢oziinmesi saglanmistir. Coziinen RNA’dan 3-5 ul 6rnek total
RNA’nin agaroz jeldeki goriintiisiiniin izlenmesi i¢in ayrilmistir. Geri kalan RNA’lar cDNA

izolasyonuna kadar -80°C’ye kaldirilmustir.

3.2.2.Doku Orneklerinden Total RNA izolasyonu
NTD dokularindan RNA izolasyonu islemi toplanan doku sayisi 10 olunca yapilmistir. Bu amagla

asagida belirtilen protokol izlenmistir.

- 80°C’den alinan NTD dokular bistiiri yardimiyla soguk kar tipi buz igerisinde bekletilen
petri kabinin lizerine alinmistir.

- Bistiiri (Numara 20) yardimiyla dokular kiiglik parcalar haline getirildi. Dokular
kesilirken doku besleyici kan damarlarindan arindirilarak kesim yapilmistir. Bu amacla
kesim esnasinda elde edilen doku parcalar1 sik sik serum fizyolojik kullanilarak
yikanmistir. Doku kesimi yapilirken doku homejenitesini etkileyecek kan ve benzeri
hedef dis1 doku pargalarinin kullanilmamasina 6zellikle dikkat edilmistir.

- Kiigiik pargalar haline getirilen (toplu igne ucu kadar) doku parcalar1 2 ml’lik ependorf
tiplerinin igerisine aktarilmistir. Ardindan bu doku parcalart lizerine 1000 pl Trizol
eklenmistir. Trizol eklenen doku pargalari gerek 3 ml’lik pastor pipeti gerekse 1000 pl’lik
pipet ucu yardimiyla 5 dakika karistirilarak Trizoliin doku ile daha iyi karigmasi ve
homejinasyon saglanmstir.

- Bu Trizol-doku karisimi oda sicakliginda 5 dk niikleprotein kompleklerinin tamamen
parcalanmasi i¢in bekletilmistir.

- Bekleme sonrasi orneklerin yer aldigi ependorf tiipler 3500 rpm’de, 10 dk, +4°C’de
santrifiij edilmistir. Santriflij sonrasinda tiipte 3 ayr1 renkte 3 farkli faz elde edilmistir.
Total RNA seffaf renkte list fazda yer almaktadir. Bu kisim dikkatli bir sekilde mikropipet

yardimiyla yeni ve steril bir 1,5ml’lik ependorf tiipiine aktarilmistir.
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- Bu asamadan sonra izlenen protokol “Periferik Kan Orneklerinden Total RNA
izolasyonu” bagligi altinda yer alan kloroform ekleme basamagi ve sonrasi ile aynidir.

-  Kurutma asamasina gelen total RNA’lar yaklasik 20-30 dakika kuruma sonrasinda
tiiplerin iizerine 30-50 pl steril, DNase, RNase free DEPC’li su eklenerek RNA’nin
cOziinmesi saglanmistir.

- Coztinen RNA’dan 3-5 pl 6rnek total RNA’nin agaroz jeldeki goriintiisiiniin izlenmesi

icin ayrilmigtir. Geri kalan RNA’lar cDNA izolasyonuna kadar -80°C’ye kaldirilmistir.

3.2.3.RNA’mn Kalitatif degerlendirilmesi

Aqgaroz Jel Elektroforezi

RNA’nin kalitatif degerlendirilmesi i¢in %1°lik agaroz jel hazirlanmistir. Bu amacla asag1 yer
alan protokol izlenmistir.

- Erlen igerisine alinan 100 ml TBE (Tris Buffer EDTA) igerisine 1 gr rutin agaroz
eklenmistir.

- Agaroz TBE karisimi1 mikrodalga firin ile eritilmistir.

- Eritilen bu karisim iizerine 2ul EtBr (Etidyum Bromiir, 10mg/ml) eklenmis ve el
ile yavagma sallayarak karistirtlmigtir.

- EtBr ile karisan soliisyon elektroforez tankina taraklar kullanilarak dokiilmiis ve
donmaya birakilmigtir. Yaklagik 60 dakika sonra donan agaroza jele elde edilen
total RNA’dan almman 3-5 pl RNA yiklenmis ve 100 V’da 30 dakika
yuritilmistir.

- Yiritme sonrasinda hem dokudan hem de periferik kanlardan elde edilen total
RNA’ya ait 28S, 18S ve 5S RNA goriintiisii asagida gosterilmistir (Resim 3.1 ve

3.2’de sirasiyla).

—» 28 s RNA

—» 18 sRNA

—» 5sRNA

Resim 3.1. Dokulardan elde edilen RNA’nin agaroz jel goriintiisii
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28 s RNA

18 s RNA

5sRNA

Resim 3.2. Periferik kanlardan elde edilen RNA’nin agaroz jel goriintiisii

3.2.4.RNA’min kantitaif degerlendirilmesi
- -80 °C’de tutulan total RNA’dan 1 pl alinmis ve spektrofotometrede saflik
(260/280 oran1) ve miktar tayini yapilmistir.

3.3.cDNA (Complementer DNA) izolasyonu ve Amplifikasyonu

Dokulardan ve periferik kanlardan elde edilen total RNA’dan gen ekspresyon analizi yapmak igin
oncelikle bu RNA’lardan ¢cDNA elde edilmistir. cDNA sentezi i¢in GeneAll HyperScriptFirst
Strand Synthesis Kit’in (Katalog: 601-005) kullanilmasi planlanmaktadir. Bu kitin 6nerdigi
protokol uygulanmis ve minumum 500 ng total RNA kullanarak cDNA elde edilmistir.

cDNA senetez protokolii
1- Asagidaki tabloda yer alan igerikler 200ul’lik PZR tiipiine eklenmistir.
2.

cDNA sentez protokoliine gore reaksiyon igerikleri asagidaki tabloda verilmistir (Tablo 3.1).

Tablo 3.1. cDNA sentezin hazirlanan reaksiyon igerigi
Primer (50 uM) 1 ul

dNTP (10 mM) 1 ul
Total RNA (500 ng) | --(miktar 6rnege gore degisir)
dH20 14 pl’ye tamamlandi
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3- Bu tiipler 65°C 5 dakika 1s1tic1 blokta bekletildi.

4- Ardindan 1 dakika buz lizerinde bekletildi.

5- Bu tiip igerisine 2 pl 10x Revers transkriptaz (RTaz) buffer, 0,1 M 2 ul DTT, 1 pl ters
transkriptaz enzimi ve 1 pl Rnaz eklendi ve 5 saniye santrifiij edildi.

6- Santrifiij sonrasi tiipler Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) aletine ait bloklara
yerlestirilmistir.

7- Tiipler PZR aletinde 55 C 60 dakika ve 85°C 5 dakika inkiibe edilmistir.

8- Inkiibasyon sonunda elde edilen cDNA’larin basariyla elde edilip edilmedigi G6PDH
(house-keeping) kontrol primerleri kullanilarak konvansiyonel PZR ile kontrol edilmistir.
Konvansiyonel PZR sonrasi elde edilen amplifikasyon firtinleri %1°lik agaroz jel de
yiriitillerek goriintiilenmistir (Resim 3.3). Elde edilen ¢cDNA’lar RT-PZR [Real-Time
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)= Ger¢ek Zamanli PCR)]’de ekspresyon analizi

icin kullanilmak tizere -20°C’y kaldirilmustir.

» 130 bp

Resim3.3. cDNA amlifikasyonunun yapildigina iliskin agaroz jel gortntiisii

3.4.RT-PZR (Gercek Zamanh PCR)

Tez kapsaminda belirtilen genlerin ekspresyonlarini RT-PZR’da saptamak amaciyla Biotium
Fast-Plus Evagreen Master Kit kullanilmistir. Gen ekspresyonu igin kullanilan primerler ve ilgili
kitin protokolii geregi hazirlanan RT-PZR reaksiyon igerigi ve PZR sartlar1 asagidaki Tablo 3.2

ve Tablo 3.3’de 6zetlenmistir.
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Tablo 3.2. RT-PZR’da kullanilan primerler

Gen Kullanilan Primerler Amlifikasyon
Biiyiikliik (bp)
MMP-1 F-5'-CGCACAAATCCCTTCTACCC-3' 145

R-5'-GAACAGCCCAGTACTTATTCCCT-3'

MMP-2 F-5'-GCAAGTTTCCATTCCGCTTCC-3 168

R-5'-CACCTTCTGAGTTCCCACCA- 3’

MMP-9 F-5'-5TACCACCTCGAACTTTGACAG-3' 158

CAGTGAAGCGGTACATAGGG-3

Beta Aktin F-5-GATGGTGGGCATGGGTCAGAAGGA-3’ 149

F-5'-CATTGTAGAAGGTGTGGTGCCAGAT-3

Tablo 3.3. RT-PZR igin reaksiyon igerigi asagidaki tabloda gosterilmistir

Reaksiyon icerigi Bir 6rnek icin Reaksiyon Dongiisii

Tampon (2X) 10 pl 1-95°C 5' denatiirasyon

Primer Forward : 0,5 pul

(MMP-1,2,9) ve Reverse :0,5ul 2-95°C 15"

Kontrol Primer (Beta aktin) 3-60°C (Tiim genler igin)

dH:0 8,4 ul

cDNA 0,6 ul 4-72°C 1"

Toplam 20 ul ortalama 40 dongii
(2’den 4’e)

Melting Curve

Ramp: 50-99 (1’er derece
artis)

90°C 5 saniye

67



RT-PZR sonrasi her bir genin her bir 6rnek icin elde edilen Ct [cycle treshold (=ekspresyon esik
degeri)] degerleri delta delta Ct (AACt) formiilasyonu kullanilarak goreceli (rolatif) ekspresyon
degisiklikleri saptanmustir.

3.5.Istatistiksel Analiz

Calismanin verilerinin istatistiksel anlamda degerlendirilmesi amaciyla SPSS 20.0 paket
programi kullanilmistir, doku ve kan orneklerinden elde edilen ekspresyon oranlarinin gruplar
arasindaki ve kontrol grubu ile arasindaki farkliliklarin arastirilmasi amaciyla Tek Yonli Varyans
Analizi vel/veya parametrik olmayan karsiligi olan Kruskal Wallis analizi uygulanmistir.
Farklilig1 yaratan gruplarin belirlenmesi amaciyla ¢oklu karsilastirma testleri kullanilmastir.
Ayrica g¢alismanin demografik verilerinin gruplar bakimindan karsilastirilmas: amaciyla
Student’s t testi ve/veya Mann Whitney U testi kullanilmis, kategorik degiskenlerin
dagilimlarinin incelenmesi i¢in ise ki-kare ya da Fisher’in exact testi kullanilmistir. Caligmanin
sonuglarinin 6zetlenmesi amaciyla ortalama+standart sapma, ortanca (min.-maks.) ve frekans
dagilimlar1 kullanilmistir, 6zellikle ekspresyon oranlari bakimindan degisimlerin gorsel olarak

vurgulanmasi adina bar grafiklerden faydalanilmstir.
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5. SONUCLAR

4.1 .Hastalarin Se¢imi ve Degerlendirilmesi
Tez kapsaminda NTD tanisi almis toplam 40 bebek hastanin NTD dokusu ve periferik kani ile
kontrol grubu olarak saglikli dogan 4 bebege ait periferik kan alinmistir. Hastalara ait genel

bilgiler ve klinik bulgular Tablo 4.1°de ve Tablo 4.2’de verilmistir.

Tez kapsaminda degerlendirilen hastalarimiz Meningomyelosel (%70), Meningosel (%10),
Myelosizis (%10), Ensefalosel (%10) tanist almis hastalardan olusmustur. Hastalarimizin NTD
lezyonlar1 en fazla lomber (%46,4) en az ise Sakrokoksigeal (%3,6) ve servikal (%2,5) bolgede
yerlesim gostermistir. Degerlendirilen hastalarimizda, NTD’ye eslik eden anomalilerin varligi
arastirtlmis ve hastalarimizin %87,5’in hipotroidi (%37,5) ve sendromik olgulardan (%27,5)
olustugu tespit edilmistir. Ayrica, hastalarimizin %72,5’inde malfarmasyon saptanmistir. NTD
hastalarimizin periferik kanlarinda NTD gelisimine ve MMP aktivasyonuna etkisi olabilecegi
distiniilen B12, Folat ve Ca* diizeyleri arastirilmistir. Hastalarimizin B12, Folat ve Ca**
diizeylerinin genel ortalama sinirlar1 igerisinde yer aldigi1 saptanmistir. Ayrica MMS, M, MS ve E
tanili hastalarimizin lezyon biiyiikliiklerinin klinik ag¢idan normal diizeylerde ve taniya uygun

siirlar igerisinde oldugu saptanmustir.
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Tablo 4.1. Hastalarin Genel Bilgileri

Tan MMS M MS E NTD
Genel Bilgiler % (n=) % (n=) % (n=) % (n=) % (n=)
Tam 70 (28) 10 (4) 10 (4) 10 (4) 100 (40)
Cinsiyet (19 E, 21K) 43E (12), 50E (2), 50E (2), 75E(3), 47,5 E (19),
57K (18) 50K (2) 50K (2) 25K(1) 52,5 K (21)
Anne Yasi 28,92+5.43 (25) | 32,75 +9,5(4) 28 +2,64(4) 35,5+2,12 (4) 30,61+6,21
Lezyon Lomber 46,4 (13) 50 (2) 37,5 (15)
Yeri
Lumbosakral 32,1(9) 25 (1) 25 (1) 27,5 (11)
Oksipital 100 (4) 10 (4)
Sakrokoksigeal 3,6(1) 2,5(1)
Servikal 25 (1) 2,5(1)
Torakolomber 17,9 (5) 75 (3) 20 (8)

Malformasyon varligi
Var, Yok

75(21), 25(7)

100(4), 0 (0)

0(0), 100 (4)

0(0), 100(4)

62,5 (25), 37,5 (15)

Lezyon Biiyiikliigii Ortalamasi
(cm x cm)

5,1X5,17

1,8X2,1

6,25X7

4X4

4,3X4,5

Ca’* (mg/dl)
Normal degerler
(8,4-10,8)

9,08+0,62

8,60+0,80

8,63+0,49

7,75+0,35

8,91+0,67

B12 (pg/ml)
Normal degerler
(187-583)

236,44+103,48

287,75+207,87

352,00+85,02

289,00+33,94

250,09+109,33

Folat (ng/ml)
Normal degerler (3-17)

13,45+3,05

10,95+3,41

16,00+3,41

13,00+7,64

13,343,68
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Tablo 4.2. NTD Hastalarinin Klinik Bulgulari

D1 1A 30 E | MMS | LUMBOSAKRAL 6X8 YOK 9,7 | 167 12,5 YOK
D2 YD 27 K | MMS | TORAKOLOMBER | 7X8 YOK 9,3 | 309 5,9 YOK
SENDROMIK,
D3 YD 27 E | MMS | LOMBER 6X4 HIPOTROIDI 8,8 | 265 14,9 VAR
D4 YD 25 E | MS TORAKOLOMBER | 5X6 HIPOTIROIDI | 8,7 VAR
D5 YD 26 K | MMS | LUMBOSAKRAL 5X5 YOK 8,90 | 104 14.40 VAR
D6 YD 37 E | MMS | TORAKOLOMBER | 6X7 SENDROMIK | 9,3 | 131 10,6 VAR
D7 YD 41 E | MMS | LOMBER 5X4 YOK 9 263 15,90 VAR
D8 YD 28 K | MMS | LOMBER 6X4 HIiPOTIROIDI | 8,2 | 192 12,7 VAR
D9 1Y 42 E | MMS | LOMBER 3X2 YOK 10,1 | 83 15 VAR
D10 YD 24 E | MMS | LUMBOSAKRAL 5X4 YOK 8,6 | 232 11 YOK
OKSIPITAL
D11 YD 34 E | E (KRANIAL) 4X3 HIPOTIROIDI | 8,7 | 187 11,3 VAR
D12 YD 35 E | MMS | LOMBER 4X2 HIPOTROIDI 95 |131 16,2 VAR
HIPOTROIDI,
D13 YD 25 K | MS TORAKOLOMBER | 9X4 SENDROMIK |84 | 354 19,8 VAR
D14 YD 34 E | MMS | LOMBER 5X5 YOK 75 | 136 15,7 VAR
D15 YD 30 E | MS TORAKOLOMBER | 6X12 HIPOTROIDI 8,3 | 266 15 YOK
D16 YD 29 K | MMS | LUMBOSAKRAL 8X7 HIPOTROIDI 8,6 | 240 12,6 VAR
D17 1A 29 K | MMS | TORAKOLOMBER | 4X6 YOK 10,1 | 229 11,8 YOK
D18 YD 40 K| M LOMBER 2X3 YOK 7.8 | 230 13 VAR
D19 YD 23 K | MMS | LUMBOSAKRAL 4X5 SENDROMIK |94 | 137 15,2 VAR
HIPOTROIDI,
KARDIAK
PATOLOJI
D20 YD 38 K | MMS | LOMBER 7X8 (ASD) 8,5 | 333 11,8 VAR
D21 YD 30 K | MMS | LOMBER 4X5 YOK 95 | 347 16,6 VAR
D22 YD 25 K | MMS | TORAKOLOMBER | 6X5 HIPOTROIDI 10,2 | 230 13,7 VAR
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D23 YD 23 K | MMS | LOMBER 3X4 YOK 9,6 | 370 14,6 VAR

D24 YD 24 E | MMS | LOMBER 7X6 HIiPOTROIDI 9,1 | 144 17,5 YOK

D25 YD 37 E |E OKSIPITAL 8X8 HIPOTROIDI 75 | 313 7.6 VAR

D26 YD 40 K | MMS | LUMBOSAKRAL 4X5 YOK 8,9 | 255 10 VAR

D27 YD 23 E | MMS | LOMBER 45X3 YOK 9,1 | 350 13,2 VAR

D28 YD 40 E | M LOMBER 2X2 HIPOTIROIDI | 8,50 | 594 13 VAR

D29 YD 27 E | MMS | TORAKOLOMBER | 5X6 SENDROMIK | 8,3 | 542 16,1 VAR
SENDROMIK,

D30 YD 29 K |E OKSIPITAL 2X2 IKiz 8 272 15,8 VAR
KARDIAK

D31 YD 25 K | MMS | LOMBER 4X5 SIKINTI 95 | 285 11,9 VAR

D32 YD 30 K | MMS | LOMBER 3X4 YOK 9,7 | 250 15,6 VAR

D33 YD 31 K| M SERVIKAL 2X2 YOK 8,4 | 135 15,4 VAR

D34 YD 29 K | MS LUMBOSAKRAL 5X6 SENDROMIK | 9,2 | 436 13,20 VAR

SAKROKOKSIGEA
D35 YD 25 K | MMS | L 7X6 SENDROMIK | 9,5 | 280 11,3 VAR
D36 YD 39 K | MMS | LUMBOSAKRAL 6X4 SENDROMIK | 8,6 | 173 18,3 YOK
OKSIPITAL(KRANI

D37 YD 34 E |E AL) 2X3 SENDROMIK 265 18,4 YOK

D38 YD 22 E | MMS | LUMBOSAKRAL 4X5 YOK 8,3 |98 17,2 VAR
SENDROMIK

D39 YD 31 K | MMS | LUMBOSAKRAL 6X8 (JLS) 8,6 | 173 8,7 YOK

D40 YD 20 E | M LUMBOSAKRAL 1.5X1.5 YOK 9,7 | 192 2,9 VAR

Kisaltmalar: Yenidogan: YD, Yil: Y, Aylik: A, Cinsiyet: C, Meningomyelosel: MMS, Meningosel: M, Ensefalosel: E, Myelosizis: MS, E: Erkek, K: Kadin,
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4.2.NTD Hastalarinda MMP Ekspresyonlari

MMP-1,-2 ve -9 genlerinin ekspresyonlar1 kantitatif RT-PZR yontemiyle arastirilmig ve elde
edilen Ct degeri lizerinden a) NTD hastalarinin periferik kan Ct’leri saglikli kontrol bireylerin
ortalama Ct degerleriyle b) NTD hastalarinin NTD dokularina ait Ct degerleri kendi periferik
kanlarinin Ct degerleriyle AACt formiilasyonu kullanilarak rolatif (goéreceli) kantifikasyon
yapilmistir. Buna gore, periferik kanlardaki MMP ekpsresyonlart dokulardaki ekspresyonlardan
farkli saptanmistir. NTD hastalarimizin periferik kanlarinda ekspresyonu azalan MMP’lerin
dokularda ekspresyonlarin arttigi veya bu saptamanin tersi bir ekspresyon farkliliginin varligi

saptanmistir.

4.2.1.Periferik Kanlarda ve Dokulardaki MMP-1 Ekspresyonlari

NTD hastalarinin periferik kanlarinda yapilan ekspresyon farkliliklar1 Sekil 5.1, Sekil 5.2°de
gosterilmigtir. Buna gore 40 hastanin 24’iinde (%60) MMP-1 ekspresyonu saglikli kontrol
bireylerin periferik kanlarima gore azalirken 10 hastada (%25) artmistir ve 6 hastada (%10)
ekspresyon tespit edilememistir. Ekspresyon artisi 150 kat {izeri olan iki hastanin verisi kat

artiglarinin grafiklerde daha net ve anlasilir goriilmesi i¢in Sekil 5.2°de gosterilmemistir.

NTD dokularinda ise yalnizca 7 hastada (%17,5) MMP-1 ekspresyon azalisi, 27 hastada (%67,5)
ise artis1 saptanmustir (Sekil 5.3, Sekil 5.4, Sekil 5.5). Bu analizde 3 hastada saptanan ekspresyon
artist 5000 kat {izeri oldugundan, kat artislarinin grafiklerde daha net ve anlasilir goriilmesi i¢in
Sekil 5.5’te gosterilmemistir. MMP-1 ekspresyonu agisindan, periferik kanda artis veya azalma
gosteren hastalar ile NTD dokularinda artig veya azalma gosteren hastalar birbirlerinden genel
olarak farklidir.
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4.2.2.Periferik Kanlarda ve Dokulardaki MMP-2 Ekspresyonlari
NTD hastalarinin periferik kanlarinda yapilan MMP-2 genine ait ekspresyon degisiklikleri
Sekil 5.6, Sekil 5.7 ve Sekil 5.8’de gosterilmistir. Periferik kanlar1 degerlendirilen 40 hastanin
15’inde (%37,5) MMP-2 ekspresyonu azalirken, 19 hastada (%47,5) degisik oranlarda artig

saptanmistir. Bu gruptan 6 hasta da ise ekspresyon saptanmamustir.

NDT dokular degerlendirilip hastanin kendi periferik kani kontrol olarak kullanildiginda ise
40 hastanin 17’sinde (%42,5) ekspresyon azalirken yine 17 hastada (%42,5) ekspresyon
artmis ve 6 hasta da ise ekspresyon saptanmamustir (Sekil 5.8, Sekil 5.9, Sekil 5.10). Ancak
periferik kanda ekspresyonu azalan 15 hastanin yalnizca 5 tanesinin dokusunda ekspresyon
azalmas1 saptanmistir. Periferik kaninda MMP-2 ekspresyonu agisindan azalma saptanan 10
hastanin dokusunda MMP-2 ekspresyon artis1 saptanmistir. Ayrica, periferik kanda saptanan
ekspresyon azalma veya artis orani ile dokularda saptanan azalma ve artig orani ayni veya

benzer degildir.

Genel olarak calismasi yapilan periferik kan ve dokularin ekspresyonlari birbirinden farklilik
gostermistir. Dokularda saptanan ekspresyon artis oranlari periferik kanlarda saptanlara gore
daha yiiksektir ve artis oran1 5000 kat {izeri olan hasta verisi grafiklerin daha net ve anlasilir

goriilmesi i¢in Sekil 5.10°da gosterilmemistir.
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4.2.3.Periferik Kanlarda ve Dokulardaki MMP-9 Ekspresyonlari
NTD hastalarmin periferik kanlarinda yapilan MMP-9 genine ait ekspresyon degisiklikleri
Sekil 5.11 ve Sekil 5.12°de gosterilmistir. Periferik kanlar1 degerlendirilen 40 hastanin
11’inde (27,5) MMP-9 ekspresyonu kontrol kanlarindaki ekspresyona goére azalirken, 23
hastada (%57,5) degisik oranlarda artis saptanmistir. Ayrica, 6 hasta da ise MMP-9

ekspresyonu saptanmamustir.

NTD dokular1 degerlendirilerek yapilan MMP-9 ekspresyon analizinde ise 40 hastanin 5’inde
(%12,5) ekspresyon azalirken 29 hastada (%72,5) ekspresyon artisi saptanmustir. Periferik
kanda oldugu gibi 6 hastada ekspresyon saptanmamuistir (Sekil 5.13, Sekil 5.14, Sekil 5.15).

MMP-9 ekspresyonunda da diger genlerin ekspresyon analizlerinde oldugu gibi periferik
kanda azalma saptanan bir¢ok hastanin dokularinda ekspresyonun arttigi ve/veya tersi bir
ekspresyon farkliligi durumu saptanmistir. Ayrica, MMP-9 ekspresyonunda da periferik
kanda saptanan ekspresyon azalma veya artis oranmi ile dokularda saptanan azalma ve artis

orani ayni veya benzer degildir.

Genel olarak calismasi yapilan periferik kan ve dokularin MMP-9 ekspresyonlar1 birbirinden
farklilik gostermistir. Periferik kanda saptanan ve degerlendirilebilir en yiiksek MMP-9 artisi
13 kat iken dokularda saptanan ekspresyon artis1 5000 katin iizerindendir. Ancak artig orani
5000 kat tizeri olan hastalarin verileri (5 hastada) grafiklerin daha net ve anlasilir goriilmesi

icin Sekil 5.15’te gosterilmemistir.
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4.2.4 Periferik Kan ile Doku Arasinda Saptanan MMP Gen Ekspresyonlari
Yukarida da belirtildigi tizere periferik kanlardaki ekspresyon diizeyleri ile dokular
ekspresyonlar arasinda farkliliklar saptanmistir. Bu farkliliklari igeren veriler Sekil 5.16, Sekil
5.17 ve Sekil 5.18’de gosterilmistir.
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Sekil 4.16. NTD hastalarina ait periferik kan ve dokulardaki MMP-1 Ekspresyon farkliliklari
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4.2.5. NTD Klinik Verileri ile MMP Ekspresyonlar1 Arasindaki liski

4.2.5.1. NTD Tipi, Ca2+, B12 ve Folat ile MMP Gen Ekspresyonlar1 Arasindaki liski
MMP-1 ve MMP-9 gene ekspresyonlart bakimindan tani gruplart karsilastirildiginda gruplar
arasinda anlaml farklilik bulunmamistir (sirasiyla p; 0.929 ve 0.809) ancak MMP-2 i¢in 4
tan1 grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (p=0.012). Posthoc
Duncan testiyle degerlendirilen gruplar arasi farkliliklar incelendiginde, sadece “M”
grubunun digerlerinden farkli oldugu gozlenmistir. 19921 kat eksprese oldugu gdzlenen bu
gruba en yakin NTD tipi MMS (430 kat) ve tiim digerlerinden istatistiksel olarak farkli
bulunmustur. Benzer sekilde B12 ve folat degiskenleri tani gruplart bakimindan
incelendiginde gruplar arasinda anlamli farklilik bulunmazken (sirasiyla p; 0.373 ve 0.360)
Ca*? diizeyi acisinda tam gruplart birbirlerinden farkli bulunmustur (p=0.030). Farkl
indislerin farkli gruplari gosterdigi asagidaki tablodan da anlasilacagi tizere MMS ve E
gruplar1 birbirlerinden farkli ancak MS ve M gruplar1 hem MMS hem de E gruplaryla

istatistiksel olarak ayni bulunmustur.
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Tablo 4.3. NTD Tipi, Ca®*, B12 ve Folat ile MMP Gen Ekspresyonlar1 Arasindaki iliski

Tani

MMS MS M E

Ortalama St.Sapma |Ortalama St.Sapma |Ortalama St.Sapma Ortalama St.Sapma b
MMP1 1140191,64 4895507,99 | 440,75 750,62 2908,65 2490,41 ,463 416 0.929
MMP2 430,62° 1097,12 5,64% 9,78 19921,44° 34492,42 2282 241 0.012
MMP9 14596,00 39776,29 ,93 ,698 3257,31 5050,76 70,441 101,503 0.809
Ca2+ 9,08 62 8,63°° 49 8,60°° 80 7,75° 35 0.030
B12 236,44 103,48 352,00 85,02 287,75 207,87 289,00 33,94 0.373
Folat 13,45 3,05 16,00 3,41 10,95 5,51 13,00 7,64 0.360
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4.2.5.2. Cinsiyet ile Ca2+, B12 ve Folat ile MMP Gen Ekspresyonlar1 Arasindaki iliski

Cinsiyet bakimindan asagida belirtilen tablodaki degiskenler incelenmistir. Buna gore,

erkek ve kadm olmanin bu olgiim degerleri iizerine etkisi olmadigi gozlenmistir (p

degerleri; 0.177 — 0.784 arasinda degismektedir).

Tablo 4.4. Cinsiyet ile Ca®*, B12 ve Folat ile MMP Gen Ekspresyonlari Arasindaki iligki

Cinsiyet

Erkek Kiz

Ortalama St.Sapma Ortalama St.Sapma p
MMP1 336,545 766,460 1500533,110 5602105,390 0.326
MMP2 21,396 47,794 3697,270 13629,641 0.323
MMP9 1705,264 5255,013 18474,334 45028,529 0.177
Caz2+ 8,77 71 9,02 ,64 0.228
B12 239,11 137,16 258,79 83,24 0.564
Folat 13,48 3,76 13,16 3,70 0.784

4.2.5.3. Malformasyon varh@ ile Ca2+, B12 ve Folat ile MMP Gen Ekspresyonlari

Arasindaki iliski

Malformasyon varlig1 ve yoklugu ile Ca®*, B12, folat diizeyleri ve MMP gen ekspresyonlari

karsilastirildiginda malformasyon varligi ve yoklugu ile degiskenler bakimindan farklilik

yaratmamustir (p degerleri; 0.349 — 0.593 araliginda degismektedir).

Tablo 4.5. Malformasyon varlig1 ile Ca®*, B12 ve Folat ile MMP Gen Ekspresyonlar1 Arasindaki Iliski

Malformasyon

Yok Var

Ortalama St.Sapma Ortalama St.Sapma p
MMP1  25782,239 80708,291 1228566,014 5103047,415 0.446
MMP2 486,518 1466,104 2855,761 12421,179 0.555
MMP9  6318,489 16926,882 13552,224 40552,160 0.593
Ca2+ 8,82 72 8,97 ,66 0.505
B12 232,43 57,73 258,62 127,10 0.468
Folat 12,57 4,69 13,69 3,04 0.349

4.2.5.4. Ca2+, B12 ve Folat ile MMP Gen Ekspresyonlar1 Arasindaki iligki

Ca?*, B12 ve folat diizeyleri ile MMP gen ekspresyonlar1 arasindaki iliski analiz edildiginde

dokulardaki ekspresyon oranlart ile olan iligkilerinin incelenmesi amaciyla Pearson

korelasyon katsayilart hesaplanmis ve istatistiksel olarak anlamli sayilabilecek bir iliski

gozlenmemistir. Dolayisiyla bu degiskenlerdeki artis ya da azahis diger degiskenler

bakimindan anlamli bir artis ya da azalisa neden olmamaktadir.
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Tablo 4.6. Ca®*, B12 ve Folat ile MMP Gen Ekspresyonlari Arasindaki iligki

Correlations

Ca2+ BI12 Folat MMP1 MMP2 MMP9
rho Ca2+ Correlation Coefficient 1,000 -,114 -,218 324 ,113 ,179
p 465 161 ,066 532 318
B12 Correlation Coefficient -114 1,000 -,040 ,078 -,010 -,141
p 465 . ,800 ,665 955 434
Folat Correlation Coefficient -,218 -,040 1,000 ,011 ,006 -,084
p 161,800 : ,952 974 ,648
MMP1  Correlation Coefficient ;324 078 011 1,000 797" 631"
p 066 665 ,952 ,000 ,000
MMP2  Correlation Coefficient ~ ,113  -,010 ,006 7977 1,000 708"
p 532 955 974 ,000 : ,000
MMP9  Correlation Coefficient ~ ,179  -141 -,084 6317 708" 1,000
p 318 434 ,648 ,000 ,000

**_Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).

4.2.5.5. Hipotroidisi olan NTD Hastalarda Ekspresyon Analizi

Hastalarin klinik bulgulart ile ekspresyon degisiklikleri arasindaki iligki incelendiginde

hipotrodisi olan 14 hastanin yalnizca 9’unda ekspresyon saptanmigtir. Hipotrodisi olan 9

hastada MMP-2 ve MMP-9 genlerine ait ekspresyonlarda kontrole goére azalma

saptanmistir. Bu hastalara ait ekspresyon kati degisiklikleri arasinda kantitatif acidan

biiyiikliik farki oldugundan ilgili agiklamaya ait veriler Tablo 4.7°de gosterilmistir.

Tablo 4.7. Hipotroidisi Olan NTD Hastalarinda Ekspresyon
Degisikliklerinin Kat Degisimi Olarak Gdsterimi

o B BTG ESEG,

D12 0,001054 2,56E-07 5,08E-07 MMS
D13 0,074158 2,16E-05 0,186819 MS
D15 14,71873 0,001181 1,571138 MS
D16 0,045208 3,15E-05 0,024745 MMS
D20 5,408914 3,489297 1,357403 MMS
D22 290,7516 0,129499 3,086082 MMS
D24 171,577 1,413483 2,218522 MMS
D25 0,807692 0,204683 24,51095 E

D28 97,04681 0,168198 1,0814 M
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4.2.5.6. Sendromik olan NTD Hastalarda Ekspresyon Analizi
Ayrica NTD hastalarimiz igerisinde sendromik anomalisi olanlarda yapilan ekspresyon
degerlendirilmesi sonucunda, sendromik anomalisi olan 10 hastamizin 9’unda
ekspresyonlar analizi yapilabilmistir. Bu analiz sonunda 1 hasta disinda tiim hastalarimizda
MMP-1 ve MMP-9 ekspresyonlarinin hastanin kendi kontrol kanina gére yiiksek oldugu
saptanmistir. Bu hastalara ait ekspresyon kati degisiklikleri arasinda kantitatif agidan

biiytikliik farki oldugunda ilgili agiklamaya ait veriler Tablo 4.8’de gosterilmistir.

Tablo 4.8. Sendromik Anomalisi olan NTD Hastalarinda Ekspresyon
Degisikliklerinin Kat Degisimi Olarak Gosterimi

D3 116,1275 29,43614 19595,33 MMS
D6 1,593252 0,006031 1,1818 MMS
D19 5,867189 0,695554 3,306615 MMS
D29 39,5686 9,741613 1,108864 MMS
D34 1307,463 16,94073 1,039971 MS
D35 784,1482 0,925075 148,5308 MMS
D36 1573,187 42,18647 4734,811 MMS
D37 0,58142 0,480739 186,7904 E

D39 2,820479 0,398112 21,42593 MMS
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4. TARTISMA

NTD, bireylerin biliyiime ve gelisimi ile sosyolojik yapilanmasini etkileyen onemli konjenital
malfarmasyonlardan biridir. Multifaktoriyel bir kalitim sergileyen NTD’nin olusum ve
gelisim nedenleri arasinda genetik ve ¢evresel faktdrler onemli rol oynamaktadir. NTD’nin
heterojen yapis1 nedeniyle fizyopatoloisi hem molekiiler hem de fizyoloik a¢idan tam olarak
aydinlatilamamustir (Nikolopoulou E ve ark., 2017). Ancak NTD’nin neden oldugu tibbi ve
toplumsal problemler goz oniine alindiginda gerek tani gerekse terapotik agidan NTD’nin
aydinlatilmaya ve NTD’yi tanimlayabilecek prediktif, prospektif ve/veya terapotik molekiiler
biyobelirteglere ihtiya¢c duyulmaktadir.

Gelisim biyolojsinin en 6nemli arastirma alanlarindan biri olan NTD’nin olusum ve
gelisimine neden olabilecek ¢evresel ve tibbi nedenler arasinda diabetus mellitus (Copp Aj ve
ark., 2013), hormonal dengesizlikler, teratojenler, folik asit eksikligi (Murray LK ve ark.,
2018), bir takim ilaglar (Scaparrotta A ve ark., 2017) ve asir1 A vitamini kullanimi (Rothman
KJ ve ark., 1995) oldugu bildirilmektedir. NTD olusum ve gelisimine neden olabilecek
molekiiler genetik faktorler arasinda ise mikroRNA’larin (Qin P ve ark., 2017; Yang SL ve
ark., 2015), folik asit yolag: genleri ile PCP (Planary Cell Polarity) genlerinin yer alabilecegi
(Copp Aj ve ark., 2013) belirtilmektedir.

NTD fizyoloisinde primer nérilasyon siireci en énemli basamaktir. Bu siiregte NT progenitor
hiicreleri néroepitelyumu ve ¢evre dokulari olusturmak iizere lumen etrafinda kanalize olurlar.
Noral olmayan ektoderm (Non-NCC), notokord ve mezodermin NT kapanmasinin (NTC,
Neural Tube closure) diizenlenmesinde rol aldig1 diisliniilmektedir. Norilasyon
mekanizmasinda dogrudan ve dolayl olarak rol alan unsurlarda meydan gelebilecek eksiklik,
bozulma veya diizensizlikler NTD olugmasina neden olmaktadir. Eger NTC mekanizmasini
tam olarak ¢ozebilirsek NTD gelisiminin dnlenmesi ve tedavisi i¢in yeni tibbi yaklagimlar
gelistirebiliriz. Bir¢cok hiicresel ve molekiiller olayin yer aldigi primer ndrilasyon
mekeanizmasinda farede 300’den fazla genin yer aldig1 belirtilmektedir (Wilde JJ ve ark.,,
2014). Insanlarda goriilen NTD’de bugiine kadar 82 genin NTD gelisimini etkileyebilecegi
bildirilmistir (Nikolopoulou E ve ark., 2017).
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NTD fizyolojisinde ECM’nin yapisi, olusumu ve gelisimi onemli rol oynamaktadir
(Nikolopoulou E ve ark., 2017). ECM, proteoglikanlarin ve proteoglikan yapida olmayan
proteinlerin  (fibronektin ve laminin gibi), kollajenlerin ve elastinlerin yer aldigi
(Nikolopoulou E ve ark., 2017), hiicrenin gog¢iinii, invazyonunu, proliferasyonunu ve
diferansiyasyonunu belirleyen kompleks bir yapidir (Blavier L ve ark., 2001). ECM’de yer
alan bu molekiiller ECM yapisini olusturan hiicreler tarafindan hiicre disina salinir. ECM
yapisinin NTD’deki roliiniin tanimlanmasi ve anlasilmasi olduk¢a karmagiktir. ECM’de
yapisal olarak yer alan proteinlerin ¢ogu integrin reseptorleri i¢in birer ligand’tir ve integrin
reseptorlerine baglanarak NTD gelisiminde rol oyanayan hiicre polaritesi, hiicre gocii, hiicre
adezyonu, hiicre iskeleti ve morfogenetik sinyallerin diizenlenmeleri hakkinda bilgi sunan
sinyal yolaklarinin aktiflesmesini saglar (Nikolopoulou E ve ark.,, 2017). MMP’ler
ekstraselliiler matrikste (ECM) ki c¢esitli proteinlerin parcalanmasina yol agarak hiicre
gociinde, metastazinda (Roth L ve ark.,, 2017) ve damarlasmada ve dolayisiyla yara
iyilesmelerinde (Chang JH ve ark., 2016) rol almaktadirlar.

NTD’nin gelisiminin altinda eksik bir hiicre gd¢li mekanizmasi yattigindan dolayt ECM’nin
formasyonunda rol aldig1 bildirilen MMP’lerin (Blavier L ve ark., 2001) arastirilmas1 ve
etkilerinin aciga c¢ikarilmast NTD’nin patogenezini agiklamaya ve NTD’nin olusumunu

onlemeye yonelik tibbi yaklasimlarin olusturulmasini saglayabilir.

Bu nedenle, bu tez kapsaminda hiicre gogiinde ve invazyonunda rol aldigi bilinen matriks
metalloproteinazlarin  6nemli {iyelerinden olan hiicre gociinde ve doku yeniden
yapilanmasinda rol aldig1 bilinen MMP-1, MMP-2 ve MMP-9 genlerinin ekspresyonlarinin

NTD’nin olusum ve gelisimindeki olasi rollerinin saptanmas1 amaglanmustir.

Copp ve ark. (2013) NTD gelisiminde yer alan faktorleri g¢evresel ve genetik olarak
degerlendirmis, multifaktdriyel olan bu patolojinin temelinde yer alabilecek genetik faktorleri
yukarida da belirtildigi gibi a) folik asit yolaginda yer alan genler b) PCP yolaginda yer alan
genler olarak siniflandirmistir. Folik asit yolagi; hiicrenin piirin ve primidin sentezi ve
hiicrenin metil vericisi olan S-adenozil metiyonin iiretildigi hiicre i¢in hayati dneme sahip bir
yolaktir. Burada rol alan genlerdeki polimorfizmlerin NTD gelismine katki sunabilecegi
belirtilse de genel olarak kullanilan folat miktar1 ve genetik polimorifizm ¢alismalari arasinda
bir uyum bulunmamaktadir (Dalal A., 2007; Findley TO ve ark., 2017; Fang Y ve ark., 2018).
Folat eksikliginin ve kullanilan dozun NTD gelisiminde tek basina ve major etkili oldugu

goriisii tartismalidir ve NTD’nin bir vitamin hastaligi olmadigi belirtilmektedir (Copp AJ ve
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ark., 2013). Bizim ¢aligmamizda da folat miktar: ile NTD gelisimi arasinda her hangi bir
iligki saptanmamistir. Ayrica, B12 miktar1 agisindan da herhangi bir fark saptanmamustir.
Multifaktoriyel kalitimin rol aldigi bildirilen bir hastaligin patogenezinde vitamin
kullaniminin ve buna bagh ¢evresel faktorlerin major rol alabilecegi 6ngoriisii bilimsel agidan
eksik olabilir. Bu nedenle NTD tan1 ve tedavisinde biyobelirteg(ler) belirlemek i¢in NTD
yolaginda daha c¢ok genetik ve epigenetik etmenlerin rol alabilecegi potansiyelini 6n planda

tutmak daha dogru bir yaklasim olabilir.

NTD gelisiminde rol alabilecegi bildirilen ikinci 6nemli genler olarak PCP yolaginda yer alan
genlerin oldugu belirtilmektedir (Nikolopoulou E ve ark., 2017). Noral plak ve altindaki
mezodermin uzamasi lateralden medyale dogru dokusal bir hareketi, buna bagl olarak ta
hiicrelerin gociinti gerektiren ve CE (Convergent extension) olarak adlandirilan siiregte PCP
genlerinin rol aldigi bununda hiicresel kanonikal olmayan Wnt (non-canonical Wnt) yolaginin
tetiklenmesinden kaynaklandigi bildirilmektedir (Copp AJ ve ark., 2013). Wnt/PCP
yolaginda yer alan genlerde meydana gelen mutasyonlarin ndéral tiiplin kapanmasini
engelleyerek NTD’ye neden oldugu belirtilmektedir (Copp AJ ve ark., 2013). Non-canonical
Wnt yolaginin hiicre iskeletinin diizenlenmesini saglayarak kanser hiicreleri basta olmak
tizere hiicrenin go¢, invazyon ve metastazinda rol aldig1 bilinmektedir (Zheng XL ve Yu HG,
2018). Kanonikal Wnt yolagi aktivasyonunun MMP’lerin ekspresyonunu arttirdigi
belirtilmektedir (Wu B ve ark., 2007; Ingraham CA ve ark., 2011; Endo M ve ark., 2015).
Kanonikal olmayan yolakta da Wnt5a/Ror2 aksisi kullanilarak Snail trankripsiyon faktor
ailesi liyeleri lizerinden kanser hiicrelerinde EMT nin, tiimor progresyonunun ve MMP’lerin
indiiklendigi bildirilmistir (Endo M ve ark., 2015). Ayrica, Wnt5a ve Ror2’nin Xenopus
embriyolarinda PCP’yi diizenledigi ve bunlarin asir1 ekspresyonlarinin ve/veya mutant
formlarinin CE’yi ve NT gelisimini inhibe ettigi rapor edilmektedir (Endo M ve ark., 2015).
Ancak Wnt5a/Ror2 aksisinin PCP’yi diizenlerken MMP ekspresyonlarinin nasil degistigine
iliskin veri bulunmamaktadir. Kanonikal olmayan WNT yolaginda ve/veya Wnt5a/Ror2
aksisinde yer alan onlarca gende meydana gelebilecek genetik ve epigenetik degisiklikler
NTD gelisimine neden olabilir. Bu olas1 genetik ve epigenetik degisiklikler MMP’lerin
ekspresyonunu arttirarak hiicre gogli ve yoOnelimini bozabilir. Bu tez c¢alismasinda
degerlendirilen dokularda Wnt5a/Ror2 aksisi genlerinde asiri ekspresyon sonucu analizi
yapilan MMP’lerin ekspresyonlarinda artisa ve sonunda PCP’nin regiilasyonunun bozulmasi
gerceklesmis olabilir. Bu tez calismasi sonuglari, MMP-2 ve -9 basta olmak {izere MMP

genlerinin kanonikal olmayan Wnt yolagi tizerinden Wnt5a ve Ror2 aksisi genlerinin

91



arastirilmast gerektigini ve kanonikal olmayan Wnt ile MMP’ler arasinda PCP kontrol

mekanizmasi ile ilgili bir iliskinin olabilecegini gostermektedir.

Lieratiirde NTD gelisiminde MMP’lerin roliine iliskin her hangi bir veri bulunmamaktadir.
Bu tez calismasinda genel olarak MMP 1- ve 9 ekspresyon artisinin NTD gelisimine katki
sundugu saptanmistir. MMP’ler ECM organizasyonu etkisiyle hiicre goc¢li ve
yonlendirilmesinde rol alabilirler. Boylece kanser hiicrelerinde oldugu gibi ECM
degradasyonu iizerinden hiicrelerin serbest kalmasi saglanabilir. Ancak embriyonik donemde
meydana gelen asirt ekspresyon hiicrelerin birbirleriyle ve matriksle olan etkilesimlerini
inhibe ederek hiicre gogiinii ve yonelimini bozmus ve dokusal gelisimi bloke etmis olabilir.
Tez kapsaminda aldigimiz doku 6rneklerinde klinik olarak NC hiicrelerinin (NCC) bulundugu
doku secimi yapilmistir. NCC hiicreleri noral plagin katlanmasinda, CE siirecinde ve
dolayistyla NT nin olusumunda primer sorumlu hiicrelerdir. Buradaki MMP ekspresyon artisi

NCC’nin polaritesi ve gogiinii etkileyerek noral katlanmayi bloke etmis olabilir.

Gottlieb ve ark. (2009), tarafindan yapilan ¢alismada insanin her hiicresinin ayni genomik
yapida olmadigt ve periferik kan arastirmalarinin aragtirilan hastaligi tam olarak
yansitamayacagi belirtilmistir. Dokular arasindaki bu farklilik epigenetik agidan da
dogrulanmistir (Eckmann-Scholz ve ark, 2012). NTD c¢alismalarinda elde edilen sonuglarin
farkliliklarinin temelinde NTD fenotipik ve geneotipik heterojenitesinin yatabilecegini
gostermek ve NTD patogenezini temsil etme potansiyeli agisindan her iki doku arasinda fark
olup olmadigini saptamak amaciyla bu tez ¢alismas1 kapsaminda NTD hastalarindan doku ile
birlikte periferik kan da alinmistir. Tez kapsaminda elde edilen sonuglara goére NTD
hastalarindan periferik kan ile doku arasinda arastirilan genlerin ekspresyonlarmin tamamen
farkli oldugu saptanmistir. Dolayisiyla NTD gibi geneotipik ve fenotipik acidan gesitlilik
gosteren bir dokuda periferik kandan genetik arastirmalar yapmak bilimsel agidan eksik
ve/veya yanlis sonuglarin dogmasina neden olabilir. Bu tez ¢aligmasinda da NTD hastalarinin
periferik kanlar1 ile dokular1 arasinda genetik agidan farkliliklar olabilecegi ilk kez
gosterilmistir.  Dolayisiyla NTD  patogenezini  agiklamaya yonelik yapilan folat
metabolizmasinda yer alan genlerin mutasyon ve polimorfizm arastirmalarinda ve hiicre
polaritesi/davraniglarinin arastirilmasinda dogrudan NTD hastalarinin dokularinin g¢aligilmasi

gerekliligi ortaya konmustur.
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Roth ve ark.(2017) tarafindan yapilan ¢alismada, kus NCC hiicrelerinin gogiinde ve yine bu
hiicrelerin EMT siirecinde membrane bagli MMP-16 ekspresyonun 6nemli oldugu, MMP16
ekspresyon azalisinin NCC hiicrelerinin gégiinii inhibe ettigi ancak EMT siirecini tetikledigi
bildirilmektedir. Bu tez ¢alismasinda ise 6zellikle MMP-1 ve 9’un ekspresyon artisinin NTD
olusumunu tetikleyebilecegi sonucuna ulasilmistir. NTD olusum ve gelisim siireci NC
hiicrelerinin go¢iinden sonra meydana gelen siireci kapsar. MMP’lerin asir1 ekspresyonu
hiicrelerin igerisinde bulundugu doku biitiinliigliniin olusumunu engelleyerek ve/veya bozarak
hiicrelerin go¢ davraniglarini inhibe ederek hiicre-ECM biitiinliigiinti ve sonunda noéral plagin
noral tiipli olusturmasini engelleyebilir. Bu tez kapsaminda yapilan ekspresyon analizleri
NTD patolojisi tastyan dokulardan elde edilen hiicrelerden yapilmistir. Dolayisiyla MMP
ekspresyonlarinin yliksek olusu hiicre ECM iligkisinin bozulmasma ve sonrasinda NTD
patolojisine neden olabilir. Roth ve ark.(2017)’nin elde ettigi sonuglarin bu tez sonuglarindan
farkli olmasinin nedenlerini, a) farkli MMP geninin ¢aligilmasi, b) insana ait dokularda degil
kus embriyolarina ait dokularda (yalnizca kranial dokularda) yapilmasi seklinde
siralayabiliriz. Ayrica, NTD patogenezini ve ndrilasyonu aciklamaya yonelik calismalarinda
kullanilan organizma, NTD tipi ve kullanilacak doku sonuglarin kullanilabilirligi agisindan
onem arz etmektedir. Copp ve ark. (2013) norilasyon mekanizmasini anlamaya yonelik
250’den fazla fare modeli oldugunu bunlarin igerisinde insandaki norilasyon mekanizmasini
yansitan modellerin olabilecegini, genetik agidan farkli mutant NTD modellerin birbirinden
farkli 6zellik sunabilecegini bu nedenle elde edilen fenotipik ve genotipik sonuglarin farkli
oldugunu bildirmistir. Bu tez ¢alismasi kapsaminda sonucglarin insan NTD patogenezini temsil
etmesi i¢in insan NTD dokusu kullanilmistir. Dolayisiyla bu tez ¢alismasi sonuglarinin klinik

NTD’yi temsil etme agisindan potansiyellerinin yiiksek olabilecegi sonucuna ulagilmastir.

Monsonego-Ornan ve ark. (2012) tarafindan yapilan ¢aligmada, kus embriyolarindaki NC
hiicrelerinin aldig1 dokuda laminin ve E-kaderin gibi ECM bilesenlerini pargalayarak NCC
hiicrelerinin ayrigmasinda ve goclinde MMP-9 ekspresyon artisinin 6nemli rol oynadigi
bildirilmistir. Bizim ¢alismamizda da NTD’de patolojik bdlgenin iistiinii 6rten kesede MMP-
2 ve -9 ekspresyonlarinin hastanin periferik kan ornegine gore arttigi saptanmistir. Bu tez
calismamizda elde edilen sonuglarimiza gére artmis MMP-9 ekspresyonunun noéral tiipe ait
zar dokusunda ECM yapisini pargalayarak hiicrelerin polaritesini bozdugu, hiicrelerin
birbirlerine tutunmasini engelledigi boylece de hiicre gogiinii ve doku biitiinliiginiin
olugmasini inhibe ettigi diisiiniilmektedir. Bu ag¢idan tez ¢alismamizin sonuglart Monsonego-

Ornan ve ark. (2012)’nin sonuglariyla uyumluluk gostermektedir. Ancak Monsonego-Ornan
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ve ark. (2012)’nin kus embriyosunda MMP-9 ekspresyon arastirmasi yaptigi dikkate

alinmalidir.

Golubkov ve ark., (2010) tarafindan Zebra baliginda yapilan ¢alismada Mebran Tip 1-MMP
(MT1-MMP)’in hiicre polarite proteinlerinden olan Protein-Kinaz 7(PTK-7)’yi pargaladigi ve
vertebralarda MT1-MMP-PTK?7 yolaginin hiicre invazyon ve normal embriyogenezde etkili
rol oynadigini bildirmistir. Bu tez ¢alismasinda elde edilen sonuglarla da, MMP ekspresyon
artisinin hiicre polaritesini tayin eden proteinlerin parcalanmasina neden olabilecegi boylece
hiicre go¢ davraniglarinin bozulabilecegi ve NT kapanma siirecinin engellenebilecegi
diisiiniilebilir. Bu bilimsel yaklasimin agiklanmasi ve dogrulanmasi i¢in insan NTD dokulari
tizerinde detayli bir bi¢cimde ileri caligmalara ihtiya¢ vardir. Tez ¢alismast sonucumuz
MMP’lerin NTD siirecinde rol oynayabilecegini gostererek yeni aday molekiiler hedef{(ler)

belirlemistir.

Kessenbrock ve ark.(2013) tarafinda yapilan ¢alismada hiicrede fizyolojik ve patolojik bir¢cok
fonksiyona katki sunan MMP’lerin kanser hiicrelerinin invazyonu ve metaztazi disinda
proteolitik olmayan ve hiicre yasamini etkileyen yolaklarda da rol aldigi bildirilmistir.
Dolayisiyla, MMP’ler yalnizca proteolitik yolak iizerinden degil proteolitik olmayan diger
yolaklar iizerinden NTD siirecinde etkin rol alabilirler. Bu tez ¢alismas1 sonuglarinda saptanan
MMP’lerin asir1 ekspresyonlari proteolitik olmayan yolaklar {izerinden NTD gelisimine yol

acmis olabilir. Bunun dogrulanmasi i¢in de detayli arastirmalara gerek duyulmaktadir.

Sonu¢ olarak, bu tez c¢alismasi, NTD’nin Ca?, B12 ve folat diizeyleri ile iliskisinin
olmadigini1 gostermekle birlikte,
- Insana ait NTD patogenezi calismalarinda periferik kan yerine NTD dokusu
kullanilmasi gerektigini,
- MMP gen ekspresyonlarinin NTD’ye neden olabilecegini,
- MMP-1,-2,-9 gen ekspresyonun NTD dokularinda degistigini,
- MMP-1 ve -9’un genel olarak NTD dokusunda arttifint ve NTD gelisiminde rol

alabilecegini gosteren ilk ¢alismadir.
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