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OzET

Yasamin devamlii§imt saglayan temel kosullardan birisi hucreler
arasindaki uyumdur. Bu uyum htcre igi ve hiicre digi faktérler sayesinde
gerceklegmektedir. Bu faktdrlerden birisi de adezyon molekilleri olarak
bilinmektedir. Adezyon molekdlleri ailesinden NCAM (néral hicre adezyon
molekull) ve N-kaderin (néral kaderin); geligim sirasinda néral tipten temel
yapilarin geligiminde rol oynarken; L1CAM (L1 hiicre adezyon molekli) da
merkezi sinir sisteminde birgok mekanizmanin islemesinde gOrevlidir.

Caligsma; bu G¢ adezyon molekilindn fetal insan serebral korteksindeki
dagilimianint immunohistokimyasal olarak  gostermek  amaciyla
gerceklestirildi. 1, 2 ve 3. trimestere ait abortus materyallerinden alinan
serebral korteks doku &rnekleri immunohistokimyasal tekniklerle boyand: ve
15tk mikroskobunda incelendi.

NCAM immureaktivitesi, serebral korteksin tim katmanlarinda htcreler
arasi uzantilarda ve 6zellikle de aksonlarda gézlendi. Bu immunreaksiyon
liflerin yo8un oldugu VI. tabakada daha belirgindi. L1CAM immunoreaktivitesi
de NCAM'a benzerdi ancak, serebral korteksin st tabakalarinda belirgin bir
immunoreaksiyon yoktur. N-kaderin immunoreaktivitesi de tum tabakalarda
hicre arasi uzantilarda ve bazi cekirdeklerde gorilda. Ayrica, damar
endotelinde de N-kaderin boyanmalarina rastlanildi.

Sonug olarak bu galigmadan NCAM, L1CAM ve N-kaderinin gelismekte
olan insan serebral korteksinde hicre migrasyonu ve akson geligsiminin
duzenlenmesinde rol aldi§i, hicre katmanlarinin olusumu, akson
demetlerinin organizasyonu ve astrosit endotel kontaklarinin kurulmasinda
etkili olan faktérlerden birisi olabilecedi kanaatine varildi.

Anahtar Kelimeler: insan, fetus, serebral korteks, NCAM, L1CAM, N-
kaderin, immunohistokimya.
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ABSTRACT

The harmony between cells is one of the basic condition which obtain life
continuity. This harmony occurs via this intrinsic and extrinsic factors. One of
the factors is known to be the adhesion molecules. While NCAM (Neural cell
adhesion molecule) and N-cadherin (neural cadherin), which is being
adhesion molecules family, were playing role development of basic units by
neural tube during development, but L1CAM (L1 cell adhesion molecule) be
responsible for doing well several mechanisms in central nervous system.

in the present study, we aimed to show the distribution of these three
adhesion molecules in the human fetal cerebral cortex. Tissue samples of
cerebral cortex at three trimesters were obtained from abortus material and
were stained by immunohistochemical techniques and examined under a
light microscope.

NCAM immunoreaktivity was obsereved at cerebral cortex layers
between cell processes and particularly on the axons. This immunreaction
was more evident at the sixth layer where the fibers are concentrated.
L1CAM immunoreactivity is similar to that of NCAM but there is no noticable
immunoreaction at the upper layer of the cerebral cortex. Also, the
immunoreactivity for N cadherin was seen in processes between cells and in
some nuclei in all of the layers. Moreover N cadherin was observed in vessel
endotelium.

In conclusion; according to the results of this study NCAM, L1CAM and
N-cadherin may play a role as a regulator of cell migration and axon
development in human cerebral cortex; and axon fasciculation may be an
important factor affecting cell layer formation, axon fiber organization and the
establishment of astrocyte-endotelium contacts.

Keywords: Human, fetus, cerebral cortex, NCAM, L1CAM, N-cadherin,
immunohistochemistry.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZzINi

A : Ak cevher

ALCAM : Aktive Olmus Lokosit Hicre Adezyon Molekill

HAM : Hicre Adezyon Molekulleri

CDh44 : Adezyon Proteini

COOH : Karboksil Ug

CDP . Komplement Dizenleyici Protein

.EC : Ekstraselller komplement (Extracellular complement)

E-Kaderin : Epitelyal Kaderin
ENCAM : Embriyonik NCAM

E-Selektin : Endotelyal Selektin

ESM : Ekstraselller Matriks

FBF : Fibroblast Buyime Faktéri

GTP’az : Guanozin trifosfataz

i : Intermediate Tabaka

ICAM sinterseliller Hucre Adezyon Molekilt (Intercellular cell

adhesion molecule)

IFNy : interferon y

IL : interlékin

K : Kortikal Tabaka

L1CAM : L1 Hicre Adezyon Molekilt (L1 cell adhesion molecule)
LAD-1 : Lokosit Adezyanunun Eksikligi (Leukocyte adhesion defiiency)
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LCAM :Karacifer hicre adezyon molekili (Liver cell adhesion
molecule)

LFA : Lenfosit fonksiyon-iligkili antijen (Lenfocyte function-associated
antigen)

L-Selektin : Lektin Adezyon Molekiit

M- Kaderin : Kasla iligkili kaderin

M : Molekuler Tabaka

Mac-1 : Makrofaj ylizey antijeni (Macrophage surface antigen)

MadCAM  :Mukozal hiicre adezyon molek{li (Mucosal addressin cell

adhesion molecule)

MAG : Miyelin lligkili Protein

MASA : Mental retardasyon, spastik parafileji, afazi.
MHC : Major Histocampability Complex

MMB : Mesensefalik metensefalik sinir

N- Kaderin : Noral Kaderin

NCAM :Noéral Hlcre Adezyon Molekllt (Neural cell adhesion
molecule)

NH2 : Amino Ug

NK : Dogal Olduriiciy Hucreler (Natural killer)

NrCAM : Ng-bagh Hucre Adezyon Molekuli

OBCAM : Asidik Lipitler
P : Prosomer
PAF : Pihti aktifleyici faktér (Platelet activated factor)

PBS : Phosphate Buffered Saline (Fosfat Tampon Tuzu)



PECAM : Pihtilagma Hicre Adezyon Molekdll
PMP-22 : Perindral Miyelin Protein
PSA : Polisialik Asit

R- Kaderin : Retinal Kaderin

R : Rombomer
) : Subkortikal Tabaka
Shh : Sonic hedgehog

SleA / SleX : Sialyl Lewis A ve X Sialize Glikanlar

TNFa : Tamo&r Nekroz Faktor

\ : Ventriktler Tabaka

Vb : Ventriktl Boglugu

VCAM :Vaskiler Hiicre Adezyon Molekilt (Vascular cell adhesion
molecule)

VLA : Very Late Antigen (Cok Geg Antijen)



Sekil 2.1.

Sekil 2.2.

Sekil 2.3.

Sekil 2.4.

Sekil 2.5.
Sekil 2.6.

Sekil 2.7.

Sekil 2.8.

Sekil 2.9.

Sekil 2.10.
Sekil 2.11.
Sekil 2.12.
Sekil 2.13.
Sekil 2.14.

Sekil 2.15.
Sekil 2.16.

Sekil 2.17.

SEKILLER DiziNi

Uc beyin kesecigi ve keseciklerden geligim
sirasinda kéken alacak yapilar.

Merkezi sinir sisteminin gelisimi sirasinda gérilen
sinyal alanlari.

Noéral tapln olugsumundan itibaren merkezi sinir
sisteminin meydana gelisi.

Néral epitel ve matriks béigesini gdsteren
sematize gizim.

Kortikal plak gelisimini gésteren gematize ¢gizim.

icten disa dogru korteksdeki hiicre tabakalarini
g6steren tabakalagsmanin dizeni.

L1CAM molekulintn yapisinin gésteren sematize

cizim.

NCAM'in (¢ farkh formunun semasi.

ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3'tn molekdler yapiarinin
sematize edilmig gérintdleri.

VCAM’In yapisini gisteren sematik cizim.
PECAM'In yapisini gésteren sematik ¢izim.
Kaderinlerin genel olarak yapisal géruntst.
Klasik kaderin molekilleri ve birbirleriyie iligkileri.

Noérulasyon sirasinda kaderin ekspresyonunun
degisimi.

integrinlerin genel olarak géruntusu.
E-Selektinin yapisini gésteren sematize ¢izim.

L-Selektinin yapisini gésteren sematize ¢izim.
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Sekil 2.18.
Sekil 4.1.1.a,b.

Sekil 4.1.1.2a,b,c.

Sekil 4.1.1.3a,b.

Sekil 4.1.1.4a,b.

Sekil 4.1.2.1a,b.

Sekil 4.1.2.2a,b,c.

Sekil 4.1.2.3a,b.

Sekil 4.1.2.4a,b.

Sekil 4.1.3.1a,b.

Sekil 4.1.3.23,b.

Sekil 4.1.3.3a,b.

Sekil 4.1.3.4a,b.

Sekil 4.2.1.1a,b,c,d.

P-Selektinin yapisini gbsteren gsematize ¢izim.

Geligen fetal insan serebral korteksindeki tum
tabakalarda 1. trimestere ait NCAM
immunoreaktivitesi

Gelismekte olan fetal korteks boyunca NCAM
boyanmalari. Molekller tabakadan itibaren
ventriklle kadar olan seri kesitler

NCAM boyanmalarinin spesifitesini belirlemek
agisindan yapilmis izotip kontrolleri

NCAM boyanmalarini daha net gérebilmek icin
hematoksile ile zit boyama yapmadan ahinmig
immunohistokimya kesitleri.

Birinci trimestere ait fetal beyin korteksinde
L1CAM immunoreaktivitesinin (a) ylzeyden (b)
derine dogru artisi.

Birinci trimesterdeki L1Cam immunoreaktivitesinin
daha blyutk gérantisu.

L1CAMa ait kontrol boyanmalar:.

Zit boyamasiz preperasyonda 1. trimester ait olan
6rnegin L1CAM imunoreaktivitesi

Geligen serebral korteksde 1. trimestere ait olan
6rnedin  N-kaderin  reaksiyonununun  tim
katmaniardaki dagilhimi

N-Kaderin  immunoreaktivitesi hicre  arasi
uzantilarda ve bazi nukleuslarda gériimektedir.

1. trimestere ait olan 6rnekte N-kaderin igin
kontrol boyanmalari
Hematoksilen ile zit boyama yapiimadan elde

edilmis prepertlarda N-Kaderin immunreaktivitesi.

16 haftallk embriyodan alinmisg o6rnedin fetal
korteksinin NCAM immunoreaksiyonu
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Sekil 4.2.1.2a,b,c,d,e.

Sekil 4.2.1.3a,b,c,d.

Sekil 4.2.1.4a,b,c.

Sekil 4.2.2.1a,b,c.

Sekil 4.2.2.2a,b,c,d,e.

Sekil 4.2.2.3a,b,c.

Sekil 4.2.2.4a,b,c,d.

Sekil 4.2.3.1a,b,c.

Sekil 4.2.3.2a,b,c,d.

Sekil 4.2.3.4a,b,c.

Sekil 4.2.3.5a,b,c.

Sekil 4.3.1.1a,b.

Sekil 4.3.1.23,b,c.

2. ftrimester ait olan oOrnegin daha blyuk
blyutmedeki NCAM immunoreaksiyonu.

16 haftalik fetal serebral korteksin  farkl
derinliklerinde NCAM’a ait kontrol boyanmalari

2. trimestere ait zit boyama yapilimamg fetal
korteksde NCAM'In farkh derinliklerdeki
goérantmi

Fetal insan serebral korteksinin  farkh
derinliklerinde L1CAM immunreaksiyonu

2. trimestere ait fetal insan serebral korteksinde
farklh derinliklerde L1CAM boyanmasinin blyuk
bayitmedeki gérunimi. (oklar aksonal demetleri
gGstermektedir)

16 haftallk fetal insan serebral korteksinde
L1CAM igin negatif kontroller.

16 haftalik embriyonun fetal serebral korteksinde
farkli derinliklerde, zit boyama yapiimadan
L1CAM reaksiyonu

2. trimestere ait insan serebral korteksin farkh
katmanlarinda N-kaderinin immunoreaksiyonu

2. trimestere ait fetal insan serebral korteksinde
tim tabakalarinin ventrikdl bosluguna kadar olan
gbrintiist.  Her bir tabakada N-kaderin
ekspresyonu yodun olarak dikkati cekmekteydi.

2. trimestere ait 6rnegin negatif kontrollerinde
herhangi bir reaksiyona rastlaniimadi

Zit boyama yapiimamamis  peperatlarda
cekirdeklerdeki N-kaderin boyanmasi net olarak
izlenmektedir.

32 haftalik fetal insan serebral korteksinde NCAM
immunoreaktivitesi

Korteks tabakalarinda NCAM

immunoreaktivitesinin daha blyik buyUtmedeki
gérantmu.
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Sekil 4.3.1.3a,b.

Sekil 4.3.1.4a,b.

Sekil 4.3.2.1a,b,c.

Sekil 4.3.2.2a,b,c.

Sekil 4.3.2.4a,b.

Sekil 4.3.2.5a,b.

Sekil 4.3.3.1a,b.
Sekil 4.3.3.2a,b,c,d.

Sekil 4.3.3.3a,b.
Sekil 4.3.3.4a,b,c.

NCAM'in kontrol kesitlerinde herhangi Dbir
immunoreaktivite gériimemektedir

Zit boyama yapilmamig reparatiarda NCAM
immunoreaksiyonu.

3. trimestere ait fetal insan serebral korteksi
L1CAM immunoreaksiyonu

Daha buytk blyutmede 3. trimestere ait fetal
insan serebral koretksinde L1CAM
immuoreaksiyonu

3. trimestere ait serebral korteksin L1CAM
immunoreaksiyonunun negatif kontrol(.

3. trimestere ait fetal insan serebral korteksinin zit
boyama yapiimamis érnekleri.

3. trimestere ait korteksde N-kaderin reaksiyonu

3. trimestere ait 6rnegdin N-kaderin reaksiyonunun
daha blytk buyitmedeki gorintiisa.

N-kaderin negatif kontrol gérintusa.
Zit boyama uygulanmamig N-kaderin
immunoreaksiyonu. (beyaz oklar; ¢ekirdekierdeki

N-kaderin reaksiyonunu, ok basi da kapiller
boyanmasini géstermektedir.
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TABLOLAR DiziNi

Tablo 1: Hicre adezyon moekillerinden Ig sUperailesinin sistemik olarak
gruplara ayrilmasi.

Tablo 2: 3 adezyon molekultindn, 3 trimestere ait érnekierde reaksiyon
duzeylerini géstermektedir.



GIiRIS VE AMAG

BUthn canli organizmalar, i¢ ve dig dunyadan gelen fiziksel ve kimyasal
uyarilara karst yanit verebilme yetenegine sahiptirler. Bu yanitlar canhinin
gelismislik dizeyine gére farkliliklar géstermekle birlikte temel mekanizmalar
diizeyinde benzerdir.

ilkel organizmalarda uyari-yanit gorevi, duyu htcreleri tarafindan
gerceklestirildigi halde, farklanmig organizmalarda duyu hucresi ile iligkide
oldugu yapi (kas hticresi,bez vs.) arasina bir de sinir hiicresi ilave olmustur.
Gelismis organizmalarda degigik uyarilar alan algilayici (reseptdr) yapilar ile
ilgili organlar arasinda ¢ok iyi organize olmus bir sinir sistemi ortaya ¢ikmisgtir.
Sinir sistemi, organizmanin tiim sistemlerini géreve uyumlu bir bigimde
bUtunlegtirerek canlinin tek bir varlik halinde organize olmasini saglar. Uyar!
iletimi yaninda, bu uyariya uygun yaniti kaydeden-6grenen, buna dayanarak
ileri sonuglar gikarabilen bir merkez; merkezi sinir sistemi ve bunun periferde
uygulanmasini saglayan gevresel baglantilarin kuruldugu; periferik sinir
sisteminden olugmaktadir (1).

Sistemin gérev yapmasinda temel yapilanma, hticreler arasinda iletigimi
saglayan kontaklardir. Kontaklarin uygun faz ve dlzeyde yapilanmasi
sistemin iyi caligmasi igin olmazsa olmaziardandir. Bu yapilanma embriyonal
dénemden baslayarak tOm prenatal hayat ve erken postnatal dénemi
kapsayan bir siregte gerceklesir. Organizmanin gelisim strecinde bu erginlik
déneminde, sinir sisteminin olusumu ve surekliligini saglayan moleklier
mekanizmalar etkendir. Bu molekiler mekanizmalarin 6nemli bir bélimand,
hucre-htcre, hicre-ekstraseliler matriks iligkisini saglayan “adezyon
molekuileri* olusturmaktadir (2).

Adezyon molekuilleri ailesi iginde yer alan farkli tipteki molekiller, erken
gelisim basamaklari sirasinda farkl alanlarda, farkh diazeylerde izlenirler.
Embriyonun olusumu sirasinda (pregastrulasyon safhasinda) hem epiblastiar
hem de hipoblastlar hiicre adezyon molekallerini (HAM; cell adhesion
molecules; CAM) ylzeylerinde tasimaktadirlar. Bu dénemde &6nemili
derecede (retilen adezyon molekulleri, NCAM (néral hicre adezyon
molekil) ve LCAM (diger bir adiyla E-Kaderin) ‘dir. Epiblast hicreleri
baslangigta LCAM'1 yuksek oranda Uretirlerken; primitif ¢izgi boyunca go¢
eden hucrelerde Uretim dizeyleri dusmeye baslar (2). Gastrulasyon
suresince bu dustge paralel olarak hiyaluronik asit ve fibronektin gibi hicre
digi matriks molekullerinin de etkisiyle mezengimal hiicrelerin gé¢li kolaylagir
(3). Daha sonra; ektodermal hiicre ylizeyinde orta hat boyunca igeriye dogru
katlanmasiyla olusan néral olukda bu kez LCAM Uretimi azalirken, N-kaderin
Uretiminin arttigi belirlenmisgtir {2).



Mezodermal hiicrelerde, N kaderin Gretiminin somitlerin merkezine dogru
yogunlastigi géralmis ve bu sekilde adezyon molekillerinin Gretimindeki
degisikliklerle nérulasyonun tamamlandi agiklanmigtir (1).

Adezyon moleklleri sadece néral tip hiicrelerinde degil noral krista
hicrelerinde de farkhh dénemlerde farkli dagilim gdstermektedirler (4).
Nérulasyon tamamlandiktan sonra noral tipte N-kaderinin Gretim dzeyinin
yiksek oldudu, ayni zamanda notokorda da hem N-kaderin hem de P
kaderinin yUksek dlizeyde bulundugu tespit edilmistir (1).

Adezyon molekullerinin sinir sisteminin erken gelisim déneminde
gosterdigi dinamizm, insan serebral korteksinde izokortikal yapilanma
esnasindaki degisiklikler ve bu degisikliklerin gérevsel anlami halen tartigma
konusudur.

Bu calismada 1,2,3. trimesterlere ait insan serebral korteksinde adezyon
molekallerinden NCAM, L1CAM ve N-kaderinin Uretim alanlar ve bu
molekillerin fetal gelisim stirecinde gésterdigdi dagihmlari arastirildi.

FROCRETIM KURULD
2 t&%yoﬂ MERKEZE



GENEL BILGILER

2.1, Serebral Korteks Geligimi ve Yapisi

Indiiksiyondan kisa bir stire sonra kalinlagan néral plak ve olugmaya
baglayan néral tlp; yalanci gok katl epitel seklinde organize olmaya baglar.
Bu epitelyum tipinde nukleuslar, uzamig néroepitelyal hiicreler iginde farkl
dizeylerde yer aldiklari igcin gok tabakall bir yapi seklinde gériilmektedir.
Néroepitelyal hiicreler; yuksek derecede mitotik aktiviteye sahiptirler (4).

3. haftanin baglarinda merkezi sinir sistemi yapilart olugmaya
baglamigtir. Néral tiptn 6n ucu 25. giinde kapandiktan sonra 4. hafta iginde
tipin 6n bdluminin geniglemesi ile 3 temel beyin kesecigi (vesiculae
encephalicae) olusur (5,6). Bunlar; 6n beyin kesecidi (prosensefalon), orta
beyin kesecigi (mesensefalon) ve arka beyin kesecigidir. (rhombensefalon)
(5,6,7) (Sekil 2.1).

Telensefalon
P
Diyensefalon
I On beyin
Noral retina
L
Uginea 5 [ Orta beyin
D _ - Mesensefalon B
Metensefalon 1
(Pons ve beyincik)  Arka beyin
Dérdiincei
kanncik Miyelensefalon
(Medulla) _

Spinal kord
(Omurilik)

b

$ekil 2.1: 3 beyin keseci§i ve bu alanlardan gelisecek yeni bolgeler (8).



Gelisme siirecinde telensefalonu olusturacak bélgede, baglangigta
bayik bir bélimlesme gériiimez. Bir déntistim faktorii olan sonic hedgehog
(Shh); P2 ve P3 prosomer arasindaki dar aralikta, dorsal ve ventral talamus
arasindaki sinirda (gift okla igaret edilen mor alan) tretildigi tespit edilerek, 6n
beynin geligimi igin sinyal merkezi olarak kabul edilmigtir. Shh embriyonik 6n
beyinde diyensefalon ve ventral telensefalon boyunca kraniyo-kaudal seritte
sentezlenerek geligimi tegvik eder (9, 10) (Sekil 2.2).

: Prosensefalon
Mesensefalon

Metensefalon

Miyelensefalon
Shh

FGF-8

Spinal kord

Sekil 2.2: Beyinde gorulen sinyal alanlan. On-orta ve arka beyin bolgelerinin olugumu: orta
ve arka beynin sinyal bolgesi: 1. rombomer, (MMB: Mesensefalik metensefalik sinir) On ve
orta beyin arasindaki sinyal bolgesi: 2. ve 3. prosomer arasindadir (9).

Dider dénustm faktorlerinin de etkisiyle merkezi sinir sisteminin geligsim
siireci icerisinde bélimlere ayrilmasi gergeklestiriimektedir.

Merkezi sinir sisteminin gelisim basamaklar sirasinda ilk basamakta
néral tipan olugsumu ve geligmesi yer alir. Noral tiip yapilari olustuktan sonra,
haftalar ilerledikce merkezi sinir sistemi de kendini yapisal olarak
tamamlamaya baglar. 6. haftanin sonunda da tim merkezi sinir sistemi
yapilari belirir. Bu yapilanma kisaca (Sekil 2.3) de 6zetlenmistir (11).
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$ekil 2.3: Noral tipun olugumundan itibaren tum merkezi sinir sisteminin geligim sirasi (11).

Serebral korteks, telensefalon vezikilli tavanindan geligir ve sonunda
telensefalik vezikilin bazal bélimunden olugan bazal gangliyonlar da dahil
olmak {izere tim beyin sapini orter.

2.2. Ndroepitel ve matriks bolgesi

Serebral vezikiilin duvarini hiicrelerin tepe bélumi ventrikiil bosluguna
yoénelik durumda olan yalanci ¢ok kath epitel ve onun diginda yer alan bir
bazal membran olugturur. Hicre bélinmesi sirasinda néroepitelyal hiicrelerin
sekli yuvarlaklasir ve apikale dogru gé¢ ederler. Dolayisiyla mitoz, ventrikdl
limenine bakan noroepitel tarafinda gergeklesmektedir. Cogalan
néroepitelyal hiicreler néroblastlarin ve glial hlcrelerin ortaya ¢iktigi bir
¢odalma kusagi (matriks bolgesi) olustururlar. Mitoz sonrasi dénemdeki bazi
néroblastlar, baglangigta ara bolgede yer alirken marjinal bélgede hiicre
cekirdegi bulunmaz. Beyin vezikillerini saran damarl bag dokusu pia materi
olusturur (12) (Sekil 2.4).
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$ekil 2. 4: Noral epitel ve matriks bolgesini gosteren gematize gizim (12).

Embriyonal dénemin sonunda hiicre populasyonuna en son eklenen
postmitotik néroblastlar, ara béige ile marjinal bdlge arasinda toplanarak
kortikal plak adi verilen kalin bir hiicre tabakasi olustururlar. Bu plak ilk olarak
insula bolgesinde ortaya cikar ve buradan hemisferin i¢ alanina yayilr.
Gebeligin 12. ve 13. haftalarinda ilk sinir lifleri (talamokortikal lifler)
talamustan kortikal plaga dogru gikar ve en ileri derecede farklilasmis (olgun)

néroblastlarla baglanti kurarlar (12) (Sekil 2.5).
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Gebeligin 13. ila 15. haftalan arasinda ilk piramidal hicreler kortikal
pladin alt tarafinda farklilagmaktadirlar. Ek olarak néroblastiarin gégti ve lif
tabakalarinin bllyimesiyle kortikal plaktan 6 tabakali beyin korteksi ortaya
ctkar. En son eklenen tabakalardaki noroblastlar matriks bdlgesinden
farklilagsmig néronlann bulundudu tabakalar boyunca gé¢ ederek kortikal
plagin dig bélgesinde birikirler (igten disa tabakalanma). Bundan &tiirli beyin
korteksinin igteki tabakalari, digtakilerden daha fazla farkhilagsmigtir. Gebeligin
28. haftasinda neokorteksde 6 tabaka ayirt edilmektedir (Sekil 2.6).

Oligodendrosit

Yatay hilcre Piramidal hiicre

Ependim hiicresi

AStrOSit Gageden

. 3\ noroblast
Mertek hiicresi :

$ekil2.6: Igten diga dogru korteksdeki hiicre tabakalagmasinin diizeni (12).

Postmitotik noéroblastlar matriks boigesinden kortikal plagin  dig
tabakalarina gecerken rehber yapi olarak geligen medullar tabakanin lif kitlesi
arasinda gerilmis durumda bulunan “mertek” hiicrelerini ya da iginsal
(radiyal) lifleri kullanirlar. Gebeligin 15. haftasindan itibaren yeni bir gogalma
dalgas! gerceklesir. Cogalma merkezi bu agamada matriks bdlgesinin
geniglemesiyle ortaya ¢ikan subventrikiiler bélgede yer almaktadir. Matriks
bélgesi tlikendidinde artik yeni sinir hiicreleri olugamaz, geriye tek bir tabaka
halinde epandim hiicreleri kalir ve bu tabaka ventrikili déser (12).

Hemisferlerin ylizeye yakin 1.3-4.5 mm kalinliktaki gri doku (substantia
grisea) kitlesi olan korteks serebri, duyu analizi ve sentezin en yiiksek
merkezi olup, birgok motor, duyu ve psisik merkezleri icermektedir.
Filogenetik olarak, serebral korteksin eski ve yeni bolumleri vardir. Eski
bélimleri igin arkikorteks (archicortex), paleokorteks (paleocortex); yeni
bélumleri igin neokorteks (neocortex) terimleri kullaniimaktadir (13).

Eski korteks (allokorteks); olfaktorik lop ve hipokampus kivriminda
bulunur. Geri kalan korteks kisimiari telensefalondan daha sonra geligen
neokorteksdir (izokorteks) (14). Korteks serebri, néron goévdelerini,



dendritlerini, aksonlarin timi ya da baslangig¢ kisimiarini, bagka bélgelerden
gelen sinir liflerini, nérogliya ve kan damarlarini igermektedir. izokorteks de
60'in Gzerinde néron tipi tanimlanmakla birlikte temel olarak 3 tip ndron yer
almaktadir (15). Bunlar piramidal noronlar, yildiz hiicreleri (grantler hiicreler)
ve horizontal hucrelerdir (13,16,17). Izokorteks loplara bagh olarak farklilik
gdstermekle birlikte Brodmann (13) tarafindan tanimlanmig 6 ana tabaka
gostermektedir. Bunlar digtan i¢e dogruy;

. Molekiiler tabaka (Lamina zonalis)

Il. Dig graniiler tabaka (Lamina graniilaris eksterna)

lil. Piramidal tabaka (Lamina piramidalis)

IV.I¢ graniiler tabaka (Lamina graniilaris interna)

V. I¢ piramidal tabaka(L.amina piramidalis intrena)

VL.Gok ybnlii tabaka (Lamina multiformis) olarak adlandinbirlar
(13,17,18).

Kortikal (kabuk) néronlarin hicre sekilleri ok gesitlilik gdstermektedir.
Beyin kabugunun (korteks) ttim alanlarindaki hiicreler genellikle piramit sekilli
ve piramide benzemeyen ndéronlar olarak 2 ana tipe ayriimaktadir (13).
Tabakalarin hicresel mimarisini bu hacrelerin  degdisik tiplerinin  farkl
miktarlarda yerlesimi olugturur. Bu mimari o bélgenin géreviyle siki sikiya
iligkilidir.

2.3. Adezyon Molekiilleri

Yagsamsal iglevlerin farkh hicrelerce paylasiimasi, uyumlu ve amaca
yonelik olarak yerine getirilmesi, ¢ok hicreli bir organizmada butunlugin
korunmasiyla mumkindur. Bu batiniik, molekiler dizeyden baglanarak
makro dluzeyde, gelismis bir organizmaya ulagsan mikemmel bir
organizasyon olarak kargimiza ¢ikmaktadir.

Biyolojik objelerde birlikteligi sadlayan molekiler yapistiricilar “adezyon
molekilleri” olarak adlandinimaktadir. Son yillarda gesitli organizmalarda
yapilan aragtirmalaria yapisal 6zellikleri, tipleri ve gérevleri belirlenmigtir.

Adezyon molekilleri; hlcre ylzeyinde yapisal olarak varolan, bazi
sinyallerle hicre vyizeyinde beliren, hlcre-hlicre ve hiicre matriks
etkilesmesinde rol alan molekuilerdir (19). Hiicre adezyon molekulleri farkli
miktar ve tiplerde sinir hlcrelerinin ylzeyinde de gérulurler. Hicre-hlcre
etkilesimi, iki hGicrenin birbirine yapigmasiyla gergeklegir; bu baglamda en iyi
yapigma, iki hicre arasindaki baglanti bolgelerinde “kilit" seklinde gézienir.
Buna en iyi 6rnek desmozomlardir. Hiicre-hlcre yapigsmasi; ayni tirde iki
hicre arasinda, “homofilik’ veya iki farkh tip hiicre arasinda; “heterofilik”
baglanmalarla, hicre disi baglayici bir molekul aracihigiyla olur. Hicre-
matriks yapismasindaysa; adezyon molekulleri, hicre ve ekstraselller
matriks (ESM) arasinda "bdlgesel adezyonlar " olustururlar (20).



Hucrelerin gogalmast ve gocli gibi 6nemli hareketlerinin baglatiimasi
endotel ve epitel hicrelerinin segici bir bariyer olusturmasi, hicrelerin
birbirlerine ve matrikse baglanmasi, adezyon molekilleri araciigiyla
gergeklestiriimektedir (21,22). Ayrica bu molekuller, hicre ici ya da hicreler
aras! sinyal iletiminin dizenlenmesinde de etkin roller Ustlenmektedirler.
Akson buyUmesinde, demetlenmesinde ve aksonlarin ydnelmesinde de
dnemili roller oynarlar (23). Tam bunlara ek olarak, hicre iskeleti araciligiyla
hiicre hareketinin organizasyonunda énemli gérevleri vardir. Hlicre adezyon
molekulleri ve onlarin ligandlari, geligim, faklilasma, gé¢, timdér olusumu ve
metastazi gibi olaylarin gelismesinde etkili, gesitli kontrol mekanizmalarinda
rol oynar (24). Adezyon molekilleri ve ekstraselller matriks arasindaki
iligkilerin; bunlara ilave olarak apoptozda da énemli oldugu gosterilmistir
(25). Integrinler de; invazif ve metastatik timor hiicrelerinde VLA (very late
antigen) ylzey ekspresyonu araciliiyla yayidma basamaklarini
engellemektedirler (26,27). Adezyon molekdllerinin immun ve inflamatuvar
yanitin ortaya c¢ikmasinda da o6nemli gérevieri oldudu bilinmektedir.
Lokositler bulunduklar bélgeyi; bakteri, virus, timér hicreleri gibi yabanci
htcrelerden korumak icin, damar disina ¢ikip, ara dokuya gegcme ve hedef
hicreye yapisip sitotoksik etkiyle bu hiicreyi parcalama isini adezyon
molekulleri sayesinde gergeklestirmektedir (21,22). Bitin bu savunma ve
yenilenmeye yénelik mekanizmalarda oynadikiari énemli rollerin yani sira,
bircok adezyon moleklli merkezi sinir sisteminde, ndral dénginun
kurulmasina ve sGrdurtimesine de 6nemli katkilarda bulunmaktadir (28).

2.4. Adezyon Molekiillerinin Siniflandinimasi
Adezyon molekilleri yapisal ve fonksiyonel oGzellikleri géz 6nunde
tutularak 6 grup altinda toplanmaktadir. Gruplar;
1- Reseptdr protein tirozin fosfatazlar,
2- Ig sUperailesi,
3- Kaderinler,
4- Integrinler,
5- Hiyalurinat reseptérleri,
6- Selektinler olarak ayriimaktadir.

Bu gruplandirmaya ragmen grup Uyeleri yapi ve gérev bakimindan
benzerlikler gésterirler. Bu ailelerden ilk dért tanesi protein-protein arasindaki
etkilesime dayanirken, daha sonrakiler protein-karbonhidrat arasindaki
etkilesime sahiptir. Hlicre adezyon molekilleri (HAM) bulunduklari hicrenin
tipine gére de isimlendirilebilmektedirler.

1) Reseptdr protein tirozin fosfatazlar: Hiucre-matriks kontak alanlarinda
lokalize olmug bu molekuller, hiicre-hiicre yapigmasinda etkin reseptoérier
olarak tanimlanmaktadirlar (31,32). Reseptdr protein tirozin fosfatazlar;
katalitik aktiviteye. sahiptirler. Hicre baglayici rollerine ragmen, calisma
mekanizmasi ve fizyolojik 6zellikleri henliz tam olarak agiklanamamistir (30).



2) Ig superailesi: Yapisal olarak Ig'lere benzedigi i¢in bu adi almiglardir. Bu
aile molekil gesitliligi bakimindan oldukga zengindir. Yapisal olarak bir
transmembran kisim ile sitoplazmik kuyruktan meydana gelir.
Baglanabildikleri ligandlar gogunlukla integrinlerdir. Bu ailenin Gyelerinin
I6kosit adezyonunda, nérit blylmesi ve miyelinizasyonunda 6nemli gérevier
Gstlendigi bildirilmistir (31). Ig stperailesi; néral spesifik ve sistemik olmak
Uzere 2 grup altinda toplanmaktadiriar (32) (Tablo 1).

Ig siiperailesi
Ndral Spesifik IgCAM Sistemik laCAM
L1CAM (L1 Cell Adhesion Molecule) ICAM-L 1L 11 (Intercellular Cell Adhesion Molecule)
NCAM (Neural Cell Adhesion Molecule) PECAM (Platelet Cell Adhesion Molecule)
MAG (Myelin Associated Protein) VCAM (Vascular Cell Adhesion Molecule)

NrCAM (Ng-Related Cell Adhesion Molecule) BLCAM (CD22, Adhesion Protein)

OBCAM (Acidic lipids) ALCAM(Activated Leukocyte Cell Adhesion Molecule)
PO protein CD44 (Adhesion Protein)
PMP-22 (Peripheral Myelin Protein-22) MHC (Major Histocampability Complex)

T Hicre Reseptori

Tablo1: Hiicre adezyon molekillerinden g siiperailesinin sistemik olarak gruplara aynimasi
(31).

L1CAM

Adezyon molekullerinden L1 ailesi, birgok hayvanin sinir sisteminin
gelisim sdrecinde gézlemlenmistir. L1 adezyon molekilt, lg stUperailesinin
200-220kDa agirligindaki membran glikoproteinidir (33). L1'in hem ligand
hem de bir reseptdr gibi davrandig: tespit edilmigstir (34). Néronal hiicre gégQ,
akson buyimesi, 6grenme ve hafizanin olusumuyla ilgili néral iglemlerde
6nemli roller oynadid ileri strllmugtur (35). Balaian ve Moehler (2000) bu
molekllin normal nérolojik gelisim icin olduk¢a énemli oldugunu bildirmigtir
(36). L1, bUyime konilerinde postmitotik néronlarin geligen uzantilarinda
belirlenmis ve bu béigelerde hiicre adezyonu, nérit blylimesi ve akson
kimelenmesini yénlendirdigi ifade edilmigtir (37,38,39,40). L1 gelisen sinir
sisteminde, aksonal blyime ve demetlerin olusumunda gdsterilmigtir. Fetal

siganlarin serebral neokorteksinde L1’in immunoreaksiyonu talamik afferent
aksonlarda lokalizedir (41,42,43).

Néral adezyon molekull L1, ilk olarak fare beyninde integral membran
proteini olarak belirlenmis ve 61gC2 tip domeyini tekrari, takiben 5 fibronektin
tip Ili domeyini tekrari, tek transmembran bélgesi ve sitoplazmik domeyinden
olustugu saptanmigtir (44). Bu ailenin tim Uyeleri benzer yapi planiyla
ayrilmaktadiriar. N-terminalinde 6 ekstraseltlar lg domeyini igeren bu
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molekillerin insanda asil “homofilik” (L1-L1) baglilik yerinin 2. Ig domeyininde
oldugu kaydedilmigtir (23) (Sekil 2.7).

Ig domeyinleri FNlll-benzeri domeyin  Sitoplazmik domeyin

e COOH

Sekil 2.7: L1CAM molekultntn yapisini gésteren sematize gizim (45).

L1 molekala farkl labaratuvarlarda kegfedildigi igin farkli isimler altinda
toplanmigtir. Degisik labaratuvarlarnin bulgulan toparlanmis ve molekilin
degisik isimlendirmeleri birarada sunulmustur. Bu ayirm da (/) isareti farkli
isimlendirmeyi, (;) isareti de farkli formlarini ifade etmektedir (45).

Omegin;
Drosophila: Néroglian
Cekirge (Schistocerca): Noroglian
Guve (Manduca): Néroglian / 3B11
Zebrafish: L1ICAM; L2CAM
Tavuk: NgCAM / G4 / 8D9 ; Neurofascin; NrCAM / BRAVO
Fare: Neurofascin ; L1ICAM ; NrCAM
Sigan: Neurofascin / ABGP ; NILE ; NrCAM
Insan: L1CAM ; Neurofascin ; NrCAM

L1CAM; barsak ve Urogenital bolgedeki epitel hiicrelerinde, l6kositler,
melanosit ve bébrek epitelyal hiicrelerinde de (46) gérilmesine ragmen en
cok geligmekte olan (47) merkezi sinir sistemi ve periferik sinir sisteminde
bulunmustur (48). L1 immunoreaksiyonu gelisen kortikospinal yollarda
gosterilmistir (49). Bu nedenle kortikospinal yollarin olusumunda L1'in 6nemli
bir rol oynadit dustntimistur (23). Sinir sisteminde olusan
malformasyonlarin bir gogunda da L1'in etkisi belirlenmistir (50,51).

L1'i kodlayan gen Xq28 de X kromozomunun uzun kolunun telomerinin
yakininda lokalize olur. Insanlarda ve farelerde L1 mutasyonlan sonucunda
kortikospinal yollarda ve korpus kallosumda 6nemli defektlerin olustugu rapor
edilmigtir (34,52,53). MASA sendromu (Mental retardasyon, spastik parafleji,

afazi), korpus kallosumda agenez ve disgenez olarak 6zetlenebilir
(54,55,56,57).

NrCAM; hiicre ylzeyindeki tanima molekillerinin L1 alt grubu
Uyelerindendir. Sinir sisteminin gelisimi ve goérevini strdiirmesinde rol
oynadidi bilinir- (58). NrCAM'In sigan beyninde yapilan arastirmalarda
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gelisimsel  duzenlenmede tirozin  fosforilasyonunu  gergeklestirdidi
belirlenmigtir (59). NrCAM, norit bilylmesini desteklemek igin néronal
reseptér olarak goérev yapmakta, ayrica, néronal reseptériere baglanmayla
aksonal rehberligi dizenleyebilmektedir (60).

NrCAM molekilil miyelinli aksonlarin ranviyer bogumianndaki aksonal
membranlarda yerlesiktir (61).

NCAM

Membran glikoproteinleri olarak tanimlanmigtir (62). Hucrelerin
yapismasinda hem homofillk hem de heterofilik etki géstermektedirler
(63,64). NCAM geni insanda 11. kromozom ({zerinde yerlesiktir (64). Bu
adezyon molekilii de sinir sisteminde sentezlenir ve néronal gelisim ve
yenilenmede etkili oldugu ileri strilmektedir (65). Néronal toplanmaya da
araciik eden NCAM, membrana tutunurken glikosil fosfatidil inositolun
yardimina ihtiya¢ duyar (63,66). 5 Ig benzeri domeyin ve 3 fibronektin tip i
tekrarlarina sahip bir yapidadir. Ca*’dan bagimsiz bir hiicre adezyon
molekila olup (67) t¢ farkh formu tanimlanmigtir (NCAM-140, NCAM-180,
NCAM-120) (42) (Sekil 2.8). NCAM-180 ve NCAM-140; tek hidrofobik a
heliks tarafindan membrana baglanirken NCAM-120; fosfolipid igeren inositol
fosfat kompleksi yoluyla tutundudu tespit edilmisgtir. Ayrica bunlarin
sitoplazmik domeyinlerinin uzunluklarinin da farkliik gésterdigi belirlenmigtir
(66). NCAM 180 diger 2 komponentten daha kolay aynlir. (NCAM120-
NCAM140) NCAM-180; nérit biyliimesinde substrat olarak NCAM 140’dan
daha az hareket etme yeteneginde olup (68,69,70), NCAM 180 ve NCAM
140 uzun bir sitoplazmik domeyine sahiptir (71).

Plazma membram
| Sitoplazma
Polisialik asit Membran araligindaki
o heliks

h

COO-

2] oo

N Fosfotidil inositol

Heparan siilfat proteoglikanlan ve diger bag
hilcreler igin baglanma bolgeleri

Sekil 2.8: NCAM'in 3 farkh formunun semasi (1).
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NCAMn; farkh néron tipleri arasinda genis bir bicimde yayilim gosterdigi
ve (72,73,74) néron-ndron, néron-astrosit ve astrosit-astrosit adezyonununda
(70) araci oldugu ileri sGrtlmustar (55,63,74,75).

Ig superailesinin bir Uiyesi olan NCAM, homofilik iligkiler aracili§iyla
adezyon ve hiicre-hiicre taninmasinda aracidir (13). Sinir sisteminin
gelisiminde, yenilenmesinde, hafiza ve Ogrenmeyle ilgili sinaptik
degdiskenlikte anahtar rol oynadigi dasUniimektedir (42,76). Miktan ve
yayihm o&zellikleri; hiicre gogh, sinaps olugumu ve hafiza ile ilgili bazi
olusumlarda meydana gelebilecek aksakliklarla iligkilendiriimektedir (77).
NCAM hiicre adezyonu ve sinyal taginmasina yardimci olarak geligen sinir
sisteminde nérit bliyimesi, demetlenme ve hedefin taninmasinda énemli
roller oynamaktadir (78). Merkezi sinir sistemi geligirken, elektriksel aktiviteler
ve miyelinizasyonun dlzenlenmesinde adezyon molekulleri énemli rol
oynamaktadirlar. NCAM gelisen merkezi sinir sisteminde, blytyen tum lif
yollarinda yaygin olarak bulunmustur (79). Bu anlamda NCAM akson-gliya
hicre iligkilerini diUzenleyen o6nemli bir molekdl olarak tanimlanabilir.
NCAM'In sadece gb6¢, aksonal buylme gibi yapisal degisiklikleri
gerceklestirmekle kalmaz ayrica, ortaya gikan degisiklikleri de yonlendirdigi
ileri strGimektedir (80). NCAM; néral olmayan bir¢gok dokuda da gelisim
sirasinda rol oynayan basamaklarda gegici olarak tretilmektedir (67).

“Siyalik asit” tarafindan NCAM’lar uzun zincirler halinde dlzenlenir ve
béylece negatif olarak seker ytklenirler (81). Yetigkin dokularda sadece %13
kadarken embriyonik dokularda “polisiyalik asit’, total NCAM 'in %25'inden
daha fazlasini olusturdugu tespit edilmistir (42,82,83,84). NCAM'in bu
polisialize formu, nérit bayamesi i¢in de énemlidir (79).

Guclu  hitcre-hicre adezyonlarimin NCAM‘In  glikolizasyonu yoluyla
saglandigi ayrica, N terminali yakinindaki heparan sulfat proteoglikanlarin
baglayarak hicre-hiicre adezyonunu gercgeklestirdikleri saptanmistir (66).
Ayrica; yetigkin formundan daha az adeziv 6zellik gosterdigi belirlenmigtir
(75).

ICAM

ICAM-1damar endotelyai hicreleri ve I6kositler tarafindan oretilen Ig
sUper ailesinin bir Gyesidir. ICAM-1’in fonksiyonu; antijen sunan hticrelerve T
hicreleri arasindaki iligkilerde ©6nemli bir sinyal mekanizmasini
olusturmaktadir. Bu nedenle ICAM-1'in karsit ligandi LFA-1 ile iligkisi allerjik
astim, arthritis, nefritis ve pnémoni gibi ¢cok sayida inflamatuvar hastaliklarda
6nemlidir (85,86).

ICAM-2 ve ICAM-1'in LFA-1 bagdlanma bélgesi ortaktir. Ig domeyinlerinin
sayist farklilik géstermektedir (87).
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ICAM:-IIf'e CD50 de denilmektedir. 120 kDa agirhgindaki molekiliin (87)
ergin formu 518 aminoasit uzunlukta olup bunun 456 aminoasitlik kismt
ekstraselller segmentte, 25 aminoasitlik kismi transmembran bélgesinde, 37
aminoasitlik kismi ise sitoplazmik kisimda bulunur. Intrinsik tirozin kinaz
aktivitesi olmamasina ragmen, sitoplazmik tirozin kinazlarla baglant
kurabilme yetenegine sahiptirler (88) (Sekil 2. 9).

Insan ICAM-1, ICAM-2 ve JCAM-3 Yapilan

A) ICAM-1
c . Transmembran
Ig domeyinleri balgesi
[1 2 3 4 5]
G lalalalq
N terminali L | | C terminali
LFA-1 baglama Mac-1 baglama
bdlgesi balgesi
B) ICAM-2
. . Transmembran
Ig domeyinleri bolgesi
1 2] v
G lc
N terminali I | C terminali
LFA-1 baglama
bolgesi
C) ICAM-3
Transmembran
L bolgesi
Ig domeyinleri
1 2 3 4 5|
I C,1GIG |G |G
N te;'minali C terminali

LFA-1 baglama
bblgesi

Sekil 2.9: ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3'4n molekdler yapilan. ICAM-1; 5 Ig domeyininden
meydana gelmektedir. (89).

14



lg stperailesinin diger ferdi VCAM molekiliidir ve endotel hiicrelerinde
gobzlenir. Uyariimamig endotelde yapisal olarak bulunmamasina karsin IL-1,
IL-4 ve TNFa gibi sitokinlerin uyansiyla 2-4 saat sonra hiicre yiizeyinde
belirir (90). VCAM molekiilleri, damar endoteliyal duvarinda Idkositlerin gégl
ve adezyonunu saglarlar (91). ICAM-1 ve VCAM-1'in her ikisi de immiin yanit
ve iltihap durumlarinda hayati rol oynarlar (90). Yapi olarak iki farkli domeyin
formu bulunur. 7 domeyinli formunda 1 ve 4. domeyinler ligand baglama
bdlgesini gésterir (Sekil 2.10).

Insan VCAM-1 Yapist (7 domeyin formu )

T
Ig domeyinleri ras;g;nilbran

1 2 3 4 5 6 71

C2 Cz Cz Cz Cz Cz Cz
N terminali L1 L1 C terminali

LFA-1 baglama
bélgeleri

Sekil 2.10: VCAM'in molekler yapisini gésteren sematik gizim (89).

PECAM

PECAM molekili endoCAM olarak da adlandinimasinin yanisira insan
CD37’i olarak da isimlendiriimektedir. 130kDa agirigindaki (92) molekil 711
aminoasit uzunlugunda olup, 574 aminoasitlik kismi ekstraseliiler bolgeyi, 19
aminoasitlik kismi transmembran segmentini ve 118 aminoasitlik kismi da
sitoplazmik bélgeyi olusturmaktadir. Ekstraseltler bdlgenin en garpici 6zelligi,

lg stiperailesinin C2 bdlgelerine benzerlik gésteren 6 adet Ig homologu Gnitin
bulunmasidir (74,93) (Sekil 2.11).
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insan PECAM Yapisi

Ig domeyinleri Transmembran
I bolgesi

v

N terminali C terminali

Homotipik anahtar
aVpl "
baglama baglama bolgesi
bolgesi

Sekil 2.11: Ig domeyininin ilk iki domeyini aVB1 igin baglanma bélgesini olugtururken 2,3 ve
5,6. domeyinleri de homotipik baglanma bélgesini olusturmaktadir (89).

Endoteliyal hiicrelerde ve interseliiler baglantilarda bulunmasi nedeniyle
tip-1 transmembran glikoproteini olarak bilinirfler ve I6kositlerin endotel
icinden gdgtinde rol oynarlar (94). Ayrica, hematopoiez ve damar geligiminde
de 6énemli rolleri belirlenmistir (95).

3- Kaderinler

Adezyon molekillerinin  dider ailesi kaderinler; yapilarinda
bulundurduklar Ca*?dan dolayi bu adi alirlar (63,82). Hem adezyon hem de
Ca*? baglayici bolge icerirler (96,97). Birgok organ ve dokularin
morfogenezinin diizenlenmesinde bilinen hiicre ylizey glikoproteinleridirler.

Kaderinler; kateninlerle iligkili olan sitoplazmik kuyruk ve 5 tane tekrar
eden kaderini igeren ekstraselller domeyinden olugmaktadiriar (98). Bu
ekstraseluler domeyin; 110 aminoasitlik kaderin tekrarlarini iceren kalsiyum
baglayici domeyindir (99). Kateninler araciifiyla aktin sitoiskeletine
baglanirlar. a-katenin ile iligkili olan plakoglobun ya da B-katenin baglayan
kaderinin 70 aa'lik C terminalleri oldukga iyi korunur. Bu nedenle de aktin
sitoiskeletine sikica baglanabilirler (82,98) (Sekil 2.12).
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insan Kaderin Yapis1

Transmembran
bolgesi
On EC1 BEC2 @8 EC3 § EC4
bolge
N terminali :
N C terminali
Ca? baglama Kateninler ile iliskili
dizisi C terminali

Sekil 2.12: Kaderinlerde 4 boige bulunur ve bunlann arasinda da Ca®* igin baglanma
alanlari yer almaktadir. Transmembran béigesinin sonunda 3 farkli yapi yer alir. Bunlar
kateninlerin baglanti kurdugu alt birimlerdir (89).

Omurgalilarin beyninde 10'dan fazla kaderin tipinin varligi tespit
edilmigtir. Molekiler yapiya bagh olarak kaderinler; klasik kaderinler (tip | ve
tip II), protokaderinler ve kaderinlerin diger tipleri olarak gruplandiriliriar
(98,100). Kaderinler, sitoplazmik membranda monomerik ve dimerik
formlarda bulunabilirler. Kaderinlerin 2 gesit konfiglirasyonu bulunmaktadir.

-Cis konfigirasyonu,
-Trans konfiglirasyonu.

Cis konfigiirasyonunda; molekdiller lateral olarak birbirleriyle iligkidedirler.
Trans konfigiirasyonunda ise; cis dimerleri bir diger hiicrenin membranindaki
dimerlerle baglanmasiyla bir fermuar gibi kapanarak 2 molekiliin adezyonu
gerceklestirilir (101,102,103,104) (Sekil 2.13).

A R B

monomerik Cis-dimerik () Transmiter
0 trams salinma zonu Presinaptik
2 membran
S S
Sinaptik .
membran Sinaptik
B \ arahk
a
» Postsinaptik
F-aktin membran

Sekil 2.13: A) Klasik kaderin molekuleri ve onlann iligkilerini gésteren sekil. B) Sinaptik
aralikta pre ve postsinaptk membranlar arasinda kaderin molekallerinin tutunmasiyla ilk
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baglantt bolgesi kurulmus olur. Transmiter salinma zonunu gevreleyerek iki néronun
biribirine tutunmas: gergeklesmis olur (99).

Kaderinlerin sitoplazmik domeyinleri katenin denen protein grubuyla
iligkidedir. Kateninler de, sitoiskelet ile baglantilarin kuruimasinda ve sinyal
transdiksiyonunda rol oynarlar {105). Sitoplazmada kaderinler direk olarak -
katenine baglanirlar. B-katenin de c-katenin ile iligkidedir ve bu kompleks de
aktin sitoiskeletine baglanmaktadir. Bu sekilde siki bir adezyon
gergekle§mekted|r Membranin proksimali bagka bir kateninle iligkide olup,
P120%"; kaderinlerin lateral olarak baglanmasini saglamaktadir (98).

Doku farkiilagmasinda, 6zellikle de embriyonun preimplantasyonunda
6nemli rolleri oldugu ileri sUrGlmektedir. Kaderinler gdég, 6lum, hicre
cogalmasi gibi temel hticresel iglemlerde ve sinir sisteminde de 6zellikle ndrit
blylmesinde énemli roleri vardir. Birgok beyin bélgesinde 6zellikle de gri
madde alanlarinda farkli kaderinlerin ekspresyonlan tesbit edilmistir (106).
Embriyo hentiz morulla sathasindayken, blastomerler arasinda baglantinin
kurulmasi ve hiicresel battinlik, kaderinler sayesinde gergeklesir. Bu olayda
Ozellikle E kaderin etkendir. Beyin gelisiminin erken basamaklarinda
bélimlere ayriimaya basladiginda kaderinleri de Gretmeye baslar. Merkezi
sinir sisteminde bircok farkli noktada kaderin Uretimi gosterilmis olup;
rombomerlerin gelisimi sirasinda bazi dontsum faktorlerinin de etkisiyle
kaderinlerin Uretimi gériimeye baglar (107). Kaderinlerin sinirlanmis ve
farklilagmig olarak ilk bulunduklan yerler lif yollari olarak gérilmustur. Daha
sonrada néral dolagim, beyin gekirdekleri ve sinapslarda bulunmuslardir
(99,108). Kaderinler sadece merkezi sinir sisteminin bélimlere ayriimasinda
degil aynt zamanda ndral krista hicrelerinin géglinde de rol oynamaktadirlar
(100).

Bulunduklar bélgelere gére kaderinler 5 farkl gruba ayrilmaktadiriar.
1- E-kaderin,
2- N-kaderin,
3- P-kaderin,
4- R-kaderin,
5- M-kaderin.

1-E kaderin (epitelyal); Uvomorulin de denilen E kaderin; embriyonun
preimplantasyonu déneminde morulla ve blastosist, hticre-hiicre baglanma
bdlgelerinde yodun olarak izlenmis ve blastosistin kompaksiyonunu sagladi§
belirtilmigtir (63). Epitel butinlaguni saglayan intersellller bir yapistirici
olarak iglev goérdugl, zonula aderenslerde yodun olarak bulundugu ve
kateninlerin baglandidi sitoplazmik bélgeleriyle aktin flamentlerine yapigtigi
ve immunoelektron mikroskopik analizlerle E kaderinin; birbirleriyle kontagi
bulunan her bir demet icindeki néritlerin ylzeyinde ve demetlenmis duyusal
noronlarin belli populasyonlari arasindaki kontak alanlarinda lokalize oldugu
tespit edilmistir (109).
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2-N kaderin (n®ral); Sinir sistemi, kalp, akciger, lens, embriyonik
mezoderm ve noral ektodermde bulunur (63). Sag-sol asimetrisinin
kuruimasinda somitlerin morfogenezinde 6nemli oldugu bildirilmigtir
(110,111). N-kaderin stabil hiicre adezyonunu destekleyebilen ve aksonal
bliyime ve hiicre gégl gibi aktivasyonlar stimtile edebilen bir molekdl olarak
tanimlanmaktadir.  Kaderin  hicreye aktin  sitoiskeleti araciliiyla
tutunmaktadir. Araci molekaller ise katenin ailesine aittir. P 120 ®°, a-katenin
ve PB-katenini iceren kompleks molekuller intraseliler domeyinin
baglanmasiyla iligkilidirler. Letorneau (1990)ve Shibuya (1995) tarafindan N
kaderinin blytime konilerinde bulundudu gosterilmistir. N kaderin, tavukta,
yenilenen periferal sinirin akson-akson kontak alanlarinda ve eksitator,
inhibitér sinaptik alanlarda toplandiklar: tespit edilmigtir (112). Farkiilagmadan
sonra hem néronlar hem de gliyal huicreler tarafindan korunmaktadir ve néral
indiksiyon sirasinda sinir sisteminde yogun olarak bulunmaktadir (82).

3- P kaderin (plasental); Plasenta, epidermis, trofoblast, kalp, akciger,
sindirim kanali hiicrelerinde bulunur .

4-R kaderin (retinal); Retinal néronlarda ve gliya hicrelerinde bulunur.

5-M kaderin (kas); Miyoblast ve iskelet kasi hiicrelerinde bulunur.

Néral thpin olusumu ve nérilasyon sirasinda adezyon molekuilerinden
kaderinlerin 6nemli roller Ustlendikleri biliniyor. Bunlarin degisen uretim
duzeyleri sayesinde nérilasyon tamamlanmaktadir. Embriyonun ektoderm ve
endoderm tabakalari baslangigta E kaderin igerirken, orta bélgede E kaderini
kaybeden hucrelerin mezoderme gé¢ etmeye basladiklar ileri sGrGimaGstar
(113). Néroektodermal hicrelerde E kaderin Gretimi azalir ve bu hacreler N
kaderin sentezlemeye baglarlar. Ektodermal hiicreler de E ve P kaderini
sentezlerler. Notokord yapisinda ise, hem P hem de N kaderin sentezlenir.
Mezodermal hicrelerde, N kaderin Uretimi somitlerin merkezine dogru
yogunlagir. Kaderinlerin bu sekildeki Gretimlerinin degigimiyle nérulasyonun
tamamlandigi bildiriimigtir (66) (Sekil 2.14).
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Ektoderm

Oluga
|- mezoderm

Endoderm

Nonnéral
ektoderm

Mezoderm

Endoderm

Ektoderm

Intraembriyonik
sGlom

Endoderm

Kan damarn - Notokord

Sekil 2.14: Norulasyon sirasinda kaderin varhidinin degisimi. ~: - E kaderin GOretimi (+),
Gri:Kaderin Uretimi yok, Mavi:E-kaderin Uretimi dugerken yerine N kaderin Gretimi
goérilmeye baglar, Turuncu:hem E hemde P kaderin Gretimi var. Mor: P ve N kaderin Gretimi
var, Mavi: somit ierisinde de N kaderin tretimi gortlemektedir (1).

Iki néronun birbiriyle baglanti kurdugu ve uyarinin bir nérondan digerine
gegcirildigi ya da inhibe edildigi yerler olan sinapslarda adezyon molekilleri
ailesinden kaderinleri gérmekteyiz. Sinaptogenez basamaklan adezyon
molekdlleri sayesinde ilerlemektedir. Sinaptogenez esnasinda ortaya ¢ikacak
olasi fonksiyonlar 3 farkli adezyon sistemiyle belirlenmisgtir.

a) Kaderin/katenin sistemi (N-Kaderin, aN-katenin, p-katenin)
b) CNR sistemi (Kaderin related neuronal receptors system)
c) B-Noroksin / Noroligin sistemi (114).

lki néronun birbiriyle baglanti kurdugu yerde ilk baglantiyi saglayan
yapilar, ortamda bulunan kaderin molekiiileridirler. Kaderin molekdillerinin
birbirleriyle olan trans pozisyonlar sayesinde ndorotransmiterin salinacagi
aktif zon bélgesinin simirlan ¢izilir (99). Kaderinler bir bagka kaderinle N
terminallerindeki birinci ekstraseliler domeyinleri araciligiyla homofilik
baglatilar kurarlar. Hucre iginde katenin molektillerine ve kateninlerin de aktin
sitoiskeletine baglanmasiyla olusan kompleks yapi, iki néron arasindaki
aynlmaz bir bUtinligl meydana getirmektedir. Bunun sayesinde iki néron
arasinda salinan nérotransmiterin aktif zonda salinmasi ve buradaki
molekuler mekanizmalari baglatmasi saglanir. Ikinci sistem olan CNR sistemi
de; aktif zon bolgesinde uyarinin salindiyi alanda bazi molekiler
mekanizmalarin baglatiimasinda énemlidir (115). 3. sistem olan p-Néroksin /
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Néroligin sisteminde pre ve postsinaptik néronlar arasinda bagdlanti kurulur.
Norotransmiterin salinacagi zon olan aktif zon boélgesinde, molekiler bazi
basamaklarin iglemesine yardimei olurlar. Bunlar araciligiyla uyartinin bir
nérondan dijerine gegisi rahatlikla gergeklegsmektedir (115).

Butun bu bilgilerden, merkezi sinir sisteminde kaderinlerin akson
buyiimesinde, demetlenmesinde, hedef hiicrenin taninmasinda, sinaptik
hiicre adezyonunda, sinaptogenez basamaklari sirasinda onemli roller
oynadiklari gériilmektedir.

4- integrinler

Integrinler transmembran adezyon molekiilleri olup a. ve B olmak Gzere 2
alt birimi vardir. 140 ve 8B alt birimi tanimlanmig olup toplam 22
“heterodimerik” birimden olugurlar (116,26) (Sekil 2.15). Bu iki alt birim
birbirlerine “non kovalent” baglarla baghdirlar. integrin-ligand baglanmasinda,
Ca*? ve Mg*?a ihtiyag duyulmaktadir (26).

Bir integrin heterodimerinin COOH uglan hiicre iskelet proteinlerinden
tallin ve o aktininle baglanirken, NH, uclan da ekstraseliiler matriks (ESM)
proteinlerine ve hiicrelere baglanirlar. Baglanmanin olabilmesi igin, minimal
sayida dusuk afiniteli integrinin belli bir yerde, yeterli afiniteyi olusturabilecek
sekilde kimelenmis olmasi gerekmektedir. Bolgesel adezyon bagta
integrinler olmak Uzere protein kinaz, tensin, o aktinin, vinkulin, tallin ve
sitoplazmik plak proteinleriyle iligkilidir. Bu proteinler de kontak ylizeyine aktin
flamentlerinin yapigsmasini saglarlar (66).

insan Temel integrin Yapisi

! domeyini‘caz”’ baglanma o zinciri
C terminali
Ligand N terminali
baglanma Transmembran
bolgesi bdlgesi
N terminali
B zinciri - C terminali

Sekil 2.15: Integrinler iki farki C ve N terminaline sahiptirler. Bu iki yapinin biribiriyle
baglanmasindan olusmuslardir. Buna bagl olarak da 2 transmembran bolgesi bulunur iki
farkli ligand baglama alamna da sahiptirler (89).
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integrinler; interseltlar ligantlar (tallin, o aktinin) yaninda laminin,
fibronektin, kollajen tip |, lI gibi ortak ligandlarla ve spesifik Ig sGperaileleriyle
baglanti kurabilirler. Adezyon molekuilerinin, bazi otoimm{n hastalikiar ve
énemli infeksiyonlarda rol oynadiklari gésteriimistir. Ozellikle; hiicresel gé¢
sirasinda B2 integrinlerin roll, insanlarda LAD-1 (lL.eukocyte adhesion
deficiency) sendromu tarafindan gosterilmisti. B2 integrinler; tim
lenfositlerde ekspresese edilirler. Destek hicrelerinin de endoteliyal
hiicrelere daha siki baglanmasini sadlarlar. Bu nedenle de; hiicresel gé¢ de
6nemli rollere sahiptirler (117).

5- Hiyalurinat reseptorieri

Ekstraselliler matrikste bulunan bir sakkarit komponentidir. Tumér geligimi
ve iltihapli durumlar gibi cesitli patolojikierde 6nemli roller oynadigina
inaniimaktadir. Kikirdak, sinoviyal sivilar gibi karakteristik olarak az hicreli
jeller iginde izlenirler. Embriyogenez ve hiicre blyUimesinde etkin rol
oynadiklari bildirilmistir (31).

6- Selektinler

Molekulin N terminalinde " lektin” benzeri bir yapi vardir. Bu ylizden bu
gruba selektinler denilmektedir. Endotel hiicresi ve l6kositlerin ylizeyinde
bulunur ve heterofilik etkilegimler gdsterirler. Baglanmay: gergekiegtirdikleri
ligandlari, sialyl Lewis-X ve SleA gibi sialize glikanlardir (118). Lokositlerin
endotel hilicrelerine adezyonunu ilk baglatan molekuller selektinlerdir. Bunu
takiben damar duvarina gergek yapisma basamagini sadlayanlar ise
integrinlerle Ig stiper ailesinin Gyelerinden olan ICAM'1n etkilesmesidir.

Selektinler, inflamasyon bolgesinde [6kositlerin damar endoteline
yapigsmasinda ve l6kositlerin gegisinden 6nce yavaglayip yuvarianma hareketi
yapmalarinda gérevli molekdllerdir. Yuvarlanmadan sonra ortamda sitokin ve
lipid molekillerinin artmasi sonucu, aktive olan inflamatuvar hiicrenin
Gzerindeki L selektinler, bu aktivasyonu takiben dékular ve bunlarin yerine
daha kuvveli baglanmayi saglayan integrin grubu adezyon molekuileri ortaya
cikar. Boylece I6kositler inflamatuvar hlcreye tutunup onu etkisizlestirirler
(119).

Selektinlerin 3 alt grubu tanimlanmstir.

1-E selektin (Endotel I6kosit adezyon molekiilii); Endotelyumda bulunur,
iltihap reaksiyonlarinda mediyatérier tarafindan upregile edilebilirler. Bakteri
endotoksini ve IL-1, TNFa gibi sitokinlerin uyarisiyla endotel hicresinde 30
dakika-iginde belirmeye baslar ve 2-4 saatte zirveye ulasirlar. 6 tane CRP
(complement regulatory proteins) domeyini bulunur. Ilk domeyin lektin
domeyini iken ikincisi EGF benzeri domeyindir (Sekil 2.186).
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Insan E-Selektin Yapisi

Lektin CRP domeyinleri Transmembran

domeyini bdlgesi

L

C terminali

EGF benzeri
domeyin

Sekil 2.16: E selektin yapisint gésteren gematik gizim (89).

2- L selektin (Lektin adezyon molekiilii); Eozinofil, nétrofil ve lenfosit
tizerinde bulunur. Inflamasyon alanlarinda nétrofillerin toplanmasinda énemli
bir role sahiptirler (120). L Selektin (LAM-1, LECAM-1, LECCAM-1, mLHR
(fare), gp®®MEL (fare), gp'®MEL (fare), gp'"°MEL (fare), CD62L, ..) isimleriyle
de refere edilmektedir. L selektin; NH.-terminal lektin tip C domeyini, EGF
benzeri domeyin, 2 komplement kontrol domeyini, 15 aminoasitlik kalinti alan,
transmembran sirasi ve kisa sitoplazmik boélge igerir (29,94) (Sekil 2.17).
Insan ve murine L selektinlerinin yapisi, %77 ayni aminoasit dizeyi ve %79
ayni niikleotid diizeyi gésterirler (94).

Insan L- Selektin Yapis:

Lektin Transmembran
domeyini CRP domeyinleri bolgesi
v [ l v

éﬁ &l
N terminali A C terminali

EGF benzeri
domeyin

Sekil 2.17: L selektinin yapisini gosteren sematik ¢izim (89).

Endotelyal hiicreler tizerinde L selektinin 3 ligand formu belirlenmigtir.

a) GlyCAM: Yiksek endotelyal veniillerin mezenterik lenf dugimi ve
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diger birgok yerde tanimlanir (121).

b) sgp90: Bu ligand CD34 olarak da tanimlanmaktadir. Bu sialomusin
benzeri glikoprotein, sikiikla gok potansiyelli kok hiicrelerden arindirmak igin
ylzey belirleyicisi olarak kullaniimaktadir. Lenfoid olmayan dokularda da
genis bir yayiim gdstermektedirler (122).

¢) MadCAM-1; Yiksek endotelyal epitelde mukozal lenfatik diigiim
icinde bulunur.

3- P selektin; GMP-140, LECAM-3, PADGEM,CD62, CD62P olarak da
adlandiriliriar. Bir ylizey glikoproteinidir ve doku iginde lenfositlerin gégtinde
kritik rol oynamaktadirlar. Uyariilmamis endotel igerisinde, Weibel Palade
cisimcikleri denen granillerde bulunurlar. Histamin, PAF gibi inflamatuvar
mediyatdrlerle endotel hiicresinin uyariimasini takiben hiicre ylizeyinde
birkag dakika iginde belirirler (123). P selektin de diger selektinlerden farkh
olarak 9 CRP domeyini yer almaktadir (Sekil 2.18).

Insan P-Selektin Yapisi

Lektin CRP domeyinieri Transmembran
domeyini l I bolgesi

N teminali C terminali

EGF benzeri
domeyin

$ekil 2.18: P selektinde 9 CRP domeyini bulunur. Diger selektin tipleriyle benzer molekiler
yapiya sahiptir (89).

P ve L selektin ilkk etkilesimde zayif bir baglanti olustururlar. Gugla
baglantilar ise E selektin'i igerir ve iltihapli bolgede, lenfoid doku igcinde kan
damarlari boyunca l6kosite rehberlik eder (123). P selektin, plazma iginde
normal gartlar da ng/ml konsantrasyonlarinda bulunur. Dolagan P selektin,
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MATERYAL VE METOD

3.1. Deneyin Hazirlams:i
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gemberde kalmasi igin Pap Pen ile kesitlerin etrafi gizildi. (Biogenex Pap-Pen
Catalog No: XT001-PP)

13- Fosfat tamponlu tuz ¢ézeltisi (PBS) (Signet, Phosphate buffered
Saline, katolog no: P1049; Sigma, PBS tablets, Katolog no: P4417) (pH 7.4
ile 5 dakika 3 defa banyo edildi.

14- Fazla PBS kurulandiktan sonra; %3’k H>0, damlatildi. Solusyonun
herhangi bir endojen peroksidaz aktivitesini baskilamak igin kesitleri
ortmesine dikkat ediidi ve sirekli kontrol edilerek 15 dakika nemli ortamda
bekletildi.

15-PBS ile 3x5 dakika yikandi.

16-Fazla PBS alindiktan sonra; 6zgiil olmayan g baglanmalarin
baskilamak igin bloklama serumu ile 5 dakika inkibe edildi. (Ultra V Block
TA-060-UB (60ml) Ultrvision).

17-PBS ile 3x5 dakika yikandi.

18-Fazla PBS alindiktan sonra deney grubu érneklerine primer antikor ve
kontrol grubu 6rneklerine de PBS damlatiidi ve 1 saat nemli ortamda inkibe
edildi.

19-Primer antikorlar; L1ICAM (L1 Cell Adhesion Molecule Ab-1 (Clone
UJ127 Mouse Monoclonal Antibody Neomarkers);, 1/200, NCAM(CD56/
Neural Cell Adhesion Molecule-1 (NCAM-1)Ab-2 (123C3.D5) Mouse
monoclonal antibody Neomarkers), 1/200 ve N-kaderin (Polclonal
Antibody to Human N-cadherin, Rabbit. M142 Takara); 1/100 dilusyon
oranlarinda dilue edildi. LICAM ve NCAM icin dillle solusyon olarak PBS
kulianilirken, N-kaderin icin Large Volume UltrAb Diluent TA-125-UD
125mi. kullaniidi.

20-PBS ile 3x5 dakika yikandi.

21-Fazla PBS alindi ve ikinci bag kurucu antikor kesitlerin Gzerineeklendi.
15 dakika nemli ortamda bekletildi. Sekonder antikor; primer antikora karsgt
geligtirilmistir, yani bunu antijen olarak kabul etmektedir. Sekonder antikor
olarak da; Biotinylated Goat Anti Polyvalent (Ready to use) TP-060-BN
60ml. (Neomarkers) kullarildi.

22-PBS ile 3x5 dakika yikandi.

23-Streptaavidin ile 10 dakika muamele edildi. (Streptavidin Peroxidase
(Ready-to-use) TS-060-HR 60ml.) Streptavidin sekonder antikor {izerindeki
biyotine cok daha gicli baglanma 6zellijindedir.

24-PBS ile 3x5 dakika yikandi.

25-Fazla PBS alindiktan sonra renk olugturmak igin kullandi§imiz DAB (3,
3’ Diaminobenzidine Liquid DAB Substraate-Chromogen System, DAKO
Code No: K3466) streptavidin igaretli bélgeye tutunarak gérintr hale getirir
ve inkibasyon baslatiirr Bu slre mikroskop altinda boyanmalarin
gézlenmesine goére ayarlanmigtir. Buna dayanarak DAB ile 3 dakika
muamele edildi. Tim kesitlerde bu sure degistiriimeden ¢aligiidi.

26-Distile su ile yikandi.

27-Hematoksilen ile zit boyama yapildi.

28-Akar su ile yikandiktan sonra glycerol gelatin (SIGMA GG1) kapatma
solusyonu yardimiyla kesitlerin st lamelle kapatildi.

Elde edilen preparatlar Nikon optiphot ve Zeiss-Axioplan 1k
mikroskoplarinda incelenerek fotografiandirildi.
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ile 5 dakika 3 defa banyo edildi.
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ortmesine dikkat ediidi ve sirekli kontrol edilerek 15 dakika nemli ortamda
bekletildi.

15-PBS ile 3x5 dakika yikandi.

16-Fazla PBS alindiktan sonra; 6zgil olmayan g baglanmalarin
baskilamak igin bloklama serumu ile 5 dakika inkiibe edildi. (Ultra V Block
TA-060-UB (60ml) Ultrvision).

17-PBS ile 3x5 dakika yikandi.

18-Fazla PBS alindiktan sonra deney grubu érneklerine primer antikor ve
kontrol grubu 6rneklerine de PBS damiatiidi ve 1 saat nemli ortamda inkibe
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UJ127 Mouse Monoclonal Antibody Neomarkers);, 1/200, NCAM(CD56/
Neural Cell Adhesion Molecule-1 (NCAM-1)Ab-2 (123C3.D5) Mouse
monoclonal antibody Neomarkers), 1/200 ve N-kaderin (Polclonal
Antibody to Human N-cadherin, Rabbit. M142 Takara); 1/100 dilusyon
oranlarinda dilue edildi. LICAM ve NCAM icin dillle solusyon olarak PBS
kullanilirken, N-kaderin icin Large Volume UltrAb Diluent TA-125-UD
125mi. kullaniidi.
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21-Fazla PBS alindi ve ikinci bag kurucu antikor kesitlerin Gzerineeklendi.
15 dakika nemli ortamda bekletildi. Sekonder antikor; primer antikora karsgt
geligtiriimistir, yani bunu antijen olarak kabul etmektedir. Sekonder antikor
olarak da; Biotinylated Goat Anti Polyvalent (Ready to use) TP-060-BN
60ml. (Neomarkers) kullarildi.

22-PBS ile 3x5 dakika yikandi.

23-Streptaavidin ile 10 dakika muamele edildi. (Streptavidin Peroxidase
(Ready-to-use) TS-060-HR 60ml.) Streptavidin sekonder antikor {izerindeki
biyotine cok daha gicli baglanma 6zellijindedir.

24-PBS ile 3x5 dakika yikandi.

25-Fazla PBS alindiktan sonra renk olugturmak igin kullandi§imiz DAB (3,
3’ Diaminobenzidine Liquid DAB Substraate-Chromogen System, DAKO
Code No: K3466) streptavidin igaretli bélgeye tutunarak gérintr hale getirir
ve inkibasyon baslatiirr Bu slre mikroskop altinda boyanmalarin
gézlenmesine goére ayarlanmigtir. Buna dayanarak DAB ile 3 dakika
muamele edildi. Tim kesitlerde bu sure degistiriimeden ¢aligiidi.

26-Distile su ile yikandi.

27-Hematoksilen ile zit boyama yapildi.

28-Akar su ile yikandiktan sonra glycerol gelatin (SIGMA GG1) kapatma
solusyonu yardimiyla kesitlerin tstl lamelle kapatildi.

Elde edilen preparatlar Nikon optiphot ve Zeiss-Axioplan 1gik
mikroskoplarinda incelenerek fotografiandirildi.
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14- Fazla PBS kurulandiktan sonra; %3’k H>0, damlatildi. Solusyonun
herhangi bir endojen peroksidaz aktivitesini baskilamak icin kesitleri
ortmesine dikkat ediidi ve sirekli kontrol edilerek 15 dakika nemli ortamda
bekletildi.

15-PBS ile 3x5 dakika yikandi.

16-Fazla PBS alindiktan sonra; 6zgil olmayan g baglanmalarin
baskilamak igin bloklama serumu ile 5 dakika inkiibe edildi. (Ultra V Block
TA-060-UB (60ml) Ultrvision).

17-PBS ile 3x5 dakika yikandi.

18-Fazla PBS alindiktan sonra deney grubu érneklerine primer antikor ve
kontrol grubu 6rneklerine de PBS damiatiidi ve 1 saat nemli ortamda inkibe
edildi.

19-Primer antikorlar; L1ICAM (L1 Cell Adhesion Molecule Ab-1 (Clone
UJ127 Mouse Monoclonal Antibody Neomarkers);, 1/200, NCAM(CD56/
Neural Cell Adhesion Molecule-1 (NCAM-1)Ab-2 (123C3.D5) Mouse
monoclonal antibody Neomarkers), 1/200 ve N-kaderin (Polclonal
Antibody to Human N-cadherin, Rabbit. M142 Takara); 1/100 dilusyon
oranlarinda dilue edildi. LICAM ve NCAM icin dillle solusyon olarak PBS
kullanilirken, N-kaderin icin Large Volume UltrAb Diluent TA-125-UD
125mi. kullaniidi.

20-PBS ile 3x5 dakika yikandi.

21-Fazla PBS alindi ve ikinci bag kurucu antikor kesitlerin Gzerineeklendi.
15 dakika nemli ortamda bekletildi. Sekonder antikor; primer antikora karsgt
geligtiriimistir, yani bunu antijen olarak kabul etmektedir. Sekonder antikor
olarak da; Biotinylated Goat Anti Polyvalent (Ready to use) TP-060-BN
60ml. (Neomarkers) kullarildi.

22-PBS ile 3x5 dakika yikandi.

23-Streptaavidin ile 10 dakika muamele edildi. (Streptavidin Peroxidase
(Ready-to-use) TS-060-HR 60ml.) Streptavidin sekonder antikor {izerindeki
biyotine cok daha gicli baglanma 6zellijindedir.

24-PBS ile 3x5 dakika yikandi.

25-Fazla PBS alindiktan sonra renk olugturmak igin kullandi§imiz DAB (3,
3’ Diaminobenzidine Liquid DAB Substraate-Chromogen System, DAKO
Code No: K3466) streptavidin igaretli bélgeye tutunarak gérintr hale getirir
ve inkibasyon baslatiirr Bu slre mikroskop altinda boyanmalarin
gézlenmesine goére ayarlanmigtir. Buna dayanarak DAB ile 3 dakika
muamele edildi. Tim kesitlerde bu sure degistiriimeden ¢aligiidi.

26-Distile su ile yikandi.

27-Hematoksilen ile zit boyama yapildi.

28-Akar su ile yikandiktan sonra glycerol gelatin (SIGMA GG1) kapatma
solusyonu yardimiyla kesitlerin tstl lamelle kapatildi.

Elde edilen preparatlar Nikon optiphot ve Zeiss-Axioplan 1gik
mikroskoplarinda incelenerek fotografiandirildi.
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TARTISMA

Organizmanin en dinamik yagam evreleri gelisme strecindeki evreleridir.
Ergin bir bireyde bulunan yapilarn geligimi tek bir hamlede gerceklesemez;
birgok basamagin bagariyla tamamlanmasi gerekir. Bu basamakiarin amaca
uygun bir bUtlnlik icinde gerceklesmesinde onemli faktérierden birisini
adezyon molekulleri olugturmaktadir.

NCAM belirlenen ilk hlicre adezyon molekllli olarak sadece; ndron-
noron, ndron-astrosit, astrosit-astrosit adezyonunu saglayan (70,74) bir
molekil dedil, bunun saglanmasinda anahtar rol oynayan sinyal
mekanizmasinin harekete gegmesinde de 6nemli bir faktérdir. NCAM hiicre
cofalmasi, gbc¢l, farklilasmasi (71,124,125) ve onanm olaylanni
ydnlendirdijinden, blylmenin destekleyicisi (42,71,126) ve dengeleyicisi
(127) olarak tamimlanabilmektedir. Sunulan ¢aligmada, gelismekte olan insan
fetal serebral korteksinin tim tabakalarinda NCAM immunreaktivitesinin
gbzlenmesi, yukarida ileri strllen fonksiyonlara bagli olabilir. Geligme
dinamidini harekete gegiren ve yonlendiren bir faktdriin, serebral korteks
gelisiminin en aktif doneminde butlin tabakalarda izlenmesi beklenen bir
bulgudur.

Yapilan hayvan deneylerinde NCAM'in néronlarin uzantilarinda segici
davrandigi, piramidal néronlarnin apikal dendritlerinin ylizey membraniarinda
izlenirken, dendritlerin sitoplazmasinda hi¢ NCAM immunoreaktivitesi
gbstermedi§i belirlenmigtir (128). Bulgularimizda, her G¢ trimesterde de
NCAM tum kortikal katmanlarda belirlenmigtir. Ozellikle iginsal hiicre
kolonlari arasinda yer alan demetlerde belirlenmesi, akson demetienmesiyle
ilgili olabilecegdi hipotezini (77,78) destekleyici niteliktedir.

NCAM'In insan fetal serebral korteksinde Gg¢ trimesterde de farkl
-giddetlerde olmaklia birlikte biitiin katmanlarda reaksiyon vermesi serebral
korteksin prenatal geligsiminin hlicre ¢ogalmasi, gogli ve farklanmasi
anlaminda oldukga dinamik bir gelisim sirecini igerdigini gdstermektedir.
Ozellikle 2. trimesterde de ventrikGler katmanda, ylzeyel katmanlarda
izlenen benzer siddetteki reaksiyon; hiicre tretimi ve géclinin bu ddnemde
bu bblgelerde benzer sekilde devam etitigini gdstermektedir.

NCAM'In farkh formlarinin gelismekte olan beyin yapisi iginde farkl
lokalizasyonlan s&zkonusudur (70,74). 180kDa’luk isoformu n&ronlar
arasindaki adezyondan sorumluyken, 140 ve 120kDa’luk isoformian ise
oligodendrositler, astrositier gibi néron gliya etkilegiminden sorumlu oldugu
ileri strlimektedir (75). NCAM farelerde E14 ve E16. glinlerde Ust ara



(intermediyet) alanda ve subplagin liflerinde yogun olarak gorulurken, yetigkin
korteksinde NCAM varhd: ise' tum kortikal tabakalarda yogun olarak
bulundugu tespit edilmistir {129). Thommaidou ve arkadaslan ayni
calismalarinda NCAM'in gliyal hiicrelerde de bulundudunu belirtmiglerdir.
Sunulan calismada, insan fetal serebral korteksinde, ikinci ve Uglnclu
trimester bulgulart Thomaidou ve arkadaglarinin farelerdeki bulgulariyla (129)
uyum gdstermektedir. Ancak bizim bulgularimizda gliyal hucrelerde herhangi
bir immunreaksiyona rastaniimamisgtir.

Terkelsen ve arkadaslari (131) NCAM immunoreaktivitesini erken
dénemde kortikal tabakada ve primordiyal pleksiform tabakada, daha gec¢
safhalarda ise gelisen subplak, kortikal plak ve marjinal zonda belirlemigler
ve NCAM'I geligen sinir sisteminde postmigratér immatar néronlarin
isaretleyicisi olarak tanimlamiglardir (130,131). Bulgularimizda, ventrikGler
tabaka disinda tum alanlarda NCAM reaksiyonunun belirlenmesi, Terkelsen
ve arkadaslarini (1992) teyit edici bir buigu olarak degerlendirilebilir. Bu
tabakada mitozla olusan ve bir st tabakaya veya daha yukarilara gé¢ eden
postmigratif htcreler, bélindUkleri andan itibaren NCAM immunreaksiyonu
gostermektedirler. Isinsal hatlar halinde demetlenmig liflerin yogun NCAM
reaksiyonu gdstermesi, yenice gelismekte olan hicre uzantilan, dendrit ve
henliz miyelinsiz olan aksonlar ve bunlarin etrafinda yer alan astrosit ve
oligodendrositlerden kaynaklanmakta oldudu séylenebilir. Serebral korteksi
olugturan néronlann uzantilarinin yénlendiriimesi ve miyelinizasyonundan
sorumiu noérogliyal elemaniarin NCAM reaksiyonu verdigi bilinmektedir (75).
Korteksin derinliginde, subkortikal tabakada gelisimini strdiren ak madde
iginde, demetler halinde organize olan liflerin siddetli NCAM
immunreaksiyonu, NCAM'In aksonlarin demetlenmesinde de islevsel
oldugunu distndurmektedir.

L1in insan serebral korteksinde dagdilimini inceledidimizde; birinci
trimesterde korteksin Ust katmanlarinda (molekdler, 1. 1. tabakalar) gézienen
zayif immunreaktivitenin, 2. ve 3. trimesterde iyice geriledigi, derin
katmanlarda ise reaksiyonun arttifi; 6zellikle de aksonlarin yogun olarak yer
aldigi katmanlarda (V. ve VI. tabaka ve ak cevherde) liflerde glgll bir
immunreaksiyonun oldugu gbéze carpmaktadir (Tablo 2). Tsuru ve
arkadaglan (1996) insan serebral korteksininin molekiler tabakasinda
immunreaksiyona rastlamiglar, bunlari da Cajal-Retzius hicreleri olarak
tanimlamiglardir (44). Farelerde yapilan L1 ile ilgili ¢alismalarda, merkezi
sinir sisteminde aksonlarin erken dénem sekillenmesinde etkin oldudu,
akson-akson kontaklarimin kurulmasinda rol oynadidi ileri strGimustar (143).
Bu aragtirmalarda L1’in néron-noron adezyonunu desteklerken néron-astrosit
ve astrosit- astrosit adezyonuna karigmadidi (44), L1 eksikliginde, farelerde
serebral korteksde herhangi bir hiicresel bozulmanin olmadi§i (44,143)
ancak aksonal yollarin gelisiminin normal olarak gergeklesemedigi
belirlenmistir (144,145). Wong ve arkadaslarn da L1 eksiklijinde serebral
korteksin piramidal hticrelerinin dendritlerinde, anormal yapilanmalar, primer,
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sekonder, motor korteks, somatosensoryel-korteks ve géranta korteksinin
genisliklerinde yetersizlikler oldugunu rapor etmiglerdir (146).

Demyanenko ve arkadaslarina gére (143), gelismekte olan sinir
sisteminde, korteksdeki néroblastlar kortikal plaga ulasana kadar guclt bir L1
boyanmasi gdstermezler. Korteksdeki en yogun L1 boyanmasi; henlz
gelismis lif yollarinda gérulmektedir. Miyelinli olan aksonlarda ekspresyonuna
rastlaniimamas: (143), L1'in gelismekte olan aksonal yollarin olugsumunda,
akson blUyumesindeki roluntn (44) bir gdstergesi olarak kabul edilebilir.

Bulgularimizda 1. trimesterde izlenip daha sonraki sliregde kaybolan
reaksiyon, aksonlarin erken gelisme ddénemiyle ilgili gérulebilir. Bu liflerin
miyelinlenmesi sonucu reaksiyonun kayboldugu dastndlebilir. Daha derin
bélgelerde reaksiyon siddetinin artarak devam etmesi bu alanda tum prenatal
hayat boyunca yeni liflerin yogun olarak katildiginin géstergesi olarak kabul
edilebilir (Tablo 2). Chung ve arkadaslari; 13. haftadan itibaren 40. haftaya
kadar genel bir de§erlendirme yaptiklarinda, molekaler tabakanin diginda L1
boyanmasinin ¢ok hafif oldudunu, 3 ve 4. tabakalarda da az bir
immunreaktivite gortldiguna, subkortikal tabaka ve daha derinlerindeki
alanlarda yogun bir immunreaktivitenin ortaya ¢iktigini belirtmiglerdir (130).
Bunun aksine bulgular da rapor ediimistir. Ornegdin; Kamiguchi ve arkadaglari
fetal insan beyninde L1 immunreaktivitesini incelediklerinde; marjinal
tabakanin dis yarisinda (molekiler tabaka), subplak ve intermediate
tabakanin dis kisminda L1 immunreaktivitesine rastiamiglar. 17. haftada
molekiler tabakanin diginda oldukga gicla bir ekspresyon belirlediklerini,
ancak bu ekspresyon dizeyinin 19. haftada ¢ok azaldigini bildirmektedirier
(147).

Biz benzer bulgular korteksin Gst katmanlarinda, stre¢ iginde gittikce
zayiflayan bir immunreaktivite olarak gdzlemledik. Paralel olarak korteksin
derin katmanlarinda siddetli L1CAM reaksiyonu tesbit ettik. Bu gbézlemlerimiz
daha ¢ok Chung ve arkadaslarinin (130) bulgulariyla értugsmekteydi (Tablo
2).

Bltun bu builgu ve gézlemler sonucunda, L1CAM’In insan beyninin
gelisimi sirasinda, néronal gbg¢, sinir liflerinin demetlenmesi, aksonal blyume
gibi geligsim basamaklarinda fonksiyonel olabilecegi kanisina ulasildi. Bu kani
daha 6nce yapilan arastirmalarin (23,143,147,148) sonugclariyla da uyum
gdstermektedir.

Kaderinler hiicrelerin cogalmasinda, kutuplagmasinda, farklilagsmasinda
ve 6liminde etkili molekiller olarak tanimlanmaktadirlar. Geligen embriyoda,
organiar ve dokularin olugum basamaklarinda, bulunma diUzeyleri zaman
zaman degiserek, doku olusumu ve sinyal iletimini y6nlendirirler (131).
Aksonal ve dendritik bllyimenin diizenlenmesi ve desteklenmesinde énemli
rol oynayan kaderinler {132,133,134,135,136,137,138) gelisme periyodunda
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meydana gelen sinaptogenezin erken basamaklarinda goérGldaga gibi,
erginlik doéneminde ortaya c¢ikan sinaps olusumunda da izlenmektedir
(98,132). N-kaderinin varligi, sinaptik aralikta hem pre hem de postsinaptik
kisimda izlenir {140,141). Sunulan ¢alismada fetal insan serebral korteksinde
her (¢ trimesterde de btiin katmanlarda yogun N-kaderin varligi belirlendi.
N-kaderin dlzeyi her alanda farkli miktarda olmakia birlikte hocre
cekirdeklerinde de goérildi. Hlcre gekirdeklerinde belirlenen reaksiyon bu
molekllan hicrenin yonelimlerinin belirlenmesinde oldukg¢a 6nemli bir faktér
olabilecegini dusundUrmektedir. Kortikal tabakalarda néropile ait alanlarda
gézlenen N-kaderin immunreaksiyonu bu alanda gergeklesen sinaptik
kontaklarin igaretleri olarak de@erlendirilebilir. Bdylece tim kortikal
katmanlarda birinci trimesterden itibaren yogun olarak sinaps olusumunun
gerceklestigi dustndlebilir (Tablo 2).

Miyelinizasyon basamaklarini destekieyen hem merkezi gliya hem de
periferik gliya Gzerinde N-kaderinin énemli rol oynadi§i yéninde raporlar
bulunmaktadir (132,112,136,142). Bulgularimizda izlenen c¢ekirdek
boyanmalari gliya hlcreleri Uzerinde N-kaderin immunreaktivitesinin bir
gostergesi olarak da degerlendirildi.

Bircok durumda kaderinler gri madde yapilarinin geligimini gbsteren
molekdler belirleyiciler olarak tanimlanmaktadir (34). Fetal insan serebral
korteksinde ventrikGler tabakanin yogun N-kaderin immunreaksiyonu,
korteksi olusturan hiicrelerin diizenlenmesinde ilk andan itibaren N-kaderinin
rol oynadigini géstermesi bakimindan énemli olabilir. Molekiler tabakada
birinci trimesterden itibaren izlenen reaksiyon ise bu tabakaya ulagan
piramidal néronlarin dendritleri ve bunlarin kurduklari sinapslarin bir
gostergesi olarak disiinlebilir.

Ayrica, prenatal dénem boyunca hizli bir blylime gésteren beyin
korteksinde damarlanma acisindan 6nemli etkisi oldugunu distndtren
bulgular elde edildi. Damar endotelinde yerlesmis N-kaderin reaksiyonu
endotel gdrevleriyle ilgili olabilecedi gibi, anjiyogenik bir etkiyi de akla
getirmektedir. Burada N-kaderinin astrosit-kapiller endoteli iligkisinin
kurulmasinda gorevli olabilecedi de dastntimektedir. Bdylece kan beyin
bariyeri fonksiyonlarini etkileyerek, direk olarak madde gecirgenligi Gzerinden
beyin gelisiminin diizenlenmesiyle iligkilendirilebilir.

Serebral korteksin gelisim basamaklarinda NCAM, L1CAM ve N-
kaderinin, néronlarin olugsmasinda ve fonksiyonel yapisal 6zelliklerini
kazanmasinda; hicrenin ¢ogalma, gbg, farklanma ve blylime gibi
basamaklarin gergeklesmesinde dnemli roller Gslendidi, bdylece; serebral
korteksin fonksiyonel mimarisi igin gerekli moleklller oldugu, eksiklikleri
durumunda ortaya gcikabilecek yapisal bozukluklardan yola ¢ikarak bazi
hastaliklarin molekller temellerinde bu molekullerin de yer alabilecegi
kanisina varildi.

67




NCAM

Licam N-Kaderin
Molekiller § Kortikal | fnterm. Akecevher [ Molekiiler | Kortikal interm. Ak ceviwr § Volekiller f Kortikal]  fnterm. JAkcevher
thk (M) § bk (KD | thk (D) Ay thi (D thk. (K) thk (D {A) thk (M) | thi (K)R  thk(D A)
ir’;:r Skl bbd| bbb e L L L) Lol ) bk bk § kb ] b Lt ]
f e
wied *P | b bk ] b - + 4+t bt | drd] e | R
Rt
trip + + e *dd - +* ++ Ll L g ek | bl PP Ll

Tablo 2: 3 trimestere gére 3 adezyon molekilintn bulunma dizeylerini

gbstermektedir.
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