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OZET
Klon ve Normal Sigir Embriyo Plasentalarinda insiilin Benzeri Bilyiime Faktor-1 (IGF-
1), Vaskller Endotelyal Buyume Faktor (VEGF) ve Noronal Hucre Adhezyon Molekdl

(NCAM) Ekspresyonun immunositokimyasal ve Molekiiler Tekniklerle incelenmesi

Bu calisma, “Anadolu Yerli Sigir Irklarinin Klonlanmasi” projesi kapsaminda canli
dogumla sonuclanan klon érneklerinin dogumlarindan sonra elde edilen klon plasentalar ve
kontrol grubu olarak da normal dogum yapmis olan sigirlarin plasentalari molekdiler ve
immunositokimyasal teknikler kullanilarak incelenmistir. inceleme islemi klon sigirlarda
gorilen bazi anomalilerin ve klon plasentada gerceklesen yapisal ve molekiler bozukluklarin
normal plasenta ile karsilastirilarak iliskilendirilmesi amaglanmistir. Klonlama galismalarinda
Somatik Hucre Nuklear Transfer Yontemi kullaniimistir. Klonlamada dénor hicre kaynagi
olarak, Uludagd Universitesi Veteriner Fakiltesi Ciftligi’nde bulunan erkek boz boga ve
Yalova’daki bir disi bireyden o6rnekler alinmistir. Kontrol grubu olarak ise Tekirdag
Muratli’da bulunan Aksa Ciftligi’nde iki normal dogum plasenta érnegi alinmistir. Boz irkina
ait kikirdak hicresinden bir, fibroblast hiicresinden bir ve graniiloza hicresinden (¢ adet
saglikh klon elde edilmistir. Toplamda canli dogum klon sayisi bes olmasina karsin bir
tastyict annenin ikiz gebelik meydana getirmesi sebebiyle toplamdaki klon plasenta 6rnegi
sayisi dorttir. Buna karsilik olarak iki normal plasenta Orneklenmistir. Her bir Ornek
plasentanin maternal, fetal ve total olmak tizere ¢ kismi orneklenmistir. Orneklenen her
bolge histolojik incelemeler icin %41tk paraformaldehit icinde fikse edilmis, molekiler
yontem icin (RNA izolasyonu) ise -20°C ‘de 6rnekler transfer edilmis, izolasyon asamasina
kadar ise -80°C "de muhafaza edilmislerdir.

Fikse edilmis materyallerin doku takipleri gerceklestirilmis ve parafin bloklarda kesit
alinana kadar saklanmistir. Daha sonra mikrotom ile 5um kalinhiginda alinan kesitler
oncelikle hematoksilen — eosin boyama protokoliine gore boyanmis, temel 1sik mikroskobi
incelemeleri  gergeklestirilmistir.  Ayni  sekilde hazirlanan  kesitler daha sonra
immunositokimyasal olarak incelenmistir. Bu inceleme icin, PBS’te bekletilen preparatlara
proteaz enzimi 30 dk. boyunca uygulanmistir. Ardindan, non-immun serumda 15 dk.
bekletilmis ve takibinde buffer ile sulandiriimis primer antikorlarda (IGF-1, VEGF, NCAM,
Abcam) 2 saat oda I1sisinda inkibe edilmigslerdir. Primer antikordan sonra yikama yapilmis ve
biyotinle isaretli sekonder antikorda bekletilerek ardindan streptavidin-peroxidase ile

muamele edilmistir. Yikamalarin ardindan DAB ile islenerek boyama islemi tamamlanmistir.



RNA izolasyonu igin trizol kullaniimis ve manuel olarak calisiimistir. Ornek alinmis
dokular steril olarak yaklasik 50-100 mg. ’lik pargalar halinde kontamine olmayan temiz bir
havan iginde sivi azotla muamele edilmek suretiyle fiziksel olarak pargalanmistir. Fiziksel
parcalanmayi takiben trizol reagent ilave edilmis ve pipetleme yapilarak doku ile trizolln
karismasi saglanmistir. Santifijleri takiben RNA izole edilmis, kalite kontrolleri ve NanoDrop
okumalar gergeklestirilmis, daha sonra cDNA (Fermentas) Kit kullanilarak, cDNA sentezi
gerceklestirilmistir. InRa ve Ensembl DNA veri bankalarindan yararlanilarak tasarlanan
Primer’ler IDT firmasina siparis verilmis; IGF-1, VEGF ve NCAM icin alinmis olan primerler

ile yapilmistir. PCR (rnleri jele aktarilmis, jel goriinti sonuclari elde edilmistir.

Daha ileri analiz yapabilmek icin RT-PCR islemi, normal PCR icin kullanilan
primerler kullanilarak yapilmistir. Elde edilen sonuclar amplifiye olma miktarlarina goére

saptanmis ve istatistiki olarak analiz edilmistir.

Her iki analiz sonucunda da elde edilen bulgulara gore, klon plasenta drnekleri ve

normal plasenta 6rnekleri arasinda anlamli bir fark bulunamamistir.



ABSTRACT
Evaluation of Expression of Insulin-like Growth Factor-1 (IGF-1), Vascular Endothelial
Growth Factor (VEGF) and Neuronal Cell Adhesion Molecule (NCAM) by
Immunocytochemical and Molecular Techniques in Cloned and Normal Bovine

Placentas

In the context of "Cloning of the Anatolian Domestic Bull” project, the clone placentas
derived from succesful births with live offsring; and the control group placentas from normal
birth bovine placentas was evaluated by molecular and immunocytochemical methods. The
aim of the evaulation process is to determine abnormalies in cloned bovine, structural and
functional defects of cloned placentas by comparing them to normal ones. Somatic Cell
Nuclear Transfer (SCNT) method was used in our project’s cloning procedure. The donor cell
sources were from the individuals as male one Uludag University, Faculty of Veterinery
Medicine Farm and as a female one from a individual in Yalova. The control group placentas
as two normal birth samples were obtained from Aksa Production Farm from Muratl state,
Tekirdag. The cell samples from the Anatolian Gray Bull are separeted to one cartilage cell,
one fibroblast cell and one granulosa cell; all pregancies completed by live offspring. In the
despite of total birth count is five; one surrogate mother has twins so the sampled placenta
count is accepted as four. Each placenta sample was separeted maternal, fetal and total. The
sampled areas of placenta was fixed in 4% paraformaldehyde for histological examination,
and for molecular examination (RNA isolation), the samples were transferred in -20°C; stored

in -80°C until isolation.

Tissues fixed tissues had been processed and stored in paraffin blocks until sectioning.
After the process of fixation, 5 um thickness slides were created by ordinal slide-microtome,
then all the samples were stained by standart Haematoxylin-Eosin protocol, examined by
basic light microscopy. The same procedured samples are also examined by
immunocytochemistry methods. For this examination process; the slides washed in tap water
and protease was applied for 30 mins. to them. After that, they stored in non-immune serum
for 15 mins. and kept incubated in diluated primary antibodies (IGF-I, VEGF, NCAM,
Abcam) for 2 hours. The samples were washed and treated in biotin flagged secondary
antibody; then streptavidin-peroxidase was applied. Washed many then, they were treated by

DAB, then the staining process was completed.



RNA isolation was made manually by the extraction method with trisole. Sterilized
sampled tissues were comminuted as 50-100 mg. parts in non-contaminated clean mortar by
treating liquid nitrogen. After comminution, the trizol reagent added and mixed the reagent
and the tissue by several pipetting process. After centrifugation; RNA was isolated and
quality check-out is carried thru NanoDrop, spectrophotometer. cDNA (Fermentas) Kit is
used for synthesing cDNA. Primers were desinged by the help of InRa and Ensembl DNA
Banks, ordered to IDT company; PCR was performed for IGF-I, VEGF and NCAM primers.

The products of the PCR were loaded to gel; gel images were also fetched.

For further analysis, RT-PCR process has been used with normal PCR primers.
Results were obtained by amplifiying ratios based on charts and statistically analized.

By the two types of results from both immunocytochemical and molecular processes,

examples of normal placenta and the cloned ones were no statistical siginificant difference
between them.

Vi
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1. AMAC VE KAPSAM

Plasenta Placentalia grubu memelilerde gebelik esnasinda gelisen ve gegici olan bir
yapidir. Genel olarak fetal ve maternal olmak tzere iki bolimden olusur:Fetal membranlar ve
plasentanin kendisi fetusii anneden ayiran segici gecirgen bir yaptlanmadir. Fetal membranlar;
amnion, vitellls, koryon ve allantois keseleridir. Zigottan gelisirler. Vitellis ve allantois
haricinde hicbirisi embriyo yapisina katilmazlar. Allontois kesesi maternal ve fetal plasenta
olmak Uzere iki kisimdan gelisir. Maternal plasenta decudia’dan gelisir. Konseptusunun
bulundugu bdlgeye gore farkl tipleri vardir. Konseptus, embriyoyu da iceren embriyo disi

yaptlarinin batininG ifade etmektedir, genel olarak;

1. Konseptusun hemen altindaki decudia basalis

2. Konseptusun tzerini orten decudia capsularis

3. Bu ikisinin disinda kalan kisim decudia parietalis
Bu ¢ yap1 maternal plasentayl meydana getiren yapilardir.

Fetal plasentanin gelisimine bakildiginda koryon kesesinden koken aldigi gorlir.
insanda 8. haftaya kadar koryon villuslari kesenin tiim yiizeyini kaplar ve koryon kesesi
blyldikce decudia capsularis ile iliskili villuslar baskiya ugrar ve dejenere olur ve diz
koryon veya koryon yapragi (koryon yapragi) denilen yapi olusur. Decudia basalis ile iliskili
villuslar artarlar ve villus koryonu ya da koryon frondosumu yaparlar. Bazi koryon villuslari
decudia basalise tutunurlar ve stem villus veya anchoring villuslari olustururlar. Plasenta

membrani 4 tabakadan olusur. Bunlar distan ice dogru;
Sinsityotrofoblast
Sitotrofoblast
Koryon villuslarinin bag dokusu
Fetus kapiller endoteli seklindedir.

Bu dortli yapi plasenta bariyerini olusturur. 20. haftadan sonra membran incelir.
Bunun nedeni ise sitotrofoblast ve bag dokusunun kaybolmasidir. Bu membran incelmesine

bagli olarak gebeligin ilk haftalarinda karsilikli olarak gecis yapamayan maddeler gecebilir



hale gelirler. Ozellikle anne beslenme rejimine bagl olarak alinan toksik maddeler de plasenta

bariyerini asabilir ve fetuse gecebilir.
Plasentali memelilerin timdunde plasentanin 3 temel islevi bulunmaktadir. Bu islevler:

1. Metabolizma islevi: Erken gebelik déneminde glikojen, kolesterol ve yag asitlerini

Ureterek embriyonun beslenmesini saglar.

2. Tasima islevi (her turlu gaz, besin, hormon, elektrolitler, ilaglar ve bariyeri gegen
enfektif ajanlar).

3. Endokrin islevi: En tipik salgilanan hormon insanda hCG dir. Bu hormon ikinci bir
menstural dongiyi engeller. Corpus luteumun sirekliligini saglar. Diger bir hormon
hPL (Human plesantal lactogen) dir. hPL ye hSC (human chorionic
somatomamotropin) de denmektedir. Bu hormonlarin yani sira steroid hormon sentezi

de yapilir. Bunlar progesteron ve dstrojen hormonlaridir.

Plasentanin bilinen islevlerinin yanisira bilinmeyen bazi ¢zelliklerinin de olabilecegi yapilan
calismalarda gosterilmektedir. Plasental gelisim bozukluklarinin dogrudan fetus (zerinde
etkili oldugu, abortlara ya da anomali tasiyan dogumlara neden oldugu bilinmektedir.

Hayvancilik sektoriine bakildiginda ise gen kaynaklarinin korunmasi (tiikenme
tehlikesi altinda bulunan hayvanlar gibi) ve insani da icine kapsayan tedavi amacli yapilan
klonlama galismalarinin énemi gunumiizde giderek artmaktadir. Hayvanlarda klonlama hala
bilinmezleri olan ve uUzerinde cahisilarak bu bilinmezleri gidermeye calisilan alanlardan
biridir.

Sigir klonlamasi agisindan duruma yaklasildiginda, bilindigi Uzere yaklasik sigir
gebelik slresi dokuz ay olarak gorulmektedir ve bu gebelik siresi ¢ trimester altinda
degerlendirilmektedir. SCNT yoluyla elde edilerek transferi gerceklestirilen blastosistlerin i¢
genetik mekanizmalarinda veya tasiyici anne senkronizasyonu gibi problemlere baglh abortlar
ilk trimester icinde daha ¢ok gérinmektedir. Bununla birlikte NT embriyonun implantasyonu
gerceklestikten sonra gelisimin ikinci trimesteri ge¢mesi halinde plasental anomalilerin fetus
uzerinde etkili oldugu literatir bilgilerle uygunluk gdstermektedir. Son ddneme
yaklasildiginda plasental anomaliler ile de iliskili oldugu distnilen ya da gosterilen hidrops,

akciger gelisim yetersizligi gibi durumlar ortaya ¢ikmaktadir.



Klon plasentada ve normal plasental yapilanma arasinda damar yapisinda farklari,
kotiledon sayilari, plasentom birimleri ve bu birimler arasindaki interplasentom farkliliklart,
hiicresel bicim ve sayim farklari, ayrica da klon plasentada maternal ve fetal plasenta

arasindaki farkin belirginsizlesmesi gibi durumlar s6z konusudur.

Bazi calismalarda makroskobik ve normal mikroskobik bulgular literatiirde bu sekilde
farkhiliklar isaret etmektedir. Ayrica immunusitokimyasal olarak da farkliliklar
bulunabilecedi ve bu farkhiliklarin molekiler yapilanmadan kaynaklandigi belirlenmistir.
Diger yandan her ¢ grup molekaliin varhgr molekuler yontemlerle test ve teyit edilecektir.
Molekdler analiz icin 5 (bir ikiz plasenta) dogumdan elde edilmis olan plasenta 6rnekleri -
80°C’de saklanmaktadir. Total RNA izolasyonu yapilarak, PCR islemi ile 6zel baglanma

bolgesinde, codaltma yapilarak, primerlere karsi okuma islemi gerceklestirilmistir.

Bilindigi Uzere fetal gelisim plasenta Uzerinden fetal-maternal olarak gerceklesen
kompleks bir surectir, bu slrecte plasenta tarafindan salinan IGF-1 ve IGF-1I’nin 6nemi
blyuktir. Bu molekuliin genetik olarak varliginin saptanmasi igin literatlirde de 6nerilen
primerler cDNA (zerinden okunarak Kkarsilastirilacaktir. VEGF vyine plasenta Uzerinde
bulunarak damar yapisindaki gelismeyi olanakh kilan bir diger biyiime faktorudur. Ozellikle
klon gebeliklerde plasenta morfolojisinde, dolayisiyla da damarlanmasinda sorunlar
olmaktadir. Bu morfolojik durumun molekdler diizeyde izlenebilmesi icin VEGF’in cDNA
uzerinden klonlanan VEGF primeri ile saptanmasi amaglanmistir. NCAM molekukilunin de
plasental gelisim esnasinda endometriyal yiizeylerden sitotrofoblastik yilizeye dogru gecis
yapan trofoblastlarin yerlesimi ve dagdilimi konusunda etkili oldugu bilinmektedir. Ozellikle
yiksek primatlarda bu durum saptanmis olmakla birlikte sigirlarda bu tur calismalar daha
ilkin seviyededir. NCAM molekullnin varligi molekiler olarak NCAM spesifik primerleri

vasitasiyla yine cDNA Uzerinden tespit edilmistir.

Tum bu analizler sonucunda hem morfolojik, hem de mikroskobik, hem de molekdiler
duzeyde bu biyume ve adhezyon molekillerinin klon ve normal plasentada sentezlenip
sentezlenmedikleri saptanarak plasental ve fetal gelisim esnasinda anomalilerin varhgi ile

iliskilendirilmeye calisiimasi amaclanmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. PLASENTA
2.1.1. PLASENTA GENEL TANIMI

Yapilan ¢alisma ruminantlarda olmasina karsin oncelikli olarak insan plasenta yapisi
sunulacaktir. Bunun sebebi yapilan bazi ¢alismalarin insan plasentasi tzerine olusu ve bu
calisma icin de referans kabul edilmesinden dolayidir. Temel benzerlik ve farkliliklar ortaya
konarak zaman zaman karsilastirmalara yer verilecektir.

Diside implantasyon ve plasentasyon sureci etkilesimler icermektedir. Temel olarak
mononukleer ve multiniikleer trofoblast sekillenmesi, bu hiicrelerin prolifere olmalari, adhesif
Ozelliklerindeki degisiklikler ve trofoblast populasyonunun ileri derecede farklilasmalarinin
onemi buyuktur. Gebelik boyunca yavruya ait koryon ile uterus mukozasi arasinda, yavrunun
gelismesi ve korunmasi icin gelisen ekstra embriyonal doku plasentayi olusturur. Embriyonun
beslenmesini, gelismesini, solunumunu ve bosaltimini saglar; embriyonun gelismesi suiresince

de degisik hormonlar salgilar (Cunningham F. 2011,Uysal O. 2002).

BEBEGIN YERLESIMI VE PLASENTANIN YAPISI
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Sekil 2.1. Genel insan plasenta yapisi ve yerlesimi (Anonim-web)



Memelilerde plasentasyonun amaci; fetal ve maternal dolasimi mimkiin oldugunca
birbirine yaklastirmak ve bu yaklastirma islemini secici gecirgen yapida gergeklestirmektir.
Plasental gelisim, dollenmeyi takiben implantasyon ile baglamaktadir. implantasyon hizli bir
trofoblast proliferasyonu ve plasental morfogenesis periyodu ile devam etmekte olup,
implantasyon ilerlerken, blastosisti cevreleyen trofoblast hiicreleri periferde sinsisyotrofoblast
ve icte sitotrofoblast tabakalarina farklilasma gosterir. 7. ve 8. gunde implantasyonu
gerceklesen blastosistin sinsisyotrofoblastinda ilk lakinalar gorilmektedir ve ayni surecte
koryon plagi gelismeye baslamaktadir. Ekstra-embriyonik mezensimin gelisip blastosist
boslugunun sitotrofoblast yuzeyini kaplamasiyla beraber primer koryon plagi; mezensim,
sitotrofoblast ve sinsisyotrofoblast olmak tzere g tabakali seklini alir. Ayni esnada lakiinalar
ayiran trofoblastik trabekuller, prolifere olmaya baslar, strekli biylyen ve genisleyen lakiiner
sistemin icine dogru ilerleyen ilk villuslari olusturur. Lakulnalarin genislemesi, intervilloz
aralik olusumuna neden olmakta, intervill6z araliklarin ilk olusma evrelerinde ise serbest
villuslar bulunmamaktadir. Genel olarak bu sekilde tanimlanabilen plasenta turler arasinda
farkli yapilar gostermektedir (Gokgimen A., Temel S., 2004).

Fetal ve maternal kan; sinsisyotrofoblast, sitotrofoblast, trofoblast bazal membrani,
villus stromasi, fetal kapiller endotel ve fetal kapiller endotelin bazal membranindan olusan
plasenta bariyeri ile ayrilmistir. Sinsisyotrofoblast tabakasi maternal kan ile direkt olarak
iliskide olan fetal villus agacini ¢evreler. Bunun etrafinda yeralan mikrovilluslar; absorbsiyon
ve fetal gelisimde 6nemli olan pek ¢cok hormonun sentezi, gaz degisimi ve sekresyondan
sorumludur. Ozetle plasentanin temel fonksiyonu transport ve sentezdir. Transport
fonksiyonu, her iki yonde plasental bariyerden gecis ile olur. Yulzey alani gerek villus,
gerekse mikrovillus yapilan nedeniyle oldukga genislemistir.

Plasenta, insan ve hayvan tirlerinde kendine has ozellikler gosterir. Bu nedenle
plasentalar anatomik, histolojik ve jinekolojik olarak siniflandirilabilir. Plasentalarin
siniflandiriimasi, temel olarak plasentanin anatomik 6zellikleri g6z 6niine alinarak yapilir.
Anatomik olarak plasentalar, diffuz ve lokal plasenta olarak ayrilir. Diffuz plasentada koryon
villuslar yaygindir. Bu tip plasenta kisrak, esek ve domuzda gorulir. Lokal plasentalarda
koryon tzerinde bulunan villuslar (villi chorialis), belli noktalar Gizerinde yerlesim gosterirler.
Buna gore lokal plasentalar plasenta cotyledonata ruminantlarda, plasenta zonaria
karnivorlardan kedi ve kopeklerde, plasenta discoidea ise insan ve maymunlarda goruldr.
Jinekolojik olarak plasenta, plasenta desiduata, plasenta adesiduata ve plasenta intermedia

olarak (¢ gruba ayrilir (Karaca T., Yorik M. 2010).
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2.1.2. GENEL PLASENTA ANATOMISi
Insanda, fetal ve plasental membranlann basinda desidua (desidua basalis, desidua

capsullaris, desidua parietalis), koryon plagi ve amniyon zari gibi temel olusumlar
gelmektedir. Membranlar normalde plasentanin kenarlarinda sonlanir ve amniyon sivisi ile
fetusu icgerir. Plasenta ve fetal membranlar koruma, besleme, solunum, salgilama ve hormon
uretimi - fonksiyonlarini yerine getirirler (Demir, 1995; Seftalioglu, 1988). Canlinin
dogumundan kisa bir stre sonra plasenta ve fetal membranlar, gerilme ve mekanik midahale
ile yirtilir ve uterustan atilir. Zigottan gelisen koryon, amniyon, vitellus kesesi ve allantois;
fetal membranlari olusturur, fakat vitellus kesesi ve allantois hari¢, bunlardan higbiri
embriyo/fetusun sekillenmesine katilmaz. Vitellus kesesi, barsak primordiyumu olarak
embriyoya katilir. Allantois ise, fetusta urakus olarak bilinen fibréz kordu sekillendirir ve
yetiskinde median umblikal ligament olarak kalir. Mesanenin apeksinden umbilikusa dek
uzanir (Uysal, 2002).

Memeli blastosistinin dis tabakasi gelisiminin farkli evrelerinde cesitli isimler alir. i¢
hiicre kutlesine embriyoblast ya da pluriblast denmektedir. Hipoblast ve mezodermin
sekillenmesinden sonra, daha 0Ozel bir tanimlama olarak "trofoektoderm" denmektedir.
Mezoderm vyarilip, sonraki tabakalarin ektoderm ile birlesmesinden sonra bu ekstra-
embriyonik somato-pleuraya koryon adi verilmektedir. Amniyon tamamlandiktan sonra
koryon, embriyoyu ve diger ekstra-embriyonik membranlan kusatir ve embriyo dokusu ve

uterus arasinda bir arayuz olarak hizmet etmektedir (Carlson, B. M., 1996).

Ekstraembiyonik keselerin gelisimi ile embriyonun genel vicut formu gelismeye
basladiginda, ekstraembriyonik keseler endometriyuma baglanir ve bu olaya implantasyon
denir. Bu slre ture gore degisim gostermektedir. Blastosist intrauterin yasamin baslangicinda
diffuzyonla histotrofik olarak  beslenir. Histotrof embriyonun beslenmesinde yetersiz
kaldiginda, inekte 12. gunde, kdpek ve kedilerde 13-17. ginde ve kisrakta 25-30. giinde
uterusda embriyonik baglantilarla implantasyon baslar. Koyunlarda 15-16. gebelik gununde
baslayan implantasyon ve plasentasyon 50-60. gunler civarinda gelismesini tamamlar
(Guillomot M., 1995; Karaca T., Y6ruk M. 2010).

Desidua
Ddélyatagi mukozasinin yizeyinde bulunan ve gebelik hormonlarinin salgilanmasiyla

degisiklige ug@rayarak yumurtanin koryon zarina yapisan ince zar olarak tanimlanabilen
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desidua; endometriyumun fonksiyonel tabakasi olarak da nitelendirilir. Endometriyum gebelik
oncesi hazirlik niteliginde bazi degisiklikleri yapmistir. Gebelikte degisiklikler siirer, ancak en
ileri degisiklik elbette implantasyonalanindadir. Gebelikte psddodesidual hcreler tipik
desidual hicreleri yapar. Desidua bulundugu bélgeye, dolayisi ile implantasyon bolgesi ile
iliskilerine gore, farkh yapi ve fonksiyonda olmasina bagli olarak; desiduabasalis, desidua

capsullaris ve desidua parietalis olmak Gzere (¢ alt grupta incelenir (Uysal O. 2002).

Desidua Basalis

Desidua plasentalis olarak da adlandirilan desiduanin trofoblast hiicreleri ile etkilesim
halinde bulunan kismidir. Bu bélge dista stratum compactum, ortada stratum spongiosum,
myometriuma yakin stratum basalis olarak (i¢ kesimde incelenebilir (Gray H. 1918 - 2000).
Embriyonun bulundugu taraftaki trofoblastlarla yanal kesiminde yer alan desidual hiicrelerdir,
dolayisiyla embriyo ile miyometriyumun arasinda kalir. Burada sekillenen bazal plak;
maternal ve fetal dokular arasinda bir yapi olup, koryon ve desidua basalisin kaynasmasiyla
sekillenir. Maternal ve fetal hicrelerin ¢cok yakin olarak bulustugu yer; desiduabasalistir.
Endometriyumdan orjinlenen maternal bilesen, embriyoya derinlemesine uzanir ve
baslangicta kompakt ve spongiyoz maternal desidua tabakalarindan olusur, sitotrofoblast ve

sinsisyotrofoblast tabakalari ise fetal dokulari olusturur (Bowen R. 2008).

Desidua Capsullaris

Embriyo taslaginin uterus limenine bakan tarafindaki koryon vyapragina karsi
sinirlayici, endometriyumun zona kompakta bolgesinin farklilasmasindan ibaret olan,
maternal dokuyu olusturan yapidir. Desidua parietalisin bir devami gibidir. insanda, gebeligin
3. ayinda kalinligr yaklasik 1 mm'ye kadar iner (Carlson, B. M. 1996).Yapisindaki hiicresel ve
fibriller elemanlar gebelige bagli olarak yapisal bir gerileme gosterir; dejenere olur ve

kalintilari desidua parietalisle kaynasir ve tamamen ortadan kalkar (Uysal, O. 2002).

Desidua Parietalis

implantasyon alani disinda kalan desidual hiicrelerden olusur. Desidua basalisten
prolifere olmayan salgi bezleri ve trofoblat hicrelerinin genel olarak bulunmamasi ile ayirt
edilir. Ayrica damar gelisimindeki farklar nedeniyle de erken dogum ve gebelik kayiplari ile
de iliskilendirilir. (Vailhé B., Dietl J., Kapp M. Toth B., Arck P. 1999). Plasental fonksiyon
bozukluklarinda histolojik ve fizyolojik olarak degerlendirilmesi gerekli olan bir kisimdir

Miglino M. A. ve ark. (2007). Gebelikle birlikte uterus limenini kaplayan epitel ve onun
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altindaki lamina propriyanin degismesiyle olusan desidua tipidir ve uterus limeninin
plasentasyon disindaki kisimlarini kapsar. Fetusun bilyiimesine baglh olarak uterus kavitesinin
kapanmasiyla desidua capsullaris ve desidua parietalis yapisirlar. Gebeligin son (¢ ayinda
desidua parietalis de kaynasir. Gebeligin ikinci yarisini takiben Desidua parietalis tamamen
geriler ve bu dénemden sonra desidua 6zelligini sadece desiduabasalis strdurur (Vailhe B.,
Dietl J., Kapp M. Toth B., Arck P. 1999).

Desidua capsullaris ve desidua parietalis, gebeligin 3. ayindan baslayarak, fetusun
blylydp itmesiyle birbirine yaklasan ve yassilasip bir arada koryon yapragi ile kaynasarak
amniyona dayanir ve "amniyo-koryonik membrani“olustururlar. Bu  membran
desiduacapsullaris ile birlesir. Desidua capsullarisin yok olmasindan sonra, desidua parietalise
tutunur (Uysal, O. 2002).

Koryon ve Amniyon Zari

Gebeligin erken haftalarinda embriyonik disk amniyotik kese icerisinde amniyos sivisi
ile cevrelenmis olarak bulunur. ilk haftalarda 6nemli iki kese daha bulunmaktadir, bu
keselerden biri koryonik kese ya da koryon kesesi ve yolk kesesidir. Koryonik kese igerisinde;
s6lom (vicut) boslugu ile icerisinde embriyoyu barindiran amniyotik kese ve bu iki bosluk
arasindaki baglantiyr saglayan yolk kesesi bulunur. Gebeligin ilk 12 haftasinda amniyotik
kese solomik sivi ile cevrelenmistir. Bu gl yapi fertilizasyondan sonra 17. ginde
olusmaktadir (Tutlncu L. ve ark.2000). Koryon yapragl ya da plaginin gelismesi, primer
koryon plaginin olusmasi esnasinda baslar. Bu olay 8. ginde implante olan blastosistin
sinsisyotrofoblastinda ilk laktnalar belirmeye baslar.Dokuzuncu haftadan itibaren amniyon
sivisi Uretimi hizla artar ve 12. hafta sonlarinda amniyotik zar ile koryon birlesir ve sélomik

bosluk ortadan kaybolur.

Baslangicta bu tabaka sadece sitotrofoblast ve sinsisyotrofoblasttan olusmustur. ilk
lakiiner sistemi, blastosist boslugundan ayirir. Ekstraembriyonik mezensimin gelisip blastosist
boslugimun sitotrofoblast yizeyini kaplamasiyla beraber primer koryon plagi mezensim,
sitotrofoblast ve sinsisyotrofoblasttan olusan ti¢ tabakah seklini alir (Uysal, O. 2002).

2.1.3. SIGIRLARDA PLASENTA ANATOMISI

Sigirlar bilindigi Uzere ruminant memeliler icinde yer almaktadirlar. Sigir plasentalari
stre ve gelisim yoninden insan plasentasina benzerlikler gostermesine ragmen, anatomik

olarak insan ve diger ruminant disi gruplardan farkliliklar géstermektedir. Sigir plasentasi
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Placenta syndesmo-chorialis, adesiduata, villosa cotyledonota olarak da adlandirilan,
kotiledon denilen yapilardan olusmaktadir. Evrimsel gelisim igerisinde plasenta gelisimi
koken olarak reptil ve kus yumurtalarindaki zarlar ve keseler ile iliskilendirilir. Bununla
birlikte canli doguran baliklardaki yumurta yapilanmasi ile gercek plasenta farkl
yaptlanmalardir (Weekes H.C.; D.Sc. 2009).

Koryonik ektoderm

Koryonik Somatik Mezoderm

\ Allantoik mezoderm

Allantoik endoderm

Amniyon boslugu

AP ARG AR

Yolk kesesi Allantois boslugu

Sekil 2.2. Genel sigir plasenta yapisi ve zarlar (www.studyblue.com’dan)

Ruminant memeliler, otcul hayvan gruplari icinde olup, sigirlar, keciler, koyunlar ve
geyikler kotiledon tipinde plasenta icermektedir. insan plasentasindan temel yapisal farki bu
sekilde aciklanmaktadir. Bununla beraber at, deve gibi otcul memeli gruplarinda diffiiz tip
plasenta gozlenmektedir. Gegmiste yapilan molekuler filogenetik calismalar plasentali
gruplarin yaklasik yuz milyon ile seksenbes milyon yil 6nce gelisim gosterdiklerini
gostermektedir. Fakat modern plasentali familyalari ise ge¢ Eosen ve erken dénem

Miyosen’de gorilmuslerdir (Bininda-Emonds, O.R.P. et al, 2007)

2.1.4. IMPLANTASYON
Ruminantlarda yani gevis getiren memelilerde implantasyon tam invazif sekilde
gerceklesmez, bazi arastirmacilara goére eklenme biciminde implantasyon gerceklesir.

Embriyonik zarlar ve endometriyum Uzerindeki kranunkdiller arasinda siki bir baglanma ve



eklenme gerceklesir, bu durum sigirlarda 5 haftalik gelisimde gozlenir. 5. haftayi takiben ise

plasenta sekillenmeye baslar.

Gevis getiren hayvan gruplarinda gorilen kotiledon tipinde plasenta maternal ve fetal
ylzeyler arasinda genis baglanma bdlgeleri olmasi yerine kotiledon denilen daha kigik
plasenta yapilanmalari igermektedirler. Sigir plasentasini tanimlamak icin kullanilan

terminoloji genellikle su sekildedir:
@ Kotiledon (Cothyledon): Plasentanin fetal kismi
® Kranunkil (Cranuncula): Plasentanin maternal kismi

® Plasentom (Placentoma): Kotiledon ve kranunkilden olusan plasental (islevsel) birim

Flacentormes
Amnlon

caruncles, cutyledon ACENTOrmE
_ . S Placentome
kY X i Ca

Sekil 2.3. Genel sigir plasenta anatomisi (vivo.colostate.edu’dan)

Kranunkiller oval veya yuvarlak halde incelerek uterus mukozasina yonelirler,

mukozanin proliferasyonu ve subepitel dokunun gelisimi sayesinde meydana gelirler.
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Gebeligin gelismedigi zamanlarda bile varliklarini gérmek mimkindir. Ancak gebeligin
surmemesi halinde bu yapi da dejenere olur. Bu yapinin gelismesinin sebebi gebelik halinde
fetal membranlarla baglantiyr saglamak amachdir. Koriyoallontoik zar, kranunkdller epitel

icinde uzayan kriptlerden gelisir (Elliot, M.; Crespi, B. 2006).

Gebe sigirlar 75-125 arasi plasentom icerebilir, genellikle bu durum hayvanin yasi ve
boyutlari ile ilgili olmaktadir. Koyunlarda da plasentom sayisi yaklasik sigirlarinki gibiyken,

geyiklerde bu sayi oldukca azdir (4-6 kadar).

Plasental gelisim esnasinda, kranunkillerin kotiledon kaynakli villuslarinda ciddi bir
azalma meydana gelir, bunu takiben ise plasentomlar yatay olarak genisleme ve gelisim
saglarlar. Fetusiin disa atimini takiben ise fetal dolasim sonlanir. Villus kapilerleri kopmaya
baslar, plasentomlarin boylarinda kigtlmeler s6z konusu olur. Uterus kasilmalarina bagli
olarak da kotiledonlar kranunkdllerden ayrilir ve dogumu takiben 12 saat icinde yenilenme
tamamlanir. Gergekte, maternal dokudan ciddi bir eksilme s6z konusu degildir. Bu sebeple de
ruminant plasentalari genel olarak non-desidual olarak tanimlanir (Karaca T., Yorik M.
2010).

2.1.5. PLASENTAL GELISIM

Ruminantlarda plasenta, koriyon ile uterus mukozasi arasindaki iliskini derecesine
gore yarim (semi) plasenta grubuna girer. Ruminant koryonunda, koryon villuslari belli
odaklarda topluluk halinde bulunurlar ve bu yapilar kotiledon olarak isimlendirilir.
Ruminantlarda uterus mukozasi ile koryon arasindaki iliski ylzeysel oldugu icin desidua
sekillenmez. Bunun yaninda kigik ruminantlarda, uterus epitelinde yer yer erimeler
olustugunda koryon villuslari uterus bagdokusu ile Kkarsilikli  konumludur. Kiglk
ruminantlarda plasenta, uterus epitelindeki ytizeysel erimeler nedeniyle desiduatali plasentalar
ile adesiduata tipi plasentalar arasinda yer alir ve bu nedenle intermedia tip plasentadan s6z
edilebilir. Buna gore buyuk ruminantlarda plasenta epiteliyo-koryal (epithelio-chorial), koyun
ve kecilerde sindesmo-koryal (syndesmo-chorial) plasenta tipi gérulir (Karaca T., Y6ruk M.
2010).

Histolojik olarak sinepiteliokoryal kotiledonata tipi plasenta goriilen ruminantlarda, tor
icinde degisen sayida plasentom tasimalarina ragmen morfolojik olarak tniform bir yapi
gosterirler. Ruminant plasentalarinda, binuklear trofoblast hicreleri ile uterus epitel

hicrelerinin fuzyonu ile fotomaternal sinsityumun sekillenmesi nedeniyle sinepiteliokoryal
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olarak adlandirilir (Wooding 1992). Plasentomlar anne ile yavru arasinda besin unsurlari ile
metabolik atiklarin degisim alanlaridir. Fetal villus kiimeleri kotiledon, maternal kriptler ise
kranunkil olarak adlandirilir. Plasentomlarin maksimun sayisi ture spesifiktir ve bunu
neonatal uterusda bulunan kranunkil sayisi belirlemektedir. Kranunkil ise bezsiz
endometriyum alanlarinin sekillendirdigi ve bez bulunan bdlgelerden tamamen farkl bir
damarlasma gosteren uterus olusumlari seklindedir. Degisik tirlerde plasentom sayisi ve
hacmi oldukca degiskenlik gostermekle beraber geyiklerde 4-6 (oldukga biyik yapida), sigir
70-142, koyunda 80-100, kegilerde 160-180 adet bulunmaktadir (Wooding, 1997; Wooding
ve Flint 1994; Green ve ark., 1998; Wooding 2005).

Koryon villuslarinin dis yizunu trofoblast hucreleri 6rter. Ruminantda ¢ farkl
trofoblast hiicre turii vardir: iki cekirdekli trofoblast hiicreleri (%20- binucleate), tek
cekirdekli trofoblast hucreleri (%80- uninucleate) ve tire gore degisen oranlarda hibrid
fétomaternal sinsitial plak hicreleri (Wooding 1984; 1992; 1997). Koyun ve Kkecilerde
embriyo uterusa tutunmaya baslayinca, 6zellikle karunkula alanlarinda uterus prizmatik epitel
hicreleri, asamali olarak cok cekirdekli dev hicrelere (multinucleated gigant cells) veya
sinsitial plaklara donusurler (Wooding 1984).

Koyun, keci ve ineklerde implantasyondan hem sonra maternofetal sinsityum
sekillenir. Bu yapi koyun ve Kkeci plasentomlarinda doguma kadar surmektedir, ama
plasentomlar arasi bdlgelerde ve inek plasentomlarinin tamaminda maternal yarim epitel
hicreleri, bir kisim uterus epitel hicrelerinde kdken alarak yenilenirler (Lee ve ark. 1995;
Green ve ark. 1998).

2.1.6. PLASENTANIN FONKSIYONLARI

Plasentanin fetal kismi ve fetal membranlar, fetusu uterusun endometriyumundan
ayirir. Maternal ve fetal kanin plasentaya dogru akisi ile besin ve oksijenin degisimi
gerceklesir. Gobek kordonundaki damarlar, plasental ve fetal dolasimi birbirine baglar.
Plasentanin t¢ temel fonksiyonu vardir. Bunlar metabolizma, transport, endokrin sentezi ve

sekresyonudur.

Plasental metabolizma

Plasenta 6zellikle erken gebelikte glikojen, kolesterol ve yag asitlerini embriyoya
besin ve enerji kaynagi saglamak Uzere sentezler. Ruminant plasentalarinda trofoektoderm
hicreleri gebelikle iliskili glikoproteinler salgilamaktadir. Bu proteinler, aspartik proteinaz

ailesine aittirler ve bunlarin bazilari maternal kanda sirkile olduklari icin degisik gebelik
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testlerinin yapilmasini da kolaylastirirlar. Molekdler biyolojik arastirmalar gdstermistir Ki
ruminant genomu, birkag tane gebelikle iliskili glikoprotein geni bulundurmaktadir. Gebelikle
iliskili glikoproteinler ilk kez sigirlarda plasental antijen olarakimplantasyondan sonra

maternal serumunda belirlenmistirtanimlanir (Karaca T., Yo6rik M. 2010).

Plasental transport

Plasenta ve maternal kan arasinda her iki yonde madde gegisi plasenta bariyerinin
genis ylzeyi ile kolaylastirilmistir. Damar yapisi normal bigiminde oldugu sirece transport da
membranlar arasinda normal sekilde gerceklesecektir. Plasenta bariyeri gebeligin ilerleyen
zamanlarinda degisiklige ugramakla birlikte normal sartlarda patojen gegisine izin vermeyen
yapisini korur (Vailhé B. ve ark. 1999). Materyaller, plasenta bariyerini dort ana transport
mekanizmasi ile gecer. Bunlar; basit diflizyon, kolaylastirilmis diftizyon, aktif transport ve
pinositozdur. Genel olarak plasental tasima ruminantlarda, insan ve diger hayvan gruplarinda
oldugu gibidir. Anatomik olarak, sigir plasentasi, insan plasentasi ile farklilik gostermesine
ragmen islevsel olarak ayni sekilde ¢alisir. Ayni sekilde immunoglobulin yapidaki proteinler
anneden fetuse gecmez ve enfeksiyonlari gecmesini engelleyen plasenta bariyeri etkilidir.
Bununla beraber plasental yikimin basladigi 3. trimesterde bazi patojenlerin bariyeri astigi
gortlmektedir. Yine de anneden kaynakli enfeksiyona bagli olusan Ig’ler dogan canh
uzerinde bir bagisiklik olusturmaz. Fetuse gecen patojenler sayet enfeksiyona sebep olursa, bu

fetustin immun sistemi ile etkilesimde olan bir olaydir (Karaca T., Yorik M. 2010).

Plasental Endokrin Sentezi ve Sekresyon

Sinsisyotrofoblast hicreleri protein ve steroid hormonlarin sentezi gergeklestirirler.
Plasenta tarafindan yapilan protein hormonlar; insanda, HCG, HCS/HPL ve HC-ACTHdir
(Uysal, O. 2002). Plasenta ayni zamanda otokrin, parakrin ve endokrin bir organ olarak genis
bir skalaya sahip ¢ok sayida steroid ve peptit hormon salgilar. Salgilanan bu hormonlar
fetoplasental birimin (conseptus) gelismesini ve annenin bu fizyolojik degisime uyumunda
destek gorevi saglarlar (Gootwine 2004). Sigir plasentalarinin énemli hormonlari arasinda
progesteron ve 6strojenler ve plasental laktojenlerdir (Sammin ve ark. 2009). Ruminantlarda
gebeligin erken donemlerinde konseptus gelismeleri icin kacinilmaz olan progesteron
destegini saglamak icin, luteal regresyonu engelleyen sinyaller gonderir. (Miglino M. A. ve
ark. 2007; Karaca T., Yorik M. 2010).
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2.2. KLONLAMA

Klonlama molekuler biyolojik yontemler kullanilarak eseysiz (reme yontemiyle
genetik yapisi birbirinin ayni canlilarin olusturulmasi anlamina gelmektedir. Diger bir
klonlama rekombinant DNA teknolojisinde kullanilan DNA klonlama ydntemidir. Ancak bu

metinde klonlama canl kopyalama anlaminda kullaniimaktadir.

Somatik hicre niklear transfer yontemi (Somatic-cell nuclear transfer - SCNT);
arastirma ya da tedavi gibi amaclarla embriyo olusturma yontemidir. Bu yontem ile elde
edilen embriyolarin Gretim amaci kok hicre arastirmalarinda kullanmak olabilecedi gibi
tedaviye yonelik olarak olarak insan ya da baska bir ¢ok hticreli canlinin kok hicrelerini elde
etmek amach da olabilir. insan icin yapilan calismalarda blastosist elde edilmis olmakla
birlikte buradan bir kok hicre hatti elde etmeye yonelik calismalar devam etmektedir.
Bununla beraber bu kok hiicre calismalari ve insan klonlama konusu etik tartismalara da
aciktir (Gideon G., 2008). 2000'li yillarin basinda Richard Seed adli doktor, ABD’de klonlama
klinigi acacagini duyurmus ancak sonra gelen tepkiler (zerine bu calismayi
tamamlayamamistir. Bununla beraber insan klonlandigina dair cok¢a haber yer almakta ancak
organizma klonlama olarak neticelenen bilimsel bir sonuca ulasilamamistir (Bil-Tek, Science,
2001).
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Sekil 2.4. Klonlamanin sematik gdsterimi (mostateag.blogspot.com’dan degistirilerek)

SCNT, ayrica tarimsal énem arz eden ciftlik hayvanlarinin besin amacina yonelik

uretimi icin de kullanilabilir. Gliniimiize kadar olan surecte koyun, sigir, keci ve domuz,
tavsan, kedi, sican, at, katir, kdpek, dag gelincigi ve deve kopyalanabilmistir. SCNT'nin bir
diger avantaji ise soyu tukenmekte olan hayvanlarin klonlama ile geri getirilmesine olanak
saglamasidir (Latham, K. E. 2005). Bu kapsamda dlinyadaki ilk 6rnek gen bankasinda iki yil
sure ile saklanmis nesli tehlike altinda olan Boz sidir irkinin klonlanmasi olmustur (Arat, S.

ve ark, 2011)

Kato'ya gore niklear transfere tabi tutulacak olan in vitro mature oositler, maturasyonun

22 - 24. saatinde enukleasyona tabi tutulmalidir. Bir donér hiicre 150 Vmm™ ve 25 ps olacak
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sekilde Zimmerman soliisyonunda fuzyona tabi tutulmustur. Goénderilen palsler flizyon olana
kadar arasi 15 dk. olacak sekilde gonderilmistir. Flizyona ugrayan oositler, tekrar 20 ps ve 20
Vmm™ olacak sekilde aktivasyona tabi tutulmustur. 10 pug cycloheximide iceren medyumda
5-6 saat boyunca tutulmus ve cycloheximide icermeyen medyumda kdltire edilmislerdir
(Kato Y., Tani T. ve TsunodaY. (2000).

Sekil 2.5. Elektroftizyon petrisi ve elektrodlar

Gerek insanda gerekse de hayvanlarda klonlamanin tarihine deginildiginde; ilk
klonlanan canli bir kurbaga iribasidir. Calisma Robert Briggs ve Thomas J. King tarafindan
basarili bir sekilde 1959 yilinda gergeklestirilmistir (Briggs R.W.; 1959 - 2012).1996 yilinda
klonlanan Dolly, SCNT ile ortaya cikartilan ilk memeli canlidir (Champbell K.H., 1996).

Daha sonraki yillarda cesitli memeliler de dahil olmak Gzere bir¢ok canli klonlanmistir.
2.2.1. KLONLAMANIN KULLANIM ALANLARI

Klonlama teknigi hayvancilikta belli verime ulasmaya yonelik hayvan islahi, hastalik
direncli bireylerin populasyonda ¢ogaltimi, verimli olan ¢iftlik hayvanlarindan treyemeyecek
durumda olanlarin elde edilmesi gibi amaclarla kullanildigi gibi, saglik alaninda cesitli
tedavilere yonelik kdk hiicre eldesi, organ nakline yonelik baska organizmalar Gizerinde yapay
organ gelistirilmesi ve transgenik organizma olusturmak suretiyle hastalik modelleme
calismalarinin yapilmasi bigciminde uygulama alanlari bulmaktadir (Arat S., 2004; Paterson,
L., 2003).
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Hayvancilik Alaninda Klonlama

Tarimsal agidan 6énem arz eden c¢iftlik hayvanlarinin kalitesi insan yasam kalitesini ve
ekonomik parametreleri dogrudan etkileyen bir faktérdur. Ciftlik hayvanlari besin verimleri,
et kalitesi, sut miktari ve Kalitesi, yavrulama ozellikleri gibi faktorlerce degerlendirilir.
Gunumuz nifus artisina bagh olarak az tuketerek yiiksek verim saglayan kaynaklara ihtiyag
vardir ve ciftlik hayvanlari da bu sekilde degerlendirilebilir. Bu nedenle yuksek verim
Ozelliklerine sahip, hastalik direnci bulunan hayvanlarin korunmasi ya da uretilmesine yonelik
olarak; ayrica yakin tirler arasinda soyu tiikenmekte olan canlilarin kurtariimasina yonelik
olarak da klonlama teknolojisi kullaniimaktadir (Wolf E. ve ark, 1998; Lanza R.P.ve ark,
2000). Bu gibi calismalarda klonlanacak canlinin hiicresi yasayan bireyden alinabilecegi gibi
ayni zamanda dondurulmus materyal kullanilarak da bu c¢alisma gergeklestirilebilir
(Dobrinsky J.R., 2002).

Saglik Alaninda Klonlama

Diger yandan biyomedikal arastirma amaci ile SCNT tekniginin kullanimasi
rejeneratif tip (doku ve organlarin yenilenmesine yonelik) kavramini gelistirmis ve
Alzheimer, Parkinson gibi hicrelerin dejenerasyonuna bagh olarak gelisen hastaliklar igin
yeni bir tedavi yaklasimi ortaya ¢ikmistir.  SCNT ile elde edilen 5-7 ginlik embriyolarin
blastosist evresinde fetal dokuyu olusturacak olan i¢ hiicre kdtlesi (inner cell mass) izole
edilerek laboratuvar sartlarinda uygun biylme faktorleri esliginde cogaltilarak pluripotent
embriyonik koék hiicre hatlari elde edilmektedir. Bu hiicreler su anda hala arastirma evresinde
olan belli faktorler aracihgi ile cesitli dokulara farklilasma kapasitesine sahiptirler ve hastalara
transplante edilebilme potansiyaline sahip hiicre kaynaklarini olustururlar. Tedavi amagl
klonlama olarak tanimlanan bu islemlerin hedefi embriyonik kok hicre eldesidir (Arat S ve
ark. 2011; Ozsunay E. ve ark. 2005).

Ayrica hastaliklarin tedavi edilebilmesi amaciyla protein tretimi, karmasik dizilimleri
ve yapilanmalari nedeniyle oldukga zordur. Tibbi agidan 6énemli bir proteini kodlayan geni,
bir hayvanin genomuna yerlestirmek ve Uriine donlip dénmedigini gérmek glnimizde
mimkundar (Bagis H., 2007).
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2.3. NORMAL VE KLON PLASENTA ARASINDAKIi FARKLAR
2.3.1. FOTAL MEMBRANLAR VE YAPILARDAKI FARKLILIKLAR

Makroskobik olarak fetal membranlar genel olarak 6demli ve jelatinimsi bir gérinuse
sahip olabilmektedirler. Plasentanin fetal kismindan itibaren anlasilmasi gii¢ bicimde 6dem
gelistirebilmektedir. Septum ve koryon arasinda lakina olusturarak anne kaninin birikmesi
neticesinde hematomik yapilar da gorulebilmektedir. Bu bolgelere mikroskobik olarak
bakildiginda ise bazi eritrositlerin hemolize olduklari saptanmistir. Ayrica histolojik kesitlerde

kan cikisi gorilen kisimlarin genellikle inter-kotiledon alanlarinda oldugu belirlenmistir.

Normal, IVF ve SCNT plasentalarda plasentom buyuklkleri degiskenlik arz edebilir.
SCNT ve normal plasentalarda iki blytk farklilik goze carpar, genellikle SCNT plasentalarin
kotiledonlari ve plasentomlari daha kalindir. Buna ek olarak boyu cok kiglk, yaklasik 1

cm’den az kotiledon yapilarina da rastlanir (Miglino, 2007).
2.3.2. DAMAR YAPILANMASINDAKI FARKLAR

SCNT plasentalarindaki kranunkullerin daha genis olmasina ek olarak, bunlarin
olusturdugu kriptler de normal plasentalardan daha genistir. Bu genel yapilanma sebebiyle de
plasenta gelisim ve yerlesimi normalden farkli gérinmektedir. Bir kript yapisi icinde bir
dallanma gosteren villus ve iki ya da daha fazla fetal villus icermektedir. Bunun ilk trimester
dasukleri ile iliskili olabilecegi dustinilmektedir. Yapilan bir calismada dustikle sonuclanan
gebeliklerde plasenta yapisinin bu sekilde oldugu, ancak gebeligin surdigu (en azindan 3.
trimester'e kadar) gebeliklerde ise SCNT ve normal plasentalar arasindaki farkin daha az

oldugu saptanmistir (Miglino, 2007).
2.3.3. HISTOLOJIK DEGISLIKLER

Plasentalarda yapilan incelemelere gore maternal - fetal gecisi sadlayan yapilarda bir
fark gozlenmemistir. Her iki plasenta yapisinda da besin maddelerini ve gazlarin gegisini
saglayacak genis bir alan mevcuttur. Bununla beraber (Constant, 2006) bir ¢calismada maternal
epitelin daha ince oldugu gosterilmistir. Ancak karsilik olarak koyun plasentasinda villls
damarlanmasinda ve trofoblastlarin  hipoplazisi  duslikle sonuglanan gebeliklerde
gortlmektedir (Loi, 2006; Palmieri 2006).
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2.4. PLASENTA GELISIMINE ETKIi EDEN FAKTORLER
2.4.1. IGF (iNSULIN BENZERIiI BUYUME FAKTORU)

IGFler tek zincirli polipeptidlerdir. IGF-1, 70 aminoasit iceren bazik bir peptiddir,
molekdl agirligr 7649 kD'dur. IGF-1I ise 67 aminoasit iceren hafifce asidik bir peptiddir,
molekdl agirhgr 7471 kD'dur. Her iki IGF molekilu proinsilin’e benzer olarak A ve B
zincirlerine sahiptirler ve bu zincirler birbirlerine C peptidi adi verilen disulfid baglariyla
baghdir. IGF-I ve IGF-1I'nin aminoasit dizilimleri sirasiyla %43 ve %41 oraninda proinsilin
ile homoloji gosterirler. Proinsilinden farkli olarak IGF'ler karboksi terminalinde D bdélgesi
icermektedir. Proinsuline olan bu yapisal benzerlik her iki IGF molekilinin insulin
reseptorlerine disik affinite ile baglanmasini aciklar. Diger yandan yapisal farkhliklar

instlinin IGF baglayan proteinlere baglanmasini onler.

Gebelik doneminde, 9. haftadan itibaren bircok fetal dokuda IGF-1 saptanmistir . Fetal
IGF duzeyleri gebelik boyunca artar ve termde erken gebelik dizeylerinin 2 katina cikar.
Erken gebelikte IGF konsantrasyonlari ekstraembriyonik boslukta ve amniotik sivida maternal
serumdan belirgin olglide yuksektir. Bu fetal membranlarinda IGF-1'i sentez ederek fetal
biiylimeyi etkiledikleri iddiasini ortaya cikartmistir. ikinci trimestirda fotusta karaciger,
bobrek, akciger, kalp, diz ve cizgili kaslarda yiksek oranda IGF-1 ve IGF-2 bulunmustur .
Lokal sentez hipotezi dokularda yaygin olarak IGF-1 ve IGF-2'nin mRNA'sinin bulunmasiyla
desteklenmistir. Maternal sirkulasyondaki IGF fetal dolasima ge¢cmez. Maternal ve fetal IGF

Uretimlerinin ayri ayri yapildigi gosterilmistir (Keles, 2005).
IGF Reseptorleri

IGFler protein yapida olduklarindan hiicre membranini gecememekte ve etkilerini
membrandaki reseptorlerine baglanarak yapmaktadirlar. Bu konuda yapilan calismalarda (¢
farkli IGF reseptort tanimlanmis olup, bunlar insilin reseptord, tip | IGF reseptéri (IGF-I
reseptori), tip 11 IGF reseptorudir (IGF-11 reseptoril); IGF-1 Reseptori: IGF-1 reseptord, hiicre
disi iki alfa Unitesi ve iki transmembran beta nitesi iceren bir glikopeptiddir. Alfa ve beta
sublniteleri distlfid baglari ile birbirine baglanmistir. Yapisal ve fonksiyonel olarak inslin
reseptérine benzer. Bu reseptorler benzer ligandlari spesifik olarak baglar. IGF-1 resept6ri
IGF-I'i insiiline gore yiz kat daha fazla affinite ile baglar. IGF-1 resept6r, tirozin kinaz
ailesine ait olup insulin reseptériine benzer. Alfa subunit butlinyle hiicre disindadir. Beta

subinit ise membran Uzerine yerlesmis bir protein olup sitoplazmik bélgesinde bir tirozin

19



kinaz ilmigi ihtiva eder. IGF-I'in IGF-I reseptoriiniin alfa stbdnitine baglanmasini takiben
beta subunitinin otofosforilas-yonu meydana gelir. Otofosforilasyon, reseptoriin tirozin kinaz
aktivitesini artirir. Bu aktivasyon endojen substratlarda oldugu gibi reseptor izerindeki diger
onemli tirozinlerin fosforilasyonuna neden olur. IGF-I reseptori, IGF-1'den daha yiksek bir
affinite ile IGF-I'i baglar. Gercekte IGF-1 ve IGF-1I'ye karsi buyime yanitlarinin coguna IGF-
Il reseptoriinden daha cok IGF-I reseptoru aracilik eder. IGF-11 Reseptori: IGF-11 reseptord,
tek zincirli bir polipeptiddir. Ekstraselluler olarak yerlesen uzunlamasina devam eden zinciri
takiben kisa bir transmembran zincire sahiptir. IGF-11 reseptori intrensek tirozin kinaz
aktivitesinden yoksundur. Lizozomal enzim trafigini diizenleyen katyon bagimsiz mannoz 6-
fosfat reseptoriiyle ¢ok benzer oldugundan IGF-Il1 mannoz 6-fosfat (M6P) reseptorii olarak da
bilinir. IGF-I1 reseptord, IGF ahm ve yikimina aracilik eder. IGF-11 reseptéri ayni zamanda
IGF-1I'ye baglanarak hiicre yuzeyinden IGF-1I'yi hiicre icerisine sokar ve sonugta IGF-1I'nin
lizozomlarda yikimina neden olur. IGF-I11 reseptorl, IGF-11'yi IGF-I'den yuz kat daha fazla
affiniteyle baglar. insilin, insilin reseptérlerini aktive ederken her iki IGF molekiili, IGF-I
reseptorind aktive edebilir. IGF-11 Gg¢lnci bir reseptor olan IGF-I1 reseptoriine baglanirsa da

hiicre ici aktivasyonu bilinmemektedir.

IGF Baglayici Proteinler (IGF-BP)
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KEY: ALS: Acid labile subunit, ERK: Extracellular signal-ragulated kinase. GHRE - GH respanse alemen
IGFBP = IGF binding protein, JAK - Janus family tyrosing kinase. TF = Transcmption factor.

Sekil 2.6. Blyume hormonu, ALS ve IGF iliskisi (www.healio.com’dan)
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IGFler plazmada baglayici proteinlerle tasinir. Bugiine kadar 6 IGF baglayici protein
tanimlanmistir. IGFBP’ler birgok yonuyle IGF klirensini duzenlerler. Dolasimdaki serbest
IGF'nin yari 6mri 30 dakika iken IGFBP’ler bunu 12-15 saate kadar uzatirlar. IGF'lerin akut
etkilerinin ortaya cikisini onlerler. Kapiller bariyerlerde transport proteini olarak goérev
yaparlar. IGF'lerin reseptorlerine prezentasyonlarini 6nlerler. Bunun yanisira spesifik

reseptorler arcihgi ile IGF'lerden bagimsiz olarak spesifik etkilerini olustururlar.

IGFBP-3: IGFBP-3, IGFBP’lerin en 6nemli olanidir. IGFBP’lerin %75'ini IGFBP-3
olusturur. Dolasimda bulunan IGF'lerin %70 ila %90'1n transportunu IGFBP-3 saglar. IGF ve
"acid labile subunit (ALS)” ile 150 kiloDaltonluk bir kompleks olusturur. IGFBP-3 ayni
zamanda potansiyel bir hicre biuyume inhibitoriddr. Cesitli hiicre kilttrlerinde IGFBP-3'lin
IGF olmadan DNA sentezini inhibe ettigi gosterilmistir. IGFBP-3'Un antiproliferatif etkisinin
p53 timor stipresor geni aracihigiyla kontrol edildigi 6ne striilmektedir. p53 etkisi ile IGFBP-

3 ekspresyonunun induklenmesi IGF-1I'in mitojenik etkisinin inhibisyonuna yol agmaktadir.
IGF’nin Fizyolojisi ve Etkileri:

Insiilin, primer olarak karaciger, kas ve yag dokusunda etki gosterirken, IGF'ler hemen
hemen tim organlarin fonksiyonlarinda etkilidirler. IGF'lerin her ikisi de embriyolojik
gelismede 6nemli bir rol oynarlar ve nanomolar konsantrasyonlari eriskin yasami boyunca da
devam ettirilir. Bununla birlikte dogum sonrasi IGF-II'nin fizyolojik roli tam olarak

bilinmezken, IGF-I blyiimenin diizenlenmesinde énemli rol oynar.

Gerek insilin gerekse IGF-I reseptérinun uyarilmasi hicre icinde ayni ilk uyaryi
baslatir. Bununla birlikte, instilin metabolik fonksiyonlari diizenlerken, IGFler blylme ve
farklilasma fonksiyonlarinda rol alirlar. Muhtemelen hiicre icinde bu hormonlarin uyardigi
son yollar farkhdir. IGF-Il, IGF-11 reseptoriine baglanirsa da hiicre i¢i aktivasyonu
bilinmemektedir. IGFler in vitro etkisini ya akut olarak protein ve karbonhidrat
metabolizmasi (zerine anabolik etkisiyle veya uzun donemde hicre c¢ogalmasi ile
farklilasmasi tizerine yapar. Huicre siklusunda DNA sentez ve hiicre replikasyonunu uyarmasi
cok onemli bir etkidir. Sessiz fibroblastlarin Gy fazindan G, fazina girmeleri igin IGF-I
molekiline gerek vardir. IGF-I'in hicre siklisunun G; ile S fazi arasinda etkili oldugu ve
bunu IGF-I reseptori ile yaptigi, hucre "turnover”ini artirmak suretiyle hicresel bigim
degistirme riskini artirdigi gosterilmistir. IGF'ler ve baglayici proteinler ayni zamanda bir ¢ok

dokuda lokal olarak uretilerek otokrin ve parakrin etki gosterirler. IGFBP’lerin temel yapim
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yeri karacigerdir. IGFBP’lerin karaciger haricinde diger bircok organda yapilip sentez edildigi
bilinmektedir. IGFBP-1 karaciger ve endometriyumda, IGFBP-2 merkezi sinir sistemi ve
prostatta, IGFBP-3 karaciger ve birgok dokuda, IGFBP-4 merkezi sinir sistemi ve kemikte,
IGFBP-5 bobrekte, IGFBP-6 prostat ve yumurtalikta sentez edilir.

Insiilin basta olmak Uzere IGF-I'ler esas olarak karacigerde sentezlenir. Bilyiime
hormonunun kendi hepatik reseptor ile iliskiye girmesi IGF-1 geninin ekspresyonunu
uyarmakta ve IGF-1 peptidinin salinimina neden olmaktadir. Karacigerin IGF-Il sentezini
nasil regile ettigi halen bilinmemektedir. insiilin basta olmak uizere tiroksin, gonodotropinler,
seks steroidleri ve paratiroid hormon, cesitli dokularda IGF-I Gretimini uyarmaktadir (Saltan,
2008).

Sinyal Yolaklari

Medscapes www.medscape.com
Inhibitors of ligand
binding; e.g. peptide or | — @ IGF1
small-molecule
competitive bindin =
ant?gpg‘ni o 9I GF1R | kiors of (GF1R
antireceptor antibodies e.g. antisense or SIRNA
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Translation

Source: Nal Rev Cancer © 2004 Nature Publishing Group |

Sekil 2.7. IGF Temel mekanizmasi; IGF-I, ki¢lik bazi homolog peptidler ve/veya reseptor
afinitesi bazi molekdller gibi inhibitorlerin varliginda, IGF-IR lzerine baglanamayabilir.

(www.medscape.com’dan)
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Insiilin tarafindan aktive edilen endojen formlu protein kinaz (RAC/AKkt kinaz) IGF-I
ve IGF-IR/BP reseptori otofosforilasyonla hiicre icgine hareket ederler. IRS’ler (insulin
reseptor substratlar) tirozin fosforilasyonu sonucu aktive olup baglama bdélgeleri olan ¢ok
fonksiyonlu proteinlerdir. IRS proteinlerinin Pleckstrin homoloji (PH) ve fosfotirozin
baglayici (PTB) gibi bircok fonksiyonel bolgesi vardir. Pl (fosfatidilinozitol) 3-kinaz, IRS
proteinleriyle etkilesime girerek dizenlenir. Bu enzim insilin duyarh dokularda glukoz
transportunu saglayan GLUT-4’Un uyarilmasi igin gereklidir fakat yeterli degildir. Pl 3-kinaz,
3,4,5-fosfoinozitol olusumunu saglar ve bu da bir grup PIP3 (fosfatidilinozitol-3,4,5 trifosfat)
bagimh serin-threonin kinazlari aktive eder. Serin-threoninkinazlar icinde Pl-bagh protein
kinaz 1 ve 2 gibi bir grup enzim vardir. Bu enzimler Akt,glukokortikoid tarafindan indiklenen
kinazlari, protein kinaz C’yi, insulin tarfindan uyarilan serin kinazlari ve digerlerini aktive
eder (Harbili S., 2008; Alessi D., 1996).

2.4.2. VEGF (VASKULER-ENDOTELYAL BUYUME FAKTORU)

VEGF, Vaskiler-endotelyal buyime faktori damarlanmayr uyaran bir sinyal
proteinidir. Bununla birlikte oksijenin dokulara yayiliminda da endikedir. VEGF, buyime
faktorl olarak tanimlanan ailenin bir Gyesidir ve gerek plasentada gerekse de embriyonik
gelisim esnasindaki damarlanmada gérevi bulunmaktadir. Trombosit kaynakli biyume
faktorleri stuperailesinin Gyesi olan Vaskuler Endotel Bliylime Faktor( ailesi, endotel hicreleri
icin 6zguldir ve 6nemli etkileri vardir. VEGF ayrica, timor buyimesi ve yayillmasini da
iceren patolojik bir c¢cok hastaligin etiyolojisinde yer alir. Bu yuzden 1980'lerde
kesfedildiginden guinimuiize kadar gittikce artan bir ilgiyle arastiriimaktadir (Claesson-Welsh,
2008).

En 6nemli Uyesi VEGF-A olmakla birlikte alti tyesi (PIGF ile yedi) vardir: VEGF-A,
VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E ve Plasenta buyume faktori. VEGF-A Human-VEGF
olarak da isimlendirilir. Hatta bazi yayinlarda sadece VEGF olarak da adlandiriimaktadir.
VEGF-A'nin geni kromozom 6p21.3'teki lokalizasyonda kodlanmistir. VEGF vicutta;
ovaryum follikulleri, korpus luteum, akciger alveolar hiicreleri, renal glomertl visseral epitel
hiicreleri, bobrek proksimal tiibdl hucreleri, adrenal korteksin tim hticreleri, Leydig hticreleri,
aktive makrofajlar, arteriolleri ¢evreleyen fibroblastlar, bronsiyal ve koroid pleksus epitel

hiicreleri, hepatositler gibi yerlerde sentezlenir (Yazir, 2004).

23



VEGF Uyeleri ve Yapisi

Vaskuler endotelyal buyume faktorii (VEGF), 6zellikle endotel hiicreleri igin 6zgul
etkilere sahip olan multifonksiyonel bir biyume faktort ailesidir. Vaskuler permeabilite
faktor( olarak da bilinir ve permeabiliteyi artirici etkisi acisindan histaminden 10.000 kat
daha potenttir. 34-42 kDa agirhgida,heparine baglanan dimerik bir glikoproteindir. Endotel
hiicresinin proliferasyonuna, migrasyonuna ve diferansiasyonuna sebep olur. VEGF, hem

gelisim sirasinda, hem de yetiskinde vaskuilogenez ve anjiogenez i¢in 6nemli ve gereklidir.

VEGF ailesi ilk kesfedildiginde, kobay derisinde vaskiler sizinti baslattigiicin,
vaskiler permeabilite faktorl olarak isimlendirilmistir. VEGF ailesi,VEGF-A (Human
VEGF), VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E, VEGF-F ve Plasenta biyime faktori
(PIGF) olmak lizere 7 tyeden olusur.

VEGF Reseptorleri

VEGF biyolojik aktivitesini temel olarak (¢ reseptorl ile gerceklestirir. Tirozin kinaz
yapisinda olan bu reseptorleri VEGFR-1 (flt-1), VEGFR-2 (flk1/KDR)ve VEGFR-3 (flt-4)
olarak siralanabilir. VEGFR-1 ve VEGFR-2 endotelhcreleri izerinde bulunurken, VEGFR-3
lenf damarlari Gzerinde bulunur. VEGF reseptorlerinin aktivasyonu bircok hicre ici sinyal
iletim proteinlerini fosforile ederek endotel hicrelerinin proliferasyon, migrasyon ve
diferansiasyonunu saglar. VEGFR-1, anjiogenez sirasinda ve hipoksi varliginda upregule olur.
VEGFR-2, VEGF’nin anjiogenez ve mikrovaskuler permeabilite ile ilgili etkilerine, ayrica
endotel hicrelerinin proliferasyon, invazyon, migrasyon ve hayatta kalmalarina aracilik eder.
VEGFR-3’Un ekspresyonu ise, baslangicta embriyonik damarlanma sirasinda olurken,
maturasyondan sonra lenfatik endotel hucrelerinde sinirli kalir, VEGFR-3’lin mutasyonlari
her lenfodemi olan vakalarda tespit edilmistir. VEGFR-3, VEGF-C ve VEGF-D’yi baglar ve
bu reseptérin aktivasyonu ve up-regulasyonu melanom ve meme Kkanseri gibi bazi
neoplazilerde tespit edilmistir, ayrica VEGF-C ve VEGF-D’nin artmis seviyeleri lenf nodu
metastazi ile iliskili bulunmustur. Neuropilin-1 (NRP-1) ve Neuropilin-2 (NRP-2) isimli hiicre
yuzey glikoproteinleri de VEGF i¢in ko-reseptor gorevi yaparlar (Karakan, 2006).
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Sinyal Yolaklari
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Sekil 2.8. VEGF ailesi tiyeleri, reseptorleri, yolaklari ve sonuclari (Hiicre gocu, damar

gecirgenligi, yasam fonksiyonlari, proliferasyon (Takahashi'den)

VEGFA’nIn da afinite gosterdigi VEGFR-2, izerinde Ty21175 ve Tyr1214 kodlu iki
onemli otofosforilasyon bolgesi icermektedir. PLC-Y, Y1175’e baglanarak proteininin,
fosforile olarak aktivasyonunu saglar. Y1214 burada CDC42 ve p38 MAPK’nin tetikleme
mekanizmasinda gorev alir. VEGFR-2 tarafindan aktive edilen proteinlerin bazilarinin (FAK,
PI3K ve SRC’nin mekanizmalari tam olarak ¢ozulememistir. Bununla birlikte aktive olan
proteinler basta damar yapilanmasi olmak (zere, proliferasyon, hiicre go¢l gibi
mekanizmalari uyarmaktadirlar (Takahashi H., 2005).

2.4.3. NCAM (NORONAL HUCRE ADHEZYON MOLEKULU)

NCAM, hicre adhezyon molekdllerinin immiinoglobilin superailesi yapisal olarak
immunoglobulin proteinleri ile yakin iliski icinde olan homofilik bir hiicre-hiicre adhezyon

molekiltudir. Glnimuzde yapilan arastirmalarda ise NCAM igin yeni bazi mekanizmalar
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gindeme gelmistir. CAM ailesi, NCAM ve NgCAM'i iceren yuzln Uzerinde Uyeye sahiptir.
NCAM (CD56) ve NgCAM kalsiyumdan bagimsiz adhezyon molekiilleridir. ilk hiicre
adhezyon molekilu olmasi ile karakterize olan NCAM, gelisimin ¢ok erken evrelerinde tim
noronlar tarafindan ve ayni zamanda glia, iskelet kasi ve dogal Katil hiicrelerinden (NK) de
eksprese edilir. Komsu hticreler tizerine homofilik olarak baglanirlar ve néral gelisim boyunca
cok cesitli fonksiyonlari mevcuttur. Bu 6nemli fonksiyonlarindan biri, néronal disa biytime
esnasinda gelismekte olan néritleri bir arada tutmak ve noral baglantilar saglamaktir. Gelisim
ve plastisite stirecinde NCAM'In adheziv 6zellikleri, regile karbonhidrat ve polisiyalik asit
(PSA) varliginda duzenlenir. Molekile PSA'nin posttranslasyonel olarak eklenmesinin
(NCAM-PSA), ogrenme ve hafiza fonksiyonu surecinde sinaptik plastisiteye ve sinir

rejenerasyonu mekanizmasina yol actigi distnilmektedir.

NCAM’'In akson disa buyimesini, fibroblast blyime faktorl reseptéri (FGFR) ve
p59Fyn iletim yolu Uzerinden etki ettigi dusunulmektedir. Anatomik patolojide, patologlar
CD56 (NCAM)'yi belli tumorleri tanimak icin immuinohistokimyada kullanirlar. CD56 ile
pozitif boyanan normal hiicreler arasinda NK (natural killer) hicreleri, aktive T hucreleri,
beyin, serebellum ve néroendokrin dokular bulunur. CD56 pozitif timdorler: Myelom, myeloid
I6semi, noroendokrin timorler, Wilms timor, eriskin néroblastom, NK/T hicre lenfomalari,
pankreatik asiner hicre karsinomu, feokromatisoma ve kiglk hicreli akciger karsinomudur.
NCAM ayrica deneysel antibiyotik temelli imminoterapide hedef molekil olarak da

kullantimustir.
Sinyal mekanizmasi ve yolaklari

NCAM, her ne kadar homofilik yapida tanimlanmis olsa da, hem heterofilik, hem de
homofilik karakterdeki baglanmalarda isaret aracilarina (etkilesimlerine) duyarli olan sinyal
tasima 6zelliginin de oldugu saptanan bir molekul oldugu belirlenmistir.Yani heterofilik ya da
homofilik baglanma gerceklesmesi durumunda (hucre-hiicre duvar temasi) NCAM, sinyal
olusturarak hticre iletiminde goérev almaktadir. Noral yapilarin gelisimi esnasinda oldugu gibi
gelismekte olan diger dokularda da bu molekuliin hiicreden hiicreye sinyal iletmede gorev

aldigi gosterilmistir.
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Sekil 2.9. NCAM baglanmasi ve sinyal iletimi (Hinsby'den)

NCAM aracil sinyal iletiminde 6rnek olarak akson gelisimi gosterilmistir (Sekil 2.9.).
NCAM’in Karsilikli olarak baglanmasi neticesinde IGF ve VEGF ailelerindeki gibi tirozin-
kinaz aracili sinyal iletimi s6z konusu olmaktadir. Tirozin kinaz lipid temelli yapilar ve FGFR
ile etkilesmekte ve bu sayede NCAM tersinir olarak hiicre iskeleti, dolayisiyla akson tretimini
saglayacak transkripsiyon faaliyetlini baslattigi gosterilmistir. Bu iletim mekanizmasinda da
yine aciklanmamis molekiler mekanizmalar ve proteinler bulunmaktadir (Hinsby A.M. ve
ark., 2004).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. HISTOLOJIK YONTEMLER

Histolojik calismalar icin materyal temini farkh sekillerde yapilmistir. Klon
plasentalar icin dogumu takiben plasenta atilimiyla birlikte materyal temiz bir bicimde alinmis
ve plasentom birimlerine dikkat edilerek, ayrica fetal ve maternal zarlardan da kesitler
alinarak formaldehid ve PFA'da fikse edilmislerdir. Buna ek olarak iki ayri Holshtein irkina
ait normal dogum plasentalari Tekirdag Muratli'da bulunan Aksa Ciftligi'nden bitiin halde
sogutulmus olarak temin edilmis ve istanbul Universitesi Veteriner Fakiltesi, Avcilar'da fikse
edilerek laboratuara ulastiriimistir. Alinan iki 6rnekten 59457199 kulak kipe numarasina
sahip olan birey 1. laktasyonda ve yaklasik 2 yasindadir (735 gun/yas); diger 569600 kulak
kiipe numarasina sahip olan birey ise yine 1. laktasyonda ve yaklasik 2,5 yasindadir.

Klonlama calismasinda 5 saglikli dogum gerceklestirilmistir, ancak SCNT sonrasi
senkronize ineklere birden fazla blastosist transfer edilmesi neticesinde biri ikiz gebelik
olacak sekilde toplam 5 dogum (sezeryan) gerceklesmis ve 5 adet klon plasenta 6rnegi
bulunmaktadir. iki klon plasenta tek tasiyici anne Gzerinde gelismis sekildedir. Klon plasenta
ornekleri bahsedildigi tzere dogumu takiben atim gerceklestigi anda alinip, kesilerek fikse
edilecek hale gelmistir. Ek olarak normal dogumlardan elde edilen plasentalarda mevcut

hallerde umblikal kord da alinmis ancak bu ¢alismaya dahil edilmemistir.

Canl birey ile sonuglanan dogumlardan ayri olarak gebeligin sonlandirilmasi gereken
durumda olan 2 bireye ait plasentalar da sadece histolojik analizlerde kullanilmak Gzere
alinmistir. Bu 6rnekler calisma dahilinde Klon 1 ve Klon 2 olarak adlandiriimistir. Canli

dogum ile sonlanmayan mummifiye 6rnekten ise herhangi bir érnekleme yapiimamistir.
3.1.2. PREPARAT HAZIRLAMA VE KESIT ALMA

Tum fikse edilmis materyaller Kocaeli Universitesi, Histoloji Embriyoloji Anabilim
Dali, Histoloji Laboratuar’'nda mikrotomda 5 um kalinhiginda kesilmistir. Ancak bazi zar
yapilarindaki bozulmayi engellemek ve dokunun 1sik gegirgenligi de géz dnuine alinarak kesit
kalinhgi 10 um'ye kadar cikartiimistir.

Kesitler klasik parafine gémme biciminde kesit almaya hazir hale getirilmislerdir.
Dokularin mikrotom yardimiyla birka¢c mikron kalinliginda kesilebilmesi, dokunun sertolmasi

halinde mimkin olmaktadir. Bu amagla oncelikle doku icindeki suyun alinip su yerine
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alkolin gecmesi saglanmistir. Daha sonra alkol alinip yerine ksilol ve en son olarak ksilol
alinip yerine parafin gecirilmis, her bir basamakta tutma slresi doku tiriine gore

belirlenmistir. Zar yapilarda 30 dk, diger yapilarda ise 1 saat her bir asama i¢in uygulanmistir.

Doku 6ncelikle PFA veya formaldehid’den arindirilmak (izere akan ¢esme suyu altinda
yikanmistir. Yikanmayi takiben dokudan suyun uzaklastiriimasi icin alkol serilerinden
gecirilmistir. Baslangic serisi %70 etil alkol olmak Uzere, sirasiyla %80, %90 ve absoli alkol
ile birer saat muamele edilmistir. Dehidrasyon (dehidratasyon) isleminden sonra dokunun
saydamlastiriimasi icin, dokulara alkol - ksilol ciftleri ile alkolden ksilole seri halde islem
yapilmistir. ilk etapta alkol ve ksilol yiizdeleri esit olacak sekilde yaklasik 1 saat muamele
edilen dokular, ikinci asamada %2100 ksilol icine alinmstir. Sayet alkole bagli bulanma s6z
konusu ise ksilol degistirilerek islem tekrarlanmistir. Dokuya ksilol girisi saglandiktan sonra
60°C’lik etuv icinde birinci asamada %50 - %50 (hacmen) ksiol - parafin sollisyonunda, bir
saat beklemeden sonra ise tamamen parafinizasyon icin %100 parafinle dokular muamele
edilmistir. Sicaklik etkisi ile ksilol ortamdan uzaklasarak dokuya parafinin niifuz etmesi

saglanmistir.

Dokunun parafine gémulmesi icin doku ve blok yaklasik 60°C olacak bicimde dnce bir
miktar parafin blok kalibi icine dokilmis, daha sonra doku uygun bicimde yerlestirilmistir.
islem bittikten sonra doku oda sicakhi§ina inene kadar disarda bekletilmis, sogumanin
tamamlanmasindan sonra buzdolabina yerlestirilmistir. Kesit alinma islemine kadar ise oda
sicakliginin altinda (yaklasik 16°C'de) muhafaza edilmistir. Bu islemlerin timd hem

histolojik, hem de immunositokimyasal boyamalar icin ayni sekilde gerceklestirilmistir.
3.1.3.HISTOLOJIK BOYAMALAR

Parafin bloklar icindeki dokudan Kkesit alinmasini kolaylastirmak icin bloklar
kesilmeye baslanmadan 6nce yaklasik 15 dk kadar buzdolabinda (0°C) tutulmustur. Leica
marka kizakli mikrotom ayarlanarak kesitler seri halinde alinmis ve 6nceden isitilmis su
banyosu (benmari) icine firga yardimi ile birakilmistir. Daha sonra polilizin kapli lam yardimi
ile seri haldeki kesitler sabitlenerek alinmis ve yatay dik pozisyonda suyunun stzilmesi icin
bekletilmistir.

Suyun suzilmesinin ardindan dokular kurumadan, parafinin uzaklastirilmasi icin
yaklasik 55°C'lik etivde yarim saat bekletilmistir. Ardindan saydamlastirmak tzere ksilol

icine alinmistir, ksilolde 1,5 saat kadar bekletilen dokular daha sonra boyama sepetine yatik
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vaziyette yerlestirilmislerdir. Daha énceden hazirlanmis olan stok hematoksilen (Harris) igine
doku sepeti yerlestirilmis ve 1 ile 4 dk kadar beklenmistir. Ardindan doku akan musluk suyu
altinda yikanmistir. Sabitleme igin asit alkol i¢ine alinan dokular ardindan Eosin i¢in dncelikle
yikanmis ve boya icinde ¢ok kisa stre daldirthp ¢ikariimistir. Cesme suyunda birka¢ dakika

daha yeniden yikanan dokular goz ile kontrol edildikten sonra kurumaya birakilmistir.

Kuruma iglemini takiben lamlar tizerine dokuyu Ortecek miktarda entellan damlatilarak
25 x 25 mm’lik lameller ile doku kapatiimistir. Kapatilan dokular isik mikroskobisinde

inceleninceye kadar 151k gérmeyecek bicimde muhafaza edilmistir.
3.1.4. IMMUNOSITOKIMYASAL BOYAMALAR

Immunositokimyasal boyamalar icin doku fiksasyonu, takibi ve kesit alma islemleri
normal histolojik yontemlerde bahsedildigi gibi gerceklestirilmistir. Kesitlerin alinmasindan
sonra boyama gerceklesinceye kadar dokular parafinli halde saklanmis, ICC protokoli

dahilinde islem gorecegi zaman parafinden kurtarma islemleri gerceklestirilmistir.
Uygulanan protokol asagidaki gibidir:

- Deparafinizasyon (%100 ksilolde, iki kez, 10’ar dk)

- Rehidrasyon (%100, %80, %70 alkol ve PBS'de 10’ar dk)

- Antijen retrieval (Proteaz ile 37°C'de 30 dk bekletilir)

- PBS'de 10 dk bekletilir.

- PBS-Tx'de 5-10 dk bekletilir. (150 pl Tx + 300 ml PBS)

- Reagent A, non-immun serum ile muamele (15 DK) - "Santa Cruz"

- Buffer One iginde Primer Antikor ile muamele (nemli ortamda 12 saat) - "Abcam™
(IGF-1, VEGFA ve NCAM igin ayri ayri)

- PBS-Tx ile tekrar yikanir.

- Reagent B ile (Biotinle isaretli seconder antikor) - *Abcam Biotin Sek. Antikor"

- Reagent C ile (Streptavidin-peroksidaz) ile 15 dk muamele edilir.

30



- DAB, dH,0 ve DAB Enchancer ile muamele edilir. - "Zymed Stain Kit"

- Bazi 6rnekler igin counterstain uygulanmistir (Hemotoksilen ile birkag sn.)
- dH,0 ile calkalayicida, sale icinde yaklasik 30 dk yikanir.

- %80, %90 ve absoli etanol serilerinden gegirilir. (5 dk)

- Ksilol'de 10 dk bekletilir, stizultr ve entellan ile kapatilir.

et By B R 0N
i
.|H

Sekil 3.1. ICC Boyama ydntemi (nemli ortamda inkiibasyon)

Fazla miktarda kimyasal kullanmamak icgin dokularin etrafi oje ile cizilmis ve
kuyucuklar olusturulmustur. Gerek antikorlar, gerekse de diger reaktifler bu kuyucuklar
Uzerinde uygulanmistir. Santa Cruz ve Zymed'in kitleri almasik olarak kullaniimis, deneme
boyamalarindan sonra optimize metod yukarida anlatildi§i gibi saptanarak uygulanmistir.
Pozitif ve negatif kontrol preparatlari da hazirlanmis ve 151k mikroskobunda kontrol

edilmistir.
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3.2. MOLEKULER YONTEMLER

Cizelge 3.1. RNA izolasyonu yapilan drnekler.

Ornek ID Ornek Tanimi
1F 1. Ornek normal plasenta
1M, 1. Ornek normal plasenta
1M, 1. Ornek normal plasenta
1T 1. Ornek normal plasenta
2M 2. Ornek normal plasenta
2T 2. Ornek normal plasenta
2F,; 2. Ornek normal plasenta
2F, 2. Ornek normal plasenta
K1T Klon Efe (Total)

K1F Klon Efe (Fetal)

K1M Klon Efe (Maternal)
K3T Klon Niliifer (Total)
K3F Klon Nillifer (Fetal)
K3M, Klon Nilifer (Maternal)
K3M, Klon Nilifer (Maternal)
K2T, Klon Ece & Ecem (Total)
K2T, Klon Ece & Ecem (Total)
K2F Klon Ece & Ecem (Fetal)
KAT Klon Kiraz (Total)

K4M Klon Kiraz (Maternal)
K4F Klon Kiraz (Fetal)

3.2.1. TRIZOL KULLANILARAK TOTAL RNA iZOLASYONU

Bu yontem, sigir ve fare gibi hayvan materyallerinden (doku, hiicre ve embriyo gibi)
materyallerinin parcalanmasini takiben Trizol (Invitrogen) ile total RNA izole edilme

yontemini aciklamaktadir.

Kullanilan Reaktifler ve Hazirlanisi

Trizol: Ticari olarak satin alinir.

2-isopropanol: Ticari olarak satin alinir.

%75 etanol: Absolute (Saf) etanol ile DEPC ile muamele edilmis dH,O kullanilarak

hazirlamistir.

0,1 DEPC ile muamele edilmis dH,O:

DEPC 1 ml D,0 ile hacim 1 litreye tamamlanmistir. Gece boyu 37°C’de karistirilarak DEPC
ile muamele edilen su, otoklavlanarak DEPC uzaklastirildiktan ve sterilize edildikten sonra

kullanima hazir hale getirilmistir.
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Numune Hazirlama

Trizol reagent kullanilarak dokulardan veya hicrelerden izolasyon yapmak mimkdindir. Eger
doku alinacaksa her bir doku icin steril scalpel kullanmak suretiyle yaklasik 50-100 mg’lik
doku alinip, steril temiz bir eppendorf tlpe konur ve ardindan hemen sivi azota konuldu.
Alinan dokular asagida belirtildigi sekilde homojenize edilerek kullanilmis ve eger hiicre veya
embriyodan izolasyon yapilacaksa Trizol eklendikten sonra birkag kez pipetaj yaparak
hlcreler parcalanmistir.

3.2.2. DENEYIN YAPILISI

Homojenizasyon: Sivi azotta dondurulup -80°C’de saklanan dokularin yaklasik 50-100 mg’i

tartilarak ayrildi. izolasyon igin ayrilan dokular sivi azot icinde porselen havanlarda toz haline
gelinceye kadar 6gutuldi. Toz halindeki dokuya 1 ml Trizol eklendi (50-100 mg 6rnek igin)
ve havanda bir stire daha homojenize edildi. Homojenat temiz bir 1.5 mlI’lik eppendorf tiipe
aktarild.

Faz Ayrimi: Homojenat 5 dakika boyunca oda sicakhiginda (15-30°C) inkiibe edilerek
nikleoprotein komplekslerinin ¢dzlinmesi saglandi. Dokudan izolasyon yapildigi igin;
coziinmeyen materyallerin uzaklastiriimasi icin homojenat 4°C’de 12,000 xg’de 10 dakika
boyunca santrifilj edildi. Olusan pelet ekstraselliler membranlari, polisakkaritleri ve yiksek
molekdl agirlikli DNA’yi icerirken, Gst sivi RNA icermektedir. Bu nedenle, Ust sivi temiz bir
1.5 ml’lik eppendorf tipe aktarildi. Hlcreden veya embriyodan izolasyon yapiliyorsa bu
santrifilj asamasina gerek bulunmamaktadir. Ust sivinin Gzerine 200 pl (Kullanilan her 1 ml
Trizol icin) saf kloroform eklendi ve tiipler 15 saniye boyunca elde alt Ust edilerek karistirildi.
Homojenat-kloroform karisimi 2-3 dakika oda sicakliginda inkibe edildikten sonra 4°C’de
12,000 xg’de 15 dakika boyunca santriftj edildi.

RNA Coktiirme: Santrifilj sonrasi olusan RNA iceren {st faz temiz bir tiipe alindi. Istenildigi

takdirde altta bulunan organik faz DNA veya protein izolasyonu igin saklanabilir ancak bu
deneysel ¢alisma kapsaminda saklanmamistir. Alinan st faza 500 pl (Kullanilan her 1 ml
Trizol igin) 2- isopropanol (isopropil alkol) eklendi. Ornekler tekrar oda sicakliinda 10
dakika boyunca inkiibe edilerek, daha sonra 6rnekler 4°C’de 12,000 xg’de 10 dakika boyunca

santriftj edildi.
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RNA Yikama: Bu asamada RNA tiipiin dibinde pelet halinde gértilmelidir. Ustte bulunan tim
sivi pipetle uzaklastirildi. 1 ml %75’lik etanol eklendi (Kullanilan her 1 ml Trizol igin) ve
vortekslenerek karistirildi. Ornek 4°C’de 7,500 xg’de 5 dakika boyunca santrifiij edildi.

RNA’nin Cézalmesi: Tum Ust sivi pipetle uzaklastiriimis, pelet vakumlu kurutucuda veya oda

sicakliginda 5-10 dakika tlpun kapagi agik birakilarak kurutulmustur. Kurutma islemi,
mateyal kaybi olmamasi icin kesinlikle vakumlu santrifuj kullanilarak gerceklestirilmemistir.
Ornekler tam olarak kurutulduktan sonra pelet tizerine uygun miktarda DEPC-H,O eklendi.
Daha sonra érnekler 10 dakika boyunca 55-60°C’de inkiibe edilerek RNA peletinin tam

olarak ¢ozllmesi saglanmistir.

RNA’nin Saklanmasi: Elde edilen RNA’lar -80°C’de saklanmistir.

3.2.3. RNA KONSANTRASYONUNUN BELIRLENMESIi VE KONTROLU
izole edilen total RNA’nin konsantrasyonu spektrofotometrik olciim yapilarak
belirlendi. Belirlemede ODgg x 40 x dillisyon faktori: 1000=pg/ul RNA esitliginden

yararlanildi.

izole edilen total RNA cDNA’ya cevrilerek RT-PCR reaksiyonu igin deney
olusturuldu. istenilen transkriptin cogaltimi saglanabiliyorsa RNA’nin yeterince kaliteli
oldugu sonucuna varilmistir. Ayrica, elde edilen total RNA denatiire edici agaroz jelde
elektroforezlendikten sonra ultraviyole 15101 altinda incelenebilir; 18S ve 28S ribozomal
RNA’larina karsilik gelen bantlar gozlenerek izole edilen RNA bitlnligu acisindan kontrol

edilebilecegi bilinmektedir.

cDNA Sentezi ve RT-PCR (Ters Transkripsiyon Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

Bu yontem, total RNA’dan cDNA sentezini ve sentezlenen cDNA’nin kalip olarak

kullanilarak istenilen cDNA bélgesinin RT-PCR reaksiyonu ile ¢cogaltilmasini kapsar.

Kullanilan Reaktifler ve Hazirlanisi

cDNA sentezinde kullanilan reaktifler kitle beraber gelir.

34



2x PCR Master Mix (MBI, Fermentas): Fermentas Firmasi’ndan satin alinir. Tag DNA
polimeraz (rekombinant) enzimi (Reaksiyon tamponu icinde): 0.05u/pul, MgCI2: 4mM ve
dNTP’ler (dATP, dCTP, dGTP, dTTP): Her biri 0.4mM icerir.

6X DNA Yikleme Solisyonu: 10 mM Tris-HCI, pH 7.6, % 0.03 bromfenol mavisi, % 0.03
ksilen siyanol FF, 60 mM EDTA ve % 60 gliserol igerir.

Primer cifti: Cogaltiimak istenen DNA/genbélgesine spesifik oligonukleotitler olup nikleotit

dizileri tasarlandiktan sonra sentezlettirilirler.

izole edilip OD260x40xdiliisyon faktori:1000=pg/pl RNA esitligi ile miktari belirlenmis
RNA’nin 1-10 pg’1 steril temiz PCR tuptne alinmistir.

Total RNA materyalinden RevertAidTM First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas,
#K1621) kullanilarak kitin kullanim kitapciginda belirtildigi sekilde 6nce tek iplikli cDNA
sentezlendi. Daha sonra, sentezlenen cDNA kalip olarak kullanilarak ilgilenilen cDNA

bolgesi bu bolgeye spesifik primerler yardimiyla RT-PCR ile ¢ogaltildi.

cDNA Sentezi ve RT-PCR

- PCR tlplne 11 pl total RNA (10 pg’a kadar) ve 1 yl Random hexamer (Raslantisal
primer, 0,2 pg/ul) eklendi.

- Karisim elle karistirtlip 3-5 saniye spin yapildiktan sonra 5 dakika stireyle 70°C’deki
Isitici blokta tutuldu.

- Inkiibasyon sonrasi karisim hemen buza alindi.

- Ardindan birkag saniyelik santrifiij ile kapak cevresindeki damlalarin ¢okmesi
saglandi.

- Tupteki karisima buz Gizerinde sirasiyla;

5x Reaksiyon Tamponu 4 ul
Riboniikleaz inhibitori 1l
10 mM dNTP Mix 2 ul eklendi.

- Hazirlanan bu karisim nazikge elle karistirilarak, 3-5 saniye santrifijlendi.
- 25°C’de 5 dakika inkiibe edilir ve 1 pl RevertAidTM M-MuLV ters transkriptaz
enzimi (200 U/ul) eklenir ve 25°C’de 10 dakika daha inkibe edildi.
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- Daha sonra, 42°C’de 1 saat sureyle inkube edilen reaksiyon 10 dakika 70°C’de
tutularak durdurulur. Tek iplikli cDNA sentezlenmis olmustur.

- 2 ul tek iplikli cDNA, 1 er pl cogaltilmak istenen cDNA’ya 6zgu primerler (20
pmol/ul), 10 pl 2x PCR master mix ve 6 pl dH20 icerecek sekilde RT-PCR reaksiyonu
kuruldu.

- PCR cihazinda yiiksek sicaklikta gergeklesen reaksiyonlar sirasinda tip igeriklerinin
buharlasarak kaybolmasini 6nlemek icin orneklerin (zerine birer damla mineral yagi
damlatildi.

- Uygun PCR programinda RT-PCR reaksiyonlari gerceklestirildi.

- PCR programi bittikten sonra, PCR tupleri cihazdan cikarildi. Tupler anlik santrifuj
edildi ve 6rnekler analiz edilinceye kadar -20°C’de sakland!.

- Ornekler hemen analiz edilecekse her bir tipte bulunan 20 pl’lik alt fazdaki érnek
kismi otomatik pipet ile Ust fazdaki mineral yagindan ayrilir ve tizerine 4 ul 6x DNA yikleme
solusyonu eklenerek agaroz jele yiklendi.

- Agaroz jelde kosturulduktan sonra jel goruntiileme cihazinda 6nce goz ile sonra da
kapali ortamda UV altinda goruntilendi ve goriintiilenen bantlar fotograflandi.

Sekil 3.2. Ornek jel goriintiisii (UV altinda agik)

3.2.4. QPCR - REALTIME PCR UYGULAMASI
Klon ve normal plasenta drnekleri, fetal, maternal ve total 6rnekler olmak tzere, her
uc grup primer icin (IGF, VEGF, NCAM); 1:10, 1:100, 1:1000 standartlari ve NTC (no
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template control) ile birlikte kuyucuklara 25 pl olarak yuklenmis 21 kuyuda reaksiyona
sokulmustur. Toplamda 63 kuyu BioRad 1Q5 cihazinda realtime PCR islemine tabi tutulmus
ve neticede grafik ve sayisal veriler elde edilmistir. Referans (housekeeping) olarak CREB3,
HK1 ve ZFX genleri de ayri bir siklus da yine ayni standartlar ve NTC ile PCR’a tabi

tutulmustur.

Cizelge 3.2. Kuyu yiikleme tablosu

B1/STD SBTZé B3/STD | B4/ | BS/ | B6/ | BT/ |,o ,c| B/ |B10/| BLL/ | B12/
1:10 1:100 1:1000 NTC LF LM 2F 2M 2T | K1IF | K1M
cunar| @l e | ST S0 [T oo oo
OLIETO| sro | 310 | 41 losy1e 06/ | 7 fsrar| 031|010 DALY B2
cunar | 21 e | BT 20 T[S0 | o |
FLISTO| sto | PRSI | il lesie o | T Jesrar| Gy || | 22
oukar| & [ssner | S| SIS | oo | o

3.3. BIYOISTATISTIK VE BiYOINFORMATIK YONTEMLER

Molekiler bulgular zaten sayisal degerler olarak elde edilmistir. Bununla birlikte
histolojik bulgulardan elde edilen 1sik mikroskobu fotograflari dijital imaj isleme seklinde
sayisallastirilmis ve ICC boyamasinin klon ve kontrol gruplari arasinda farkl olup olmadigi

saptanmaya calisiimistir.

3.3.1. ICC BOYAMA FOTOGRAFLARININ iSLENMESI

Invert mikroskopta fotograflar sabit 1sik ayarlarinda dijital fotograf makinesi ile
cekilmistir. Cekilen sabit fotograflar, Adobe Photoshop™ programinda 100 Threshold (esik)
degerine tabi tutulmus ve ICC (+) ve ICC (-) alanlar ayirt edilmistir. Ayirt edilen imajlar hala
8 bit kanallar halinde kodlu resim dosyasi bicimindedir. Bu dosyalar NIH, ImageJ programina
aktarilarak Binary, yani ikili kodlu sisteme cevrilmistir. Bu islem neticesinde boyanan ve
boyanmayan alanlar rastgele olarak 3 adet 250 x 250 piksel alan dahilinde 6lcimlenmis, alan
yogunlugu ve boyanan / boyanmayan alan yiizdeleri elde edilmistir. Boyanmayan alanlar yani
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ICC (-) alanlar ile preparattaki bos alanlarin karismamasina dikkat edilmis, bos alanlar
haricinde rastgelelelik (randomize) saglanmistir (Efford, N. 2000).

Elde edilen sayisal veri daha sonra IBM SPSS programinda hem veri dagilimi ve
varyans homojenligi yoninden test edilmis, ardindan dogru degerlendirmenin veri setine gore
parametrik test olacagi anlasilarak "bagimsiz érneklem T-testi" ortalama karsilastirma metodu
uygulanmistir. Guven arahgr %95 olmak tzere, H, hipotezi klon ve kontrol gruplari arasinda

istatistiki anlamli bir fark olmadi§i yoniinde kurulmustur.

Ornek calisma asagidaki gibi ifade edilebilir.

Sekil 3.3. Histolojik tim alan boyanmasi
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Sekil 3.4. 100 level threshold uygulanmis hali, bu halde tim kirmizi alan boyanmis gibi
g6zikmektedir.
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Sekil 3.5. Cloud filtresi siyah-beyaz olarak uygulanmis hali (ICC Boyama 6rnegi)
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Sekil 3.6. 100 level treshold uygulanmis hali, ICC (+) alanlar; arkaplan dahil distnilmemek
kaydiyla.

3.3.2. RT-PCR (QPCR) SONUCLARININ ANALIZi

Biorad firmasinin dretimi olan RT-PCR cihazinda yapilan PCR yikseltgenme
calismalarindan elde edilen veriler, Qiagen tarafindan dagitilmakta olan olan REST 2009
yaziliminda normalize ve normalize edilmeden karsilastiriimistir. Yukseltgenme degerlerinin
REST 2009 programina 2000 iterasyon (tekrar) ile verilmesi ve CREB3 ile ZFX genlerinin
referans verilmesi ile IGFI, VEGF-A ve NCAM i¢in hesaplanmistir. Gliven araligi %95'tir.
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4. BULGULAR
4.1. HISTOLOJIK BULGULAR

IGF-1, VEGF-A ve NCAM icin ICC boyamalar gerceklestirilmis ve boyamalar
neticesinde yer yer artifaktlar olussa da ICC (+) ve ICC (-) bolgeler ayirt edilebilmistir. Bazi
orneklerde counterstain yapilmasi golgelemelere sebep olmustur. Histolojik yapilanma ICC
boyamalar icinde goérulebilmektedir. Fotograflamalar 5x blyitmeden baslamis, 1,5x okdler
carpani ile maksimum 40x’e kadar cikilmistir. Fotograflanan drnekler arasinda fiziksel olarak
daha iyi durumda temin edilmis olan molekiiler analizlere dahil edilmemis, klon 1 ve klon 2
bireyleri de fotograflanmistir. Klon gebeliklerin miktarinin az olmasi ve plasenta atiminin
fizyolojik olarak bazen gecikmesi fiziksel olarak da materyalin zarar gérmesine neden
olabilmektedir. Bununla birlikte klon 1 ve klon 2 gebelikleri abort ve cerrahi sonlandirma ile
bitirildikleri igin, plasenta materyali daha az fiziksel yipranmaya ugramis ve gerek fiksasyonu

gerekse de fiksasyon isleminden sonra islenmesi daha kolay olmustur.
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Sekil 4.1. Efe HE Standart boya x40 (Kotiledon/Septum)

A

Sekil 4.2. Ece HE Standart boya x4 (interkotiledonal alan)
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Sekil 4.4. Kiraz HE Standart boya x4 (Kranunkul)
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Sekil 4.5. Kontrol-1 HE Standart boya x20 (Kotiledon)

Sekil 4.6. Kontrol-1 HE Standart boya x40 x1,5 (Ven)
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4.1.2. IGF-1 ORNEKLERI

Sekil 4.7. Efe IGF Negatif x20 (Maternal doku)

“Sekil 4.8. Efe IGF Pozitif x20 (Maternal doku)
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Sekil 4.9 Klon 1 IGF Pozitif x20 (Plaentom) -Counterstain-
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4.1.3.VEGF ORNEKLERI

Sekll 4.11. Klon 1 VEGF Posz x2‘0 (V|IIus) Counterstam- -

Sekil 4.12.Efe VEGF Negatif x10 (Fetal)
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Sekil 4.14. Klon 1 VEGF Pozitif x 40 (Kranunkdil)
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4.1.4. NCAM ORNEKLERI

7 s . f ',}_ i .‘“.-.—— . ..‘.- 4 -.( ‘ .
Sekil 4.16. Kontrol 2 NCAM Pozitif x10 (Kranunkl)
-Daha koyu boyanan bolgelerden bir kismi oklanmistir.-
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4.2. MOLEKULER BULGULAR
4.2.1. RNA iZOLASYONU SONUCLARI

- Bazi 6rneklerden ikiser adet olmak Uizere toplam 21 adet RNA 6rnegi izole edildi.

- Daha Once elde edilen ve -80°Cderecede saklanan plesanta 6rneklerinden RNA izolasyonu
gerceklestirildi (Cizelge 4.1).

- RNA izolasyonu Trizol ile gerceklestirildi (Cizelge 4.2) ve bunun icin énerilen protokol
takip edildi.
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Cizelge 4.1. Elde edilen RNA 6rneklerinin konsantrasyon degerleri ve stok sollsyon icin

hesaplamalar

200 ng/pl konsantrasyona sahip toplam 50 pl’lik stok

Ornek ID Konst. (ng/ul) solusyonlara hazirlamak igin;
Ornek Miktari DEPC-H,O Toplam Hacim
1F 792,6 12,62 37,38 50,00
1M, 2.637,0 3,79 46,21 50,00
1M, 2.518,8 3,97 46,03 50,00
1T 2.304,9 4,34 45,66 50,00
2M 804,1 12,44 37,56 50,00
2T 1.662,7 6,01 43,99 50,00
2F; 364,7 27,42 22,58 50,00
2F, 680,9 14,69 35,31 50,00
K1T 1.794,1 5,57 44,43 50,00
K1F 337,3 29,65 20,35 50,00
K1M 3.619,5 2,76 47,24 50,00
K3T 3.129,7 3,20 46,80 50,00
K3F 1.334,5 7,49 42,51 50,00
K3M; 2.282,5 4,38 45,62 50,00
K3M, 2.518,4 3,97 46,03 50,00
K2T, 2.669,2 3,75 46,25 50,00
K2T, 3.713,3 2,69 47,31 50,00
K2F** 546,1 18,31 31,69 50,00
KAT 3.604,4 2,77 47,23 50,00
K4M 3.657,2 2,73 47,27 50,00
KA4F 3.468,6 2,88 47,12 50,00

- Orjinal RNA 6rnekleri 200 ng/pl konsantrasyona sahip olacak sekilde dilisyonlar hazirlandi

ve konsantrasyonlari tekrar kontrol edildi (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.2. Hazirlanan dilisyonlarin konsantrasyon degerleri.

Konsantrasyon

Ornek ID A260/280 A260/230
(ng/ul)
1F 232,2 1,83 1,48
1M, 242,5 1,87 1,94
1M, 258,1 1,87 1,89
1T 256,2 1,84 1,85
2M 192,9 1,85 1,77
2T 201,6 1,85 1,62
2F, 209,6 1,78 1,53
2F, 190,7 1,85 1,14
K1T 2254 1,86 1,56
K1F 223,3 1,81 1,16
K1M 326,9 1,92 2,00
K3T 257,0 1,90 1,77
K3F 2119 1,81 1,78
K3M;, 286,0 1,89 2,01
K3M, 233,5 1,89 1,97
K2T, 569,0 2,04 1,77
K2T, 364,6 1,93 1,94
K2F** 206,6 1,95 1,16
K4T 558,3 2,00 1,86
K4M 386,7 1,92 1,94
K4F 261,7 1,91 1,93
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- Hazirlanan diliisyonlar %1 agaroz jelde yardtilerek gorintilendi (Sekil 4.18). Bunun igin 2

pl RNA 6rnegi + 3 ul DEPC-H,0 + 1 p yikleme boyasi seklinde drnekler hazirlandi.

Sekil 4.18. RNA 6rneklerinin agaroz jel gorintiisii. Ust sira; size marker, 1F, 1M1, 1M2, 1T,
2M, 2T, 2F1, 2F2, K1T, K1F, K1M, K3T, K3F, K3M1, K3M2, K2T1, K2T2, K2F, KAT. Alt
sira; size marker, K4M, K4F.

4.2.2. cDNA SENTEZi
- cDNA sentezi icin Fermentas RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis Kit (#K1622)
kullanildi.

RT-PCR

|. First Strand cDNA Synthesis
After thawing, mix and briefly centrifuge the components of the kit. Store on ice.
1. Add the following reagents into a sterile, nuclease-free tube on ice in the indicated order:

total RNA 0.1ng-5pug
Template RNA orpoly(A) mRNA 10 pg- 0.5 pg
orspecific RNA 0.01pg-0.5 g
oligo (dT)4s primer 1l
Primer orrandom hexamer primer 1l
orgene-specific primer 15-20 pmol
Water, nuclease-free to 12 pl
Total volume | 12 pl

2. Optional. It the RNA template is GC-rich or contains secondary structures, mix gently,
centrifuge briefly and incubate at 65°C for 5 min. Chill on ice, spin down and place the vial
back on ice.
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“1. Tek zincirli cDNA sentezi
Cozme isleminden sonra, Kitin bilesenlerini karistirip, santrifij edin. Buz uUzerinde saklayin.

1. Buz Ustlinde nukleaz icermeyen steril bir tlip icine asagidaki reaktifleri sirasiyla ekleyin:

Taslak RNA | toplam RNA veya poly(A) mRNA veya spesifik RNA | 0.1 ng-5 pg/ 10 pg-0.5 pug / 0.01 pg-0.5 ug

Primer | oligo (dT).s primer veya rastgele hekzamer primer veya gen-spesifik primer | 1 pl /1 pl /15-20 pmol
Su, nukleaz igermeyen 12 pl’ye kadar
Toplam hacim 12 pl

2. Opsiyonel. Eger RNA GC-ydniinden zengin ise veya ikincil yapilanmalar igeriyorsa, iyice karistirin ve santrif(j
edin, 5 dk boyunca 65°C’de inkiibe edin. Buzda sogutun, gevirin ve viali buza tekrar koyun.”

Sekil 4.19. FermentasRevertAid™ First Strand cDNA Synthesis Kiti ylikleme ve karistirma
oranlari (a)

- cDNA sentezi icin 2 ug RNA kullanilmasina karar verildi. Yukaridaki tabloya gore her
ornek icin kag pl RNA dilisyonunun kullanilmasi gerektigi hesaplandi (Cizelge 4.4.).

Cizelge 4.3. Her 6rnek icin protokolde belirtilen RNA/primer karisimini hazirlamak icin
gerekli olan bilesim oranlari.

RNA Stok RNA Stok Toplam
Ornek ID Konsantrasyon Dillisyon Oligo (dT)s Reaksiyon
(ng/ul) (uh dH,0 (ul) Primer (ul) Hacmi (pl)
1F 232,2 8,61 2,39 1,00 12,00
1M, 242,5 8,25 2,75 1,00 12,00
1M, 258,1 7,75 3,25 1,00 12,00
1T 256,2 7,81 3,19 1,00 12,00
2M 192,9 10,37 0,63 1,00 12,00
2T 201,6 9,92 1,08 1,00 12,00
2F,; 209,6 9,54 1,46 1,00 12,00
2F, 190,7 10,49 0,51 1,00 12,00
K1T 2254 8,87 2,13 1,00 12,00
K1F 223,3 8,96 2,04 1,00 12,00
KiM 326,9 6,12 4,88 1,00 12,00
K3T 257,0 7,78 3,22 1,00 12,00
K3F 2119 9,44 1,56 1,00 12,00
K3M, 286,0 6,99 4,01 1,00 12,00
K3M, 233,5 8,57 2,43 1,00 12,00
K2T, 569,0 3,51 7,49 1,00 12,00
K2T, 364,6 5,49 5,51 1,00 12,00
K2F** 206,6 9,68 1,32 1,00 12,00
K4T 558,3 3,58 7,42 1,00 12,00
K4M 386,7 5,17 5,83 1,00 12,00
K4F 261,7 7,64 3,36 1,00 12,00
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3. Add the following components in the indicated order:

5X Reaction Buffer 4 ul
RiboLock™ RNase Inhibitor (20 u/ul) 1 ul
10 mM dNTP Mix 2 ul

RevertAid™ M-MuLV Reverse Transcriptase (200 u/ul) | 1 pl
Total volume | 20 pl

4. Mix gently and centrifuge.

9. For oligo(dT)s or gene-specific primed cDNA synthesis, incubate for 60 min at 42°C.
For random hexamer primed synthesis, incubate for 5 min at 25°C followed by 60 min
at42°C.

Note. For GC-rich RNA templates the reaction temperature can be increased up to 45°C.
6. Terminate the reaction by heating at 70°C for 5 min.
The reverse transcription reaction product can be directly used in PCR applications or stored
at -20°C for less than one week. For longer storage, -70°C is recommended.
“3. Asagidaki reaktifleri sirasiyla ekleyin:
- 5X Reaksiyon tamponu
- Ribolock RNaz inhibitérii (20 u/ul)
- 10 mM dNTP karisimi
- RevertAid M-MuLV ters transkriptaz (200 u/ul)
- Toplam hacim: 20 pl
4. lyice karistirin, santriftijleyin.

5. Oligo (dT)ys Veya gen-spesifik primerli cDNA sentezi i¢in, 42C’de 60 dk. inkiibe edin. Rastgele hekzamer primer
sentezi icin, 25°C’de 5 dk ve ardindana 42°C’de 60 dk. inkiibe edin.

Not: GC-bdlgeleri zengin RNA icin sicaklik 45°C’ye kadar ¢ikartilabilir.

6. 70°C’ye 5 dk.’ligina gikartarak reaksiyonu sonlandirin. RT-reaksiyon Uriinii dogrudan PCR icin kullanilabilir ya da
1 haftadan az saklama icin -20°C’de muhafaza edilebilir. Daha uzun streli saklamalar i¢in -70°C tercih edilmelidir.”

Sekil 4.20. FermentasRevertAid™ First Strand cDNA Synthesis Kiti ylikleme ve karistirma
oranlari (b)

4.2.3. IGF-1 PCR SONUCLARI

- IGF-I primerlerin T, degeri 57°C.
- Uriin Biyiklugi: 204 bp.

Cizelge 4.4. IGF-1 genin ¢ogaltiimasi i¢in kullanilan PCR protokoli.

Kimyasal Konsantrasyon Miktar (ul)
Forward Primer 10 pmol/ pl 2 ul
Reverse Primer 10 pmol/ ul 2 ul

2 X PCR Master Mix | --- 10 pl

dH,0 --- 4 ul

DNA =50 ng/ ul 2 ul
TOPLAM 20 pl
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Cizelge 4.5.1GF-1 geninin ¢ogaltiimasi icin kullanilan PCR programi.

Basamak Sicaklik Sure Dongu
Ilk Denatiirasyon 95°C 5 dk. 1
Deantlrasyon 95°C 30 sn. 36
Baglanma 53°C 45 sn.

Uzama 72°C 1 dk.

Son Uzama 72°C 10 dk. 1
Sonlandirma 4°C 00 --

Sekil 4.21. IGF-1 geni PCR o6rneklerinin agaroz jel gorintis.

4.2.4. NCAM PCR SONUCLARI

- NCAM primerlerin Ty, degeri 57°C.
- Uriin Buyuklugu: 249 bp.

Cizelge 4.6. NCAM genin cogaltiimasi icin kullantlan PCR protokold.

Kimyasal Konsantrasyon Miktar (ul)
Forward Primer 10 pmol/ pl 2 ul
Reverse Primer 10 pmol/ pl 2 ul

2 X PCR master mix | --- 10 pl

dH,O 4 ul

DNA = 50 ng/ pl 2 ul
TOPLAM 20 pl
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Cizelge 4.7. NCAM genin ¢ogaltiimasi icin kullanilan PCR programi.

Basamak Sicaklik Sure Dongu
Ilk Denatiirasyon 95°C 5 dk. 1
Deanturasyon 95°C 30 sn. 36
Baglanma 53°C 45 sn.

Uzama 72°C 1 dk.

Son Uzama 72°C 10 dk. 1
Sonlandirma 4°C 00 --

Sekil 4.22.NCAM geni PCR orneklerinin agaroz jel gorintusu.

4.2.5.VEGF-A PCR SONUCLARI

- NCAM primerlerin Tr, degeri 57°C.
- Urln Buyukligu: 163 bp.

Cizelge 4.8. VEGF-A genin ¢ogaltilmasi icin kullanilan PCR protokolii

Kimyasal Konsantrasyon Miktar (ul)
Forward Primer 10 pmol/ pl 2 ul
Reverse Primer 10 pmol/ pl 2 ul

2 X PCR master mix | --- 10 pl
dH20 4 ul

DNA =50 ng/ ul 2 ul
TOPLAM 20 pl

Cizelge 4.9.VEGFA genin cogaltiimasi icin kullanilan PCR programi

Basamak Sicaklik Sure Dongu
Ilk Denatiirasyon 95°C 5 dk. 1
Deanturasyon 95°C 30 sn. 36
Baglanma 53°C 45 sn.

Uzama 72°C 1 dk.

Son Uzama 72°C 10 dk. 1
Sonlandirma 4°C 00 --
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Sekil 4.23.VEGFA geni PCR 6rneklerinin agaroz jel goruntisd.
4.2.6. IGFI ve NCAM,; tekrar PCR

- IGF-1 ve NCAM primerlerin Tm degeri 57 oC.
- Urlin Blyuklugu: 204 ve 249 bp.

Cizelge 4.10. Tekrar deneyi icin kullanilan PCR protokoli

Kimyasal Konsantrasyon Miktar (ul)
Forward Primer 10 pmol/ pl 2 ul
Reverse Primer 10 pmol/ pl 2 ul

2 X PCR master mix | --- 10 pl
dH20 4 ul

DNA =50 ng/ ul 2 ul
TOPLAM 20 pl

Cizelge 4.11. Tekrar deneyi icin kullanilan PCR programi

Basamak Sicaklik Sure Dongu
Ik Denatiirasyon 95°C 5 dk. 1
Deantlrasyon 95°C 30 sn. 36
Baglanma 53°C 45 sn.

Uzama 72°C 1 dk.

Son Uzama 72°C 10 dk. 1
Sonlandirma 4°C 00 -
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Sekil 4.24.1GF-1 ve NCAM tekrar deneyi PCR sonugclarinin agaroz jel gorinttsa.
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4.3. QPCR - REALTIME PCR SONUCLARI
4.3.1. IGF-1/ CREB3 MELT QPCR

Melt Curve Chart (Fvs T)
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Sekil 4.25. IGF-I ve CREBS icin erime dereceleri grafigi
Melt Curve Peak Chart (-dF/dt vs T)
het Peak Chart
F I
a00 + §
500 &
700+
600 f
— =
= 500
:’j -
L C
CE 400
= -
300+
200 f —
100 £ I =
cm e e e e e
ik 1.%*"“ = e e
EI;IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
55 B0 B85 70 75 &0 85 a0 as

Temperature, Celsius

Sekil 4.26. IGF-1 ve CREBS i¢in ylkseltgenme tepe noktalari grafigi
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Cizelge 4.12.1GF-I icin erime egrisi analizi (FAM)

Melt Curve Analysis Spreadsheet Data for FAM

Well Well Peak Melt Begin End Begin
Identifier ID temp Temp Temp Edit
Std 1/10 . IGF-1-01.0 85,50 82,00 91,00
Std 1/100 . IGF-1-02.0 85,50 81,50 89,00
Std 1/1000. IGF-1-03.0 55,50 55,00 56,50
NTC . IGF-1-03.1 57,50 56,50 58,50
IGF-1 - 03. IGF-1 - 03.2 59,50 58,50 60,50
IGF-1 - 03. IGF-1 - 03.3 61,50 60,50 63,50
IGF-1 - 03. IGF-1 - 03.4 70,50 67,00 71,50
IGF-1 - 03. IGF-1-03.5 73,00 71,50 77,00
IGF-1-03. IGF-1 - 03.6 78,00 77,00 79,50
IGF-1-03. IGF-1 - 03.7 81,50 79,50 82,00
IGF-1 - 03. IGF-1-03.8 83,50 82,00 84,50
IGF-1-04. IGF-1-04.0 56,00 55,00 58,00
IGF-1-04. IGF-1-04.1 58,50 58,00 60,50
IGF-1-04. IGF-1-04.2 69,00 67,50 70,00
IGF-1-04. IGF-1-04.3 71,50 71,00 73,00
IGF-1-04. IGF-1-04.4 74,00 73,00 74,50
IGF-1-04. IGF-1-04.5 75,00 74,50 78,00
IGF-1-04. IGF-1 - 04.6 83,00 81,50 85,00
IGF-1-05. IGF-1 - 05.0 85,50 81,00 87,50
IGF-1 - 06 . IGF-1 - 06.0 86,00 79,00 87,50
IGF-1-07. IGF-1-07.0 86,00 83,50 87,50
IGF-1-08. IGF-1-08.0 86,00 81,00 87,50
IGF-1-09. IGF-1-09.0 86,00 82,00 87,50
IGF-1-10. IGF-1-10.0 85,50 81,50 87,50
IGF-1-11. IGF-1-11.0 85,50 80,00 87,50
IGF-1-12. IGF-1-12.0 85,50 81,00 92,00
IGF-1-01. IGF-1-01.0 85,50 81,00 91,50
IGF-1-02. IGF-1 - 02.0 85,50 81,00 87,50
IGF-1 - 03. IGF-1-03.0 85,50 81,50 87,50
IGF-1-04. IGF-1-04.0 86,00 82,00 91,50
IGF-1-05. IGF-1 - 05.0 86,00 81,00 87,50
IGF-1 - 06. IGF-1 - 06.0 85,50 82,00 87,00
IGF-1-06. IGF-1-06.1 88,00 87,00 90,50
IGF-1-07. IGF-1-07.0 86,00 81,50 87,00
IGF-1-07. IGF-1-07.1 88,50 87,00 91,50
IGF-1-08. IGF-1-08.0 86,00 81,00 87,50
IGF-1-09. IGF-1-09.0 86,00 81,50 87,50
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PCR Quantification Data

PCR Amp/Cycle Chart
Amplification Chart
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Sekil 4.27. IGF-1 ve CREBS i¢cin PCR dongu grafigi

4.3.2. VEGF-A/ HK1 MELT QPCR
Melt Curve Chart (F vs T)
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Sekil 4.28. VEGFA ve HK1 icin erime dereceleri grafigi
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Melt Curve Peak Chart (-dF/dt vs T)

Melt Peak Chart
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Sekil 4.29. VEGFA ve HK1 icin yukseltgenme tepe noktalari grafigi
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Cizelge 4.13.VEGF igin erime egrisi analizi (FAM)
Melt Curve Analysis Spreadsheet Data for FAM

Well Well Peak Melt Begin End Begin End Peak
Identifier ID temp Temp Temp Edit Edit Desc
Std 1/10 . VEGF - 01.0 80,50 75,00 82,50 75,00
g%ff/loo . VEGF - 02.0 81,00 77,00 8250 77,00
2%6510/1000 : VEGF - 03.0 80,50 78,00 82,50 78,00
82,50
NTC . VEGF - 03.1 85,50 82,50 87,00 82,50
87,00
VEGF - 04 . VEGF - 04.0 74,00 62,50 78,00 62,50
\7/?5((;(!): -04 . VEGF - 04.1 81,00 80,00 83,00 80,00
?/BI)E((;(I): -05 . VEGF - 05.0 81,00 78,00 8250 78,00
3?5(53(!): - 06 : VEGF - 06.0 67,00 59,00 68,00 59,00
S?E(OBCI): - 06 . VEGF - 06.1 74,50 68,50 79,50 68,50
\7/?5(53?: - 06 : VEGF - 06.2 81,00 79,50 83,00 79,50
?/SI;(OBCI): - 06 . VEGF - 06.3 85,50 83,00 88,50 83,00
?/?5(53?: -07 . VEGF - 07.0 81,00 75,50 83,00 75,50
?/BI)E((;(I): -08 . VEGF - 08.0 81,00 78,00 83,00 78,00
?/SI;(()BCI): - 09 : VEGF - 09.0 81,00 77,00 82,50 77,00
3?5(53?: -10 . VEGF - 10.0 85,00 78,00 88,00 78,00
?/?E(OBCI): -11 . VEGF - 11.0 80,50 76,00 82,50 76,00
3?5(53?: -11 . VEGF - 11.1 85,50 8250 87,50 82,50
?/I75(53(|): -12 . VEGF - 12.0 80,50 75,50 8250 75,50
3?5(53?: -01 . VEGF - 01.0 80,50 77,50 8250 77,50
3?5(53?: -02 : VEGF - 02.0 80,50 76,50 82,50 76,50
3?5(53?: -03 : VEGF - 03.0 81,00 76,50 82,50 76,50
3?5(53?: - 04 . VEGF - 04.0 81,00 77,50 83,00 77,50
?/BI)E((;(I): -05 . VEGF - 05.0 81,00 78,00 8250 78,00
3?5(53?: - 06 . VEGF - 06.0 81,00 74,550 8250 74,50
3?5(53?: - 07 . VEGF - 07.0 81,00 77,00 82,50 77,00
3?5(53?: - 08 : VEGF - 08.0 81,00 77,00 82,50 77,00
\Z/zfgz: -09 . VEGF - 09.0 81,00 77,50 8250 77,50
§S)
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PCR Quantification Data

PCR Amp/Cycle Chart

Amplification Chart
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4.3.3. NCAM / ZFX MELT QPCR
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Cizelge 4.14. NCAM igin erime egrisi analizi (FAM)

Melt Curve Analysis Spreadsheet Data for FAM

Well Well Peak Melt Begin End Begin
Identifier ID temp Temp Temp Edit
Std1/10 - 01 NCAM - 01.0 82,50 78,50
85,50
Std1/100 - 02 NCAM - 02.0 83,00 78,50
88,50
Std1/1000 - 03 NCAM - 03.0 83,00 79,00
84,50
NTC NCAM - 04.0 70,50 56,50
76,00
NCAM - 05 NCAM - 05.0 83,00 78,50
89,50
NCAM - 06 NCAM - 06.0 83,00 78,50
86,00
NCAM - 07 NCAM - 07.0 83,00 78,50
86,50
NCAM - 08 NCAM - 08.0 83,00 79,00
86,00
NCAM - 09 NCAM - 09.0 83,00 79,00
87,50
NCAM - 10 NCAM - 10.0 83,00 76,50
85,50
NCAM - 11 NCAM - 11.0 82,50 79,00
84,50
NCAM - 12 NCAM - 12.0 82,50 76,50
87,00
NCAM - 01 NCAM - 01.0 83,00 77,00
88,00
NCAM - 02 NCAM - 02.0 83,00 77,00
88,50
NCAM - 03 NCAM - 03.0 83,00 78,00
85,00
NCAM - 04 NCAM - 04.0 70,50 63,50
76,00
NCAM - 05 NCAM - 05.0 83,00 76,00
86,00
NCAM - 06 NCAM - 06.0 83,00 78,00
87,50
NCAM - 07 NCAM - 07.0 83,00 78,50
91,50
NCAM - 08 NCAM - 08.0 83,00 76,50
85,50
NCAM - 09 NCAM - 09.0 83,00 77,00
86,00
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PCR Quantification Data

PCR Amp/Cycle Chart

Amplification Chart
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4.3.4. REST 2009 ANALIZ SONUCLARI

Relative Expression Results

Parameter Value

lterations 2000

Gene Type Reaction Efficiency Expression
CREB3 REF 0,249 0.966
ZFX REF 0,426 1.035
IGF1 TRG 0,301 1.039
MCAM1 TRG 0.27 1.670
VEGFA TRG 0,407 0.754
Interpretation

Std. Error 95% C.I. P{H1) Result
0,511 - 1,696 0,390 - 13,730 0,948
0.857 -2.913 0.544 - 12.445 0.137
0,379 -1,234 0,283 - 6,037 0,443

40

IGF1 sample group is not different to control group. P{H1)=0,948

NCAM1 sample group is not different to control group. P(H1)=0,137

VEGFA sample group is not different to control group. P(H1)=0,443

Sekil 4.34. Relatif (Goreceli) Ekspresyon Sonuglari

MNon-Normalised Results

Goena Type Reoaction Efficionay
CREB3 HE- 0,249
o RFEF n4a76
1GF1 TRG 0.201
MNCAM1 TRG 027
WERFA TR 0.4an7

Exprossion Std. Error
1475 UESE - 2, JE3S
1 583 N.717 - 4,944
1.587 0.528 - 4,419
2552 1,134 - 5,812
1157 0474 - 3,237

a5% C.I.
025 - 3 B
0081 - 7 /31
024G - 7.121
0,536 7,902

o110 5532

P{H1) Result
U.IAZ.
0483
0.218
0,006

0755

Sekil 4.35. Normalize edilmemis sonuclar (Referans gene karsi hesaplama)
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4.4, GORUNTU ANALIiZ SONUCLARI
4.4.1. IMAGEJ VERILERI

"Gere¢ ve Yontem™ kisimlarinda agiklandigi Gizere yapilan islemler sonucunda
asagidaki veri setleri olusturulmustur.

Cizelge 4.15. Taramasi yapilan alanlar tablosu (Orneklerin veri setleri)

IGF Zone 1{Zone 2|Zone 3|Zone 4{IintDen %ArealSets
Neg Kont. - 1 43.851.143|93,000 1
Neg Kont. - 2 44.294.632]93,771 1
Kontrol — 1 29.360.711.000(66,503 2
Kontrol — 2 22.075.771|52,798 2
Klon -1 11.032.441)73,181 3
Klon — 2 11.674.470|76,749 3
Klon — 3 11.392.967|75,318 3
Klon -4 11.276.522|75,078 3
Klon -5 7.741.132|55,942 3
Klon — 6 9.512.816|65,566 3
VEGF

Neg Kont — 1 46.040.634(96,714 4
Neg Kont — 2 47.755.650(99,901 4
Neg Kont — 3 46.197.210(97,118 4
Neg Kont — 4 47.390.079]99,252 4
Kontrol — 1 22.362.294|54,134 5
Klon -1 35.051.220|77,000 6
Klon — 2 29.749.242|67,875 6
Klon — 3 24.796.719.000(58,781 6
NCAM

Neg Kont. - 1 62.276.644(98,008 7
Neg Klon -1 63.386.935(99,521 7
Neg Klon — 2 61.880.211|97,834 7
Neg Klon — 3 63.247.194(99,352 7
Kontrol — 1 21.784.805|72,990 8
Kontrol — 2 16.498.643.000(57,518 8
Klon -1 12.117.231|79,214 9
Klon — 2 12.180.662|79,843 9
Klon — 3 13.654.378|87,779 9
Klon -4 6.824.697|50,237 9
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Cizelge 4.16. Ham ImageJ verisi, Area %’si beyaz alanlari isaret etmektedir.

Area [Mean [Mode[Min|Max|XM YM BX [BY [Width|Height|Skew [IntDen %Area
1]187500(233873| 255| 0| 255(348527|467530] 44| 86| 694] 774|-3034 43.851.143(93,000
2|187500(236238| 255| 0] 255|596306(476946(232|136] 850| 740|-3274 44.294.632(93,771
3|187500{156590| 255| 0] 255|614975|502743|172|204] 856| 654| -469|29.360.711.000|66,503
4[187500|117737 0] 0] 255|765552|495199(210{174] 924 706| 154 22.075.771|52,798
5] 62500{176519| 255| 0] 255|380320(542450(248|416] 250f 250| -833 11.032.441]73,181
6| 62500(186792| 255| O] 255|368062(306082(236(172|] 250 250{-1051 11.674.470]76,749
7| 62500(182287| 255| O] 255|744996(141682|608| 8| 250 250 -952 11.392.967(75,318
8| 62500{180424| 255| 0] 255|392351|474489|268[348| 250f 250| -913 11.276.522]75,078
9] 62500(123858 0] 0] 255(552213|348413|426[222| 250f 250 57 7.741.132(55,942

10| 62500(152205| 255| 0] 255|642814[410903[512|278] 250| 250| -395 9.512.816(65,566
11]187500(245550| 255 O 255||656016 488602(122(118] 998| 794|-4903 46.040.634(96,714
12]187500(254697| 255 O 255"693008 349631|148(118| 1022] 564 29146 47.755.650(99,901
13|187500(246385| 255| 0] 255|624275[463181| 98| 84| 1052| 774|-5169 46.197.210(97,118
14]187500(252747| 255| 0] 255[429323|451809| 90(120f 846| 670 10522' 47.390.079|99,252
15|187500(119266 0] 0] 255|597631|432793| 70| 78| 1092] 646] 130 22.362.294|54,134
16]187502(186938| 255| 0] 255|467051|506323| 2|108] 989| 810|-1055 35.051.220{77,000
17]186504(159510| 255| 0] 255|566088[354359[190| 72| 796| 602| -519 29.749.242|67,875
18|187502(132248| 255| 0] 255[711253|479959(116]102] 983| 653| -75[24.796.719.000(58,781
19[250000(249107| 255| 0] 255[518040{466725[104| 46| 874| 818|-6355 62.276.644|98,008
200250000(253548] 255| 0] 255|581888|440079|108| 90| 950| 696 13182; 63.386.935[99,521
21/249004|248511] 255| 0] 255|585943(482818(104|122| 1008| 734|-6037 61.880.211|97,834
22(250000(252989| 255| O0f 255|572332|472042|124|106| 920| 742 11201' 63.247.194{99,352
230125000(174278] 255| 0] 255|625775|362881|162| 98] 852| 494 -789 21.784.805|72,990
241125000(131989| 255| 0] 255|693172|554549|178|196] 786] 562| -70(16.498.643.000(57,518
25| 62500(193876] 255| 0] 255|292815(639757|174|514] 250| 250|-1220 12.117.231}79,214
26| 62500(194891] 255| 0] 255|380414|347701|250(224| 250| 250|-1247 12.180.662]79,843
27| 62500(218470] 255| 0] 255|375307|406057|250(284| 250 250|-2038 13.654.378]87,779
28| 62500109195 0] 0] 255|992479|256415|856|132] 250f 250 290 6.824.697(50,237
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4.4.2. SPSS ANALIZLERI
Varyans Homojenligi ve Normal Dagilim Testleri (Explore)

Cizelge 4.17. Dagilim tablosu / Normal dagilima uygunluk, verilerin normal dagilim
gosterdigi ve parametrik testlere uygun oldugu Significance degerinden anlasilabilmektedir.

Case Processing Summary

Cases
Valid Missing Total
N Percent N Percent N Percent
Gruplar 28 100,0% ,0% 28 100,0%
Alanlar 28 100,0% ,0% 28 100,0%
Tests of Normality
Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Gruplar ,167 28 ,045 ,924 28 ,044
Alanlar , 161 28 ,060 ,907 28 ,016

a. Lilliefors Significance Correction

Bagimsiz Orneklem T-Testi (Independent T-Test)
IGF-I

Cizelge 4.18. IGF-I igin degerlendirme tablolar

Group Statistics

Gruplar N Mean Std. Deviation | Std. Error Mean
Alanlar  Kontrol 2 59,6505 9,69090 6,85250
Klon 6 70,3057 8,08037 3,29880

Independent Samples Test

Levene's Test for Equality of

Variances
F Sig.
Alanlar  Equal variances assumed ,025 ,879

Equal variances not

assumed
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Independent Samples Test

t-test for Equality of Means

Mean
t df Sig. (2-tailed) Difference
Alanlar  Equal variances assumed -1,559 6 ,170 -10,65517
Equal variances not -1,401 1,501 ,332 -10,65517
assumed

Independent Samples Test

t-test for Equality of Means

95% Confidence Interval of the

Std. Error Difference
Difference Lower Upper
Alanlar  Equal variances assumed 6,83435 -27,37823 6,06790
Equal variances not 7,60518 -56,36708 35,05675
assumed
VEGF-A

Cizelge 4.19. VEGF icin degerlendirme tablolari

Group Statistics

Gruplar N Mean Std. Deviation [ Std. Error Mean
Alanlar  Kontrol 1 54,1340

Klon 3 67,8853 9,10950 5,25937

Independent Samples Test
Levene's Test for Equality of
Variances
F Sig.

Alanlar  Equal variances assumed

Equal variances not

assumed

Independent Samples Test

t-test for Equality of Means

Mean
t df Sig. (2-tailed) Difference
Alanlar  Equal variances assumed -1,307 321 -13,75133
Equal variances not -13,75133
assumed
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Independent Samples Test

t-test for Equality of Means

95% Confidence Interval of the

Std. Error Difference
Difference Lower Upper
Alanlar  Equal variances assumed 10,51875 -59,00986 31,50719
Equal variances not
assumed
NCAM

Cizelge 4.20. NCAM igin degerlendirme tablolari

Group Statistics

Gruplar N Mean Std. Deviation | Std. Error Mean
Alanlar  Kontrol 2 65,2540 10,94036 7,73600
Klon 4 74,2683 16,48817 8,24409
Independent Samples Test
Levene's Test for Equality of
Variances
Sig.
Alanlar  Equal variances assumed ,410 ,557
Equal variances not
assumed

Independent Samples Test

t-test for Equality of Means

Mean
t df Sig. (2-tailed) Difference
Alanlar  Equal variances assumed -,681 4 ,533 -9,01425
Equal variances not -, 797 3,190 ,480 -9,01425
assumed
Independent Samples Test
t-test for Equality of Means
95% Confidence Interval of the
Std. Error Difference
Difference Lower Upper
Alanlar  Equal variances assumed 13,24248 -45,78127 27,75277
Equal variances not 11,30534 -43,81182 25,78332
assumed
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SPSS Sonuglarinin Degerlendirilmesi

Her ¢ molekilin ICC boyamasinin alan yuzdeleri ortalamalarinin degerlendirilmesi
sonucu Hg hipotezi, p > 0,05 igin (%95); kontrol ve klon plasenta gruplari arasinda istatistiki
anlamh bir fark olmadig1 yoniinde kurulmustur. Significance, yani gecerlilik degerlendirmesi
tim molekdllerde %95 ihtimalle boyanma yiizdelerinin ayni oldugunu ifade etmektedir. Bu
sebeple Hohipotezi kabul edilmekte ve gruplarin ICC (+) alanlarinin ortalamalari tzerinde
anlamh bir fark olmadi§i, diger bir degisle hem klon, hem de normal bireylerin boyanma
miktarlarinin ayni oldugu soylenebilir. Burada analiz yapilirken imajlar siyah-beyaz hale ve
ikili (binary) verileri halinde incelenmektedir. ImageJ programi beyaz alan yizdelerinin
ortalamasini alarak bilgi olusturmaktadir. istatistik yapilirken de boyanmayan alanlar
uzerinden gidilmistir, ancak tersi durum da matemaktiksel olarak dogrudur. Veri seti
tablolarinda sunulan 6rnekler ise %90 Uzeri bicimde beyaz alan icermekte, yani neredeyse
artifaktlar haricinde hi¢c boyanmis alanicermemektedir. Bu analiz i¢in kullanilan kesitler
sadece ICC ile muamele edilmis, negatif olanlar ise antikorlar disindaki asamalara tabi
tutulmustur. Bu sebeple DAB kalintisi vb. boyanmamis alanlarin miktarinda negatif érnekler
icin ylzdesel degisime sebep olmustur. Bu 6rnekler istatistik olarak degerlendirilmemistir.
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5. TARTISMA

1997 yilinda Wilmut ve arkadaslari ilk kez ergin bir canlidan alinan hicreden,
klonlanan bir canhy! dinyaya duyurdular. Bu agiklama gercekten dnemli bir gelisme idi,
SCNT metodu ile artik bir canlinin klonlanmasinin biyolojik olarak mimkin oldugu
anlasiimis oldu. Bununla beraber memeli hiicresinin totipotent oldugu ve klonlamada
kullaniimasi halinde bu 6zelligi gosterebilecegi anlasildi. Klonlanan canli Dolly, niiklear bir
genom ve sitoplazma iceren hiicrenin varliginda meydana getirilmistir (Edwards J.L. ve ark.
2003).

Nklear transfer ile elde edilen embriyolar dondr nukleus ve alici sitoplazma etkilesimi
ile yeniden vyapilanmistir. Sitoplazmik kinaz aktivitesi, MPF, maturasyon promotor
faktorinin kromozomal hasar olusturabilecedi ve yeniden vyapilandirilmis embriyolar
Uzerinde aneuplodi olusturmasi muhtemeldir (Campbell K.H.S. ve ark. 1996). Bununla
beraber transfer edilen hicre igindeki sitoplazma organeller icermektedir, bu organellerden
mitokondriler de genetik materyal tasimaktadir (Ricchetti,M. , Fairhead, C. and Dujon B.
1999) ve bu materyal maternal olarak klonlara aktariimaktadir.

Somatik hicrenin ooplazmanin kontroliini ele almasinin ne sekilde oldugu oldukca
komplekstir. Ooplazmanin yeniden programlanma mekanizmalari hakkinda pek az sey
bilinmektedir. Bu durum da klonlama basarisinin disiik olmasina ve bu durumun nedenselligi
hakkinda ilerleme kaydedememize neden olmaktadir. Ornek olarak Dolly, 277 deneme
sonucunda (%0,3 basari) elde edilmis bir klondur. Klonlama sonucunda yasayan ve gelisimine
devam eden bir soy yaratmak butin prosedirleri degerlendirmek neticesinde mumkin
olmaktadir (Edwards J.L. ve ark. 2003).

Miglino’ya gore klon ve normal plasentalar arasinda mikroskobik ve/veya makroskobik
farklar olabildigi belirtilmistir. Bununla birlikte her plasentadan alinan kesitlerden elde edilen
HE boyama sonuglarinda normal ya da klon plasentalar arasinda mikroskobik bir fark
gozlenmemistir. Sekil 4.1.'de verilmis olan Efe adli ilk canli dogum sonucu meydana gelen
klon canliya ait plasentanin yapisi tikiz ve morfolojisi normal bi¢cimdedir. HE boyamasi
neticesinde nukleus yapilari belirgin, hiicre ve doku sinirlari nettir. Ayni sekilde kontrol
amach alinmis olan Sekil 4.5. ve 4.6.'da bireylerin plasentalarinda da ayni diizgun yapilanma
gozlenmektedir. Sekil 4.2. ile 4.4. klon orneklerinde de 151k mikroskobik olarak kontrol
orneklerinden farkli bir yapi gbzlenmemistir. Isik mikroskobi bulgularina gore plasentomlar,
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interplasentom alanlar, kotiledon yapisi ve interkotiledonal alanlar Miglino’nun bulgularina zit
olarak normaldir (Miglino M. A. ve ark. 2007); bununla birlikte Miglino’nun c¢alismasindaki
umblikal kord anomalilerinin gorilme ihtimali yuksektir, ancak bu konuda calisma

yaptimadigi icin bu konu bulgulandirilmamistir.

Makroskobik olarak plasentalar arasinda gézle gérunen bir farklihga da rastlanmamistir.
Ancak, bu calisma kapsaminda fotograflanarak veya morfometrik analizler yapilarak herhangi
bir degerlendirmede bulunulmamistir.  Kullanilan tim klon plasentalar sezeryan
operasyonunda ve sonrasindaki normal retansiyon islemi esnasinda alinmis, normal
plasentalar ise bltun olarak 6rneklenmistir. Makroskobik olarak umblikal kord'lar tim
bireylerde normalden daha genis gorilmekle beraber 6zellikle, son dogumu gercgeklesen disi
Nilufer ve Kiraz adli klon bireylerde ve erkek klon Efe'de normalden daha kalin olarak

gorilmus ancak detayli degerlendirilmemistir.

Genel olarak, klonlamanin ilk asamasi kaynak htcrenin verici hayvandan temini
seklindedir. SCNT'de kullanilabilecek htcre tipleri farkh farkhdir. Sigirlarda kimiulus
hicreleri, fibroblastlar, grantilosa hiicreleri, meme bezi hicreleri, kas, ovidukt ve uterus hiicre
tipleri kullaniimistir. Bununla birlikte sinir dokuya ait hicreler kullanildiginda gelisim
yaklasik 8. gunde durmaktadir. Bu durum NCAM igeren ve sentezleyebilen Schwan
hicrelerinin SCNT kullanimi ile saptanmistir (Wakayama T., 1998). Plasenta gelisiminde
sinyal tasima gorevi de yapabilecegi dusununulen NCAM molekuli bu yodnden de
degerlendirilmistir (Paratcha, G., Ledda F., Ibanez F. 2003).

Ruminantlar bilindigi Uzere kotiledonlu bir plasentaya sahiptirler ve genis tek bir alan
yerine maternal ve fetal damar sistemlerinin iliskisini saglayan fetal kisimda bir kotiledon ve
maternal kisimda kranunkil bulunmaktadir. Plasentasyonun baslangicinda yani implantasyon
asamasinda trofoblast hucrelerinin gerekli yapisma ortamini hazirlamakta daha yetersiz
olabildikleri gosterilmistir (Farin P.W., Piedrahita J.A., Farin C.E. 2006). Bu hiicreler ayrica
gebelik ile iliskili proteinlerin sentezi ile de iliskilidir (Arnold D.R. ve ark. 2008). IGF-I ve
IGF-1I insiline yapi olarak benzer protein tabiatinda maddeler, VEGF familyasi yine
glikoprotein tabiatinda maddeler ve son olarak NCAM de protein yapisinda olan maddelerdir.
Bu hicrelerdeki anormalliklerin protein sentez mekanizmalarinda sorunlara yol agarak, bu
calismada incelenen maddelerin  miktarlarina etki edebilecegi dusunilmis ancak

bulgulandirilamamamistir (Ravelich, S., 2004). Kotiledonlarin ve interkotiledonal alanlarin

75



saglikh incelenmesi icin drnekler plasentom birimleri halinde alinmis, ek olarak cesitli zarlar

da incelemeye tabi tutulmustur.

Bu faktorler g6z 6nlne alindiginda klonlama calismalarinda karanlik ve ¢ozilmesi
gereken noktalar oldugu anlasiimaktadir. Klonlama asamasindaki sorunlarin giderilmesi icin
cesitli alanlarda calismalar halihazirda devam etmektedir. Yapilan bu calisma kapsaminda
plasental ve fetal gelisime etkisi oldugu bilinen IGF (Fowden, L.A. 2003; Gardner R.L.,
1999), VEGF (Miles, J.R., 2004), NCAM (Takeichi, M.1988; Krueger, N.X., Streuli M. and

Saito H. (1990) etkileri klon ve normal plasentalarda karsilikli olarak bulgulanmistir.

Anadolu Sigirinin - Klonlanmasi  Proje calismasi kapsaminda ise, enukleasyon
uygulanacak olan oositler mezbaha materyali olarak getirilen ovaryumlardan aspirasyon
yontemi ile toplanmis, TL-HEPES medyumunda yikanan oositler, daha sonra maturasyon
medyumunda ve mineral yag ile kapatilarak 16-18 saat % CO2 saglayan inkubatorde 38,5-
39°C’de inkiibe edilmistir. Hoechst 33342 boyasi ile UV isik ve filtre altinda invert
mikroskopta ilk polar body ve metafaz Il plate’i aspire edilmistir. (=15 um i¢ ¢apinda pipet
vasitasiyla). Bu sirada hiicre GO/G1 fazinda durdurulmus bulunmaktadir. Aspirasyondan
sonra ayni mikropipet vasitasiyla DNA kaynagini olusturacak hiicre, oositin perivitellin
bosluguna verilerek TCM-199 ve FCS ile muamele edilerek flizyona kadar inklbe edilmistir.

Yaklasik bir gnlik inkiibasyondan sonra hiicre-oosit kompleksleri 100 mm petri icinde
Zimmermann flizyon medyumuna aktarilir ve iki elektrod arasinda 133V 25-30 ps siresince
fuzyona tabi tutulmustur. Flizyon isleminden 2 saat sonra embriyolar aktivasyon medyumuna
alinmis ve 10 dk. inkiibe edildikten sonra TCM-199, %10 FCS, 5 pg/ml cytochalasin B ve 10
pg/ml cycloheximide iceren medyumda bir saat inkibe edilirler. Daha sorna TCM-199, %10
FCS ve 10 pg/ml cycloheximide igceren % CO;‘e ek olarak O, igceren ortamda inkibasyona
devam edilir ve blastosist asamasina kadar gelisen embriyolar transferine yonelik
hazirlanmaktadirlar (Arat S. ve ark. 2010, 2011).

Bu projede hem Uludag Universitesi, hem de istanbul Universitesi Veteriner
Fakulteleri'nde senkronize edilmis alici ineklere ¢ok sayida blastosist ve nadir de olsa morula
safhasinda embriyo transfer edilmistir. Klon embriyolar TUBITAK MAM Gen Miihendisligi
ve Biyoteknoloji Enstitiisii, Hayvan Genetigi ve Ureme Biyolojisi Laboratuvarr’nda

uretilmistir. Efe icin Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesinde bulunan Boz Irk bogadan;
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Ece, Ecem, Niliifer ve Kiraz icin ise Yalova'daki bir bireyden doku 6rnegi alinarak HGU
laboratuarinda hiicre izolasyonu yapilmis bu hicreler ¢ogaltilarak hiicre bankasina konmak
uzere dondurulmustur.  Hicrelerin bir kismi test edilmek maksadiyla "Anadolu Yerli
Sigirlarinin Klonlanmasi" projesinde DNA kaynagi olarak kullanilmistir. Bu maksatla, HGU
laboratuarinda in vitro olarak olgunlastirilan yumurta hicrelerinin gekirdekleri ¢ikartiimis ve
her yumurta hicresine bir hicrenin cekirdegi verilerek cekirdek transferi gergeklestirilmistir.
Yedi giin boyunca kiltiire edilen klon embriyolar blastosist donemine geldiklerinde tasinabilir
inkiibatér icinde istanbul ve Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi ciftligine gonderilmis ve
orada Universite personeli tarafindan alicilara transfer edilmistir. Bu baglamda 1.U’ne
gonderilmis olan klon embriyolardan 3'U saglikl olarak doguma kadar gelismis ve 6nce Efe,
sonra Ece ve Ecem diinyaya gelmistir. Yine U.U.'e génderilmis olan klon embriyolardan 2’si
saglikh olarak doguma kadar gelismis ve dnce Nillfer, sonra ise Kiraz diinyaya gelmistir. Bu
proje cercevesinde TUBITAK MAM Hayvan Genetigi ve Ureme Biyolojisi Laboratuvari’nda
250’nin uzerinde klon embriyo uretilmis bunlarin bir kismi dondurulmus ve saklanmis bir
kismi ise doguma gelismeleri icin iki Universitedeki alici hayvanlara transfer edilmistir. (Arat
S. ve ark. 2009; 2011).

Literatirde de aktarildigi zere yapilan bu transferler neticesinde zaman zaman
gebelikler olusmus olmakla birlikte ¢cogu gebelik ilk trimesterde sonlanmistir (Hill J.R., ve
ark. 2000). iki gebelik de son trimestere gelmis olmasina ragmen 6l dogum riski sebebiyle
sonlandirilmis, anne de sakrifiye edilmistir. Son olarak ise bir gebelik de mummifiye dogum
olarak gerceklesmis, plasenta ya da buzaginin materyal olarak kullanimi s6z konusu
olmamistir. Bununla beraber proje suresince 5 adet canli buzagl dinyaya gelmistir. Tim
dogumlar sezeryan ile gerceklestirilmis, bir dogumda buzaginin nefes almamasi disinda tibbi
acidan sikintili bir durum olmamistir. Dogum sonrasi bakimlari yapilan buzagilar, 2013

yilinda da yasamlarini stirdirmektedirler.

5 canli dogum neticesinde, bir gebeligin ikiz olmasi nedeniyle tek tasiyici anne tizerinde
toplam 5 adet plasenta elde edilmistir. Bu ikiz plasenta, plasenta asamasinda ayirt edilememis
ve tek bir plasenta gibi degerlendirilmistir. Buna ek olarak daha 6nce gebeligi sonlandirilan
bireylerin ikisinin de (Klon 1 ve Klon 2) plasentalari fikse edilebilmis ve calisma dahilinde
histolojik analizlerde kullanilmistir. Kontrol grubu olusturmasi agisindan 2 normal (veya IVF)
déllenme ve dogum yapmis olan inekten de plasenta alinmis ve ¢alismaya dahil edilmistir.

Normal 6rnekler Holstein irkina sahip, sut amach kullanilan hayvanlardir. Klon olarak
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kullanilan bireyler ise Anadolu Boz Sigir irkina aittir (Arat S. ve ark. 2011).

instilin benzeri biiyime faktorleri IGF-1 ve IGF-II doguma kadarki tim asamalarda
fetus plasenta gelisiminin diizenlenmesinde anahtar rol oynarlar. Bu faktorler plasentay! da
iceren fetal dokularda metabolik, mitojenik ve farkhlastirici etkilere sahiptir. Normal
gebeliklerde IGF-1I'nin ekspresyonu gebeligin ortasindan sonuna kadar IGF-1’den daha
fazladir (Fowden L.A., 2003). IGF-1I’nin normalden dusuk ekspresyonu kugik plasenta ile
sonuclanirken asiri ekspresyonu ise blyilk plasenta ile sonucglanir (Gardner R.L. ve ark,
1999). Sigirlarda klon plasentomlarda IGF-1 ve IGF-II’nin miktari kontroller ile ayni
bulunmustur (Ravelich, S. ve ark, 2004).

Sekil 4.7. ve Sekil 4.8. ayni bolgeden pespese alinmis kesitlerin boyanmasi neticesinde
elde edilmitsir. Sekil 4.7. maternal dokunun negatif kontroll iken, 4.8 ayni dokunun IGF
primerleri ile pozitif boyanmasi sonucu ortaya ¢ikmistir. Net olarak doku ici boya dagilimlari
gorulebilmekte, dokunun siliar tabiattaki distal kesimlerinde IGF-1 boyanmasi daha yuksek
seviyede saptanmaktadir. Sekil 4.11.’deki kontrol grubu canlinin plasentasinda da genis olarak
IGF-1 boyanmasi saptanmaktadir. Sekil 4.9.da tam bir plasentom kesiti Klon 1 bireyinden
alinarak boyanmis ve 6zellikle maternal kisimda daha yogun IGF-1 boyanmasi saptanmistir.
Ravelich’in bulgulariyla bu ¢alisma kapsaminda elde edilen veriler 6rtismektedir.

Cizelge 4.4 ve 4.5'te verilen IGF-1 icin PCR programi ve protokolu neticesinde elde
edilen PCR drinleri jel elektroforezine tabi tutulmus, sekil 4.19'daki jel gorintisi elde
edilmistir. Bu jel goriintlsune gore size marker'in normal kosmus olmasi elektroforezin
basarili oldugunu géstermektedir. Ayrica tam genom pozitif kontrol sigir DNA'sI da jelde
normal acilim gostermistir. Kodlanan ve farkli bélgelerden alinan PCR drlnlerinde ayni kD
miktarinda bantlasma gérulmis ve IGF-I primerinin dogru bolgeyi ¢ogaltarak elektroforezde
bantlasma gosterdigi anlasiimistir. K1IM 6rnekleri fazla miktarda oldugu icin iki tlpte ve iKi
kuyuda kosturulmus ancak birinci 6rnekte bantin silik olmasi manipulasyon hatasi olarak
degerlendirilmistir. Yine K4F 6rnegi bant gostermemis, bunun nedeni de master mix'teki hata
olarak saptanmistir. Daha sonra K4F 6rneQi tekrar PCR’la cogaltilmis ve sonug elde edilmistir
(Sekil 4.22.) Elde edilen molekiler sonuclar literatir kaynaklari ile de uygunluk
gostermektedir (Fowden A., 2003).

PCR ile cogaltilan ve elektroforezde bant gosteren 6rnekler arasinda yikseltgenme
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dongusi acisindan bir fark olup olmadigini saptamak icin érnekler realtime-PCR islemine tabi
tutulmuslardir. Gereg ve Yontem kisminda detayli anlatildigi Uzere kuyucuklara yiiklemeler
yapilmis ve yukseltgenmesi bilinen gen bolgelerine karsi islenmislerdir. Cizelge 4.12'de IGF
icin standartlar ve NTC de dahil olmak Uzere; erime sicakliklari, dongi sayilari bilgileri
verilmistir. Sekil 4.25'de ise PCR amplifiye deQerleri gorsel olarak yorumlanmistir. Bu
sonuglara gore beklendigi Gzere tum klon ve normal plasenta érnekleri, dokunun tipine gore
farkli dongulerde amplifiye olsalar da amplifiye olmayan 6rnek olmamistir. Daha sonra bu
veriler ikincil bir analize REST 2009 ile tabi tutulmuslardir.

Plasentada vaskularizasyon 6nemli bir etkendir ve bu da angiogenesis ile baglamaktadir.
Angiogenesis; vaskiler endoteliyal blytime faktorti (VEGF) ile dizenlenir. Erken plasental
donemlerde immunositokimyasal olarak VEGF protein varligi yiksek miktarlarda
gosterilmistir. Gebeligin ge¢ dénemlerinde de VEGF proteini esas olarak mikrodamarlarda ve
maternal karunkular villuslarda gosterilmistir. Yapilan calismada in vitro ve in vivo retilmis
embriyolardan gelisen yavrulara ait plasentalarda VEGF protein ekspresyonu agisindan fark
bulunmamistir. (Miles, J.R. ve ark, 2004). Sigir klonlama ile ilgili aktarilan bilgiler 6zet
olarak degerlendirildiginde, bazi calismalarda plasentalardaki anomalilerin 6zellikle dogum
oncesinde buzagi kayiplarina neden olabildigi gosterilmistir. Ayrica normal dogumla
sonuglanan bireylerde de bazi anomalilerin oldugu asikardir. Bu calisma kapsaminda
degerlendirilmemis olmakla birlikte bazi umbikal kord anomalileri bahsi gecen 5 bireyde de
g6zlemlenmistir. Umblikal kord anomalilerinin VEGF ile iliskili olabilecegi distndlmekle
birlikte bu calisma kapsaminda umblikal kord Gzerinde VEGF bakimindan inceleme

yaptimamistir.

Yapilan diger bir calismaya gore SCNT sonucu elde edilen klon canlilar ve onlarin
plasentalarinda klinik olarak degerlendirilebilecek bazi anormallikler saptanmistir. Bu
anormalilerin bir kismi gebeligin erken evrelerinde ultrason ile tespit edilebilmektedir. Isik
mikroskobik olarak bakildiginda plasenta gelisimindeki damar bozukluklari VEGF sisteminin
ekspresyon bozukluklari ile iliskilendirilmektedir. VEGF'in eksik sentez edilmesi sonucu
siskin plasentomlar ve bazi gebeliklerde de 6dem olusumu bildirilmistir. Genel olarak SCNT
esnasindaki el mantplasyonlarinin embriyo gelisimine etki ettigi ve bu sonuclari dogurdugu
belirtilmektedir (Arnold D.R. ve ark. 2008).

Klon Efe'de feto-maternal alanda (Sekil 4.13.) yapilan boyamada, gerek damar
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ceperlerinde gerekse de yeni gelisen siliar bolgelerde VEGF boyamasinin yogun oldugu
saptanmistir. Sekil 4.12. gibi negatif kontrol érneklerinde ise counterstain yapilmadi§i zaman
damar yapilarini ayirt etmek bile zordur. Diger 6rneklerde de benzer sekilde damar geperi
daha yogun olarak boyanmakta, yer yer diger doku kisimlarinda benzer boyanmalar
gerceklesmekle birlikte, damar ceperi kadar yogun ICC boyamasi s6z konusu olmamaktadir.
Bu durum da, VEGF ICC boyamasinin dogru bolgeleri hedefledigi ve yalanci boyamaya
sebep olmadigi sonucunu bildirmektedir. Bununla birlikte ven ve arter yapilari igindeki
eritrositler dogrudan DAB ile etkilesime girerek koyu renk almakta ancak bu durum

degerlendirmeler esnasinda saptanarak goz ardi edilmektedir.

IGF-1 gibi VEGF icin de cizelge 4.8 ve 4.9'da belirtilen protokol ve program
uygulanmistir. Bunun neticesinde sekil 4.21'deki jel goruntust elde edilmis olup, tim
orneklerde kiclk gorsel degisiklikler olmasina karsin VEGF PCR drlnlne bagh tek bant
olusmus, bu durum hem primerin spesifik oldugunu gdéstermis, hem de tim 6rneklerde VEGF
bulundugunu ispatlamistir. Bu set icinde tekrar 6rnegine gerek gorilmemistir. Benzer

calismalardaki literattr bulgularla da sonuclar értismektedir (Miles, J.R., 2004).

VEGF icin de beklendigi sekilde RT-PCR sonuglari cizelge 4.13'de verilmis ve sekil
4.30'taki RT-PCR amplifiye grafigine gore yikseltgenmeyen (amplifiye olmayan) herhangi
bir 6rnek bulunmamakta, NTC ise ylkseltgenme gostermeyerek negatif kontol gorevini yerine

getirmistir. Buradan alinan bilgiler de yine REST 2009 programinda analize tabi tutulmustur.

implantasyon ve plasentasyon, ardindan da fetus gelisimi esnasinda maternal ve fetal
tarafta yogun bir hicre profilerasyonu ve differansiasyonu olmaktadir. Bu durumun
kontroliinde protein fosforilasyon mekanizmalari ile sinyal iletimi s6z konusu olmaktadir. Bu
sinyal iletimini saglayan domain’lerde NCAM benzeri adhezyon molekdllerinin varligina
isaret edilmektedir (Krueger, N.X., Streuli M. ve Saito H. 1990). Bununla birlikte sigirlarda

NCAM ve plasenta arasinda yapilmis fazla ¢alisma bulunmamaktadir.

NCAM boyanmasi da plasentom genelinde sekil 4.16'da VEGF gibi damar c¢eperlerinde
yogun olmakla birlikte doku i¢i hicresel alan yayihmi VEGF'den daha yiiksek boyanmayla
gosterilmistir. NCAM hicresel yogunlugun bulundugu kotiledonal bdlgelerde hiicre
yuzeylerinde gozlenmekte, ancak kollajen materyalin daha yogun oldugu bdlgelerde lifler

Uzerinde saptanmamaktadir. Bu durumun liflerin NCAM primer boyasinda afinitesinin disik
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olmasi ile aciklanabilir.

Cizelge 4.6 ve 4.7'de belirtilen protokol ve program dahilinde uygulanan PCR calismasi
neticesinde NCAM PCR drunleri sekil 7.5'te goruldugu gibi gosterilmistir. Ancak 1T
(Normal-total plasenta), 2F1 (2. 6rnek normal fetal plasenta) Orneklerinde bantlasma
saptanmamistir. Maniplasyon hatasi olabilecegi disuntlerek her iki 6rnek 2F drneginin birinci
deneye eklenmeyen ikinci tipu ile (2F2) birlikte tekrar PCR’a tabi tutulmus ve diger IGF-I
ornegi ile jele yuklenmistir. Sonug olarak 2T ve 2F1 6rnegi zayif da olsa bant gostermistir.
2F2 oOrnegi ise daha kuvvettli (parlak) bir bant gostermistir. Ayni materyalin 2 farkl
parlaklikta bant gostermesi aykiri bulunmakla birlikte manipllasyon hatasi olabilecegi g6z
oniine alinarak bant gosteren ornek tzerinden galisma degerlendirilmistir. insan plasentasinda
NCAM ile ilgili calismalar olmasina karsin klon sigir plasentasina tam referans olacak

literatlr bulunamamistir. Benzer baska calismalar incelenerek sonuclar degerlendirilmistir.

Cizelge 4.14 ve sekil 4.33'de gosterildigi Uzere NCAM icin plasenta oérneklerinin
tamami amplifiye olmustur. Ancak sekil 4.33’te g6ze carpan fark;NCAM’in IGF-I ve VEGF
icin oldugundan daha farkli dongllerde gercekleserek amplifiye olmasidir, NTC ise

olmamistir. Yine buradan elde edilen ¢iktilar REST 2009 programinda analiz edilmistir.

Bu calisma kapsaminda daha 6nce yuksek lisans tezleri kapsaminda ¢ok kullanilmayan
goruntl sayisallastirmasi teknikleri ve ciktilarinin istatistiki degerlendirmesi yapilmistir.
Sonug olarak elde edilen gorsel ya da sayisal bilgi, belli normalizasyonlara tabi tutulup, en
optimize bicimde degerlendirilmis ve istatistik olarak anlamli sonuglar ortaya konmaya
calistimstir.

Cizelge 4.15.de tanimlandigi tzere IGF-1, VEGF ve NCAM ig¢in negatif kontroller
(primer antikor ile isaretlenmeyenler), klon plasenta 6rnekleri ve normal plasenta Grnekleri
islenmistir. IGF-I icin 2 negatif kontrole karsilik, 2 normal kontrol, 6 tane de klon plasenta
ornegi; VEGF icin, 4 negatif kontrol, 1 normal kontrol ve 3 klon plasenta 6rnegi, NCAM icin
4 negatif kontrol, 2 normal kontrol ve 2 klon plasenta 6rnegi olmak Uzere her drnekten 3
rastgele 250 x 250 piksel (62.500 px*x1 ve 62.500 px*x 3 - 187.500 px®) alan secilip,
boyanmamis alan g6z ardi edilerek Efford'a gore Java™ temelli NIH ImageJ yazilimi ile
analiz yapilmistir (Collins, T.J. 2007; Efford, N. 2000). Bu analiz sonucuna goére yizde

boyanmayan alan farkindan gidilerek boyanan alan Uzerinden hesaplama yapiimistir. Bu
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verilerden veri setleri olusturulmak suretiyle normal dagilim ve varyans homojenligi aranarak,
saptanmis daha sonra her bir molekl icin Cizelge 4.18, 4.19 ve 4.20'de bagimsiz érnekler icin
T testi analiz sonucuna gore normal ve klon plasenta ICC boyanmalari arasinda %95 gliven
araligi dahilinde istatistiki bir fark bulunmamaktadir. Literatir bilgilerle de bu sonug

ortismektedir.

Her ¢ molekilin RT-PCR sonuglarinin ¢iktisi olan OPD dosyasi Qiagen firmasinin
yazilimi olan REST 2009 programina girdi olarak verilmis ve gerec-yontem kisminda
aciklandigi tzere 2000 iterasyon Uzerinden kontrol ve klon plasenta gruplari ekspresyon
miktarlari arasinda fark olup olmamasina yonelik degerlendirilmislerdir. Buradan elde edilen
sonuclara gore her t¢ molekul de; IGF-1, NCAM ve VEGF klon grubu sabit olmak (zere
kontrol grubu olan normal dogum plasentalarindan farksiz bulunmustur. istatistiki olarak
given araligi %95, belirtildigi Gzere 2000 tekrar ile CREB3 ve ZFX gen bdlgelerine karsl

islenerek sonuclandiriimistir.
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6. SONUCLAR

Bu calisma icin yola ¢ikildiginda klon plasentalari ve normal plasentalar arasinda
histolojik ve molekiler yonden farkhliklar olup olmadigi IGF-I, VEGFA ve NCAM
yonunden saptanmis, yine literatirde bu tarz calismalar bulunan calismalarla
karstlastiriimistir. Calismalardan elde edilen sonuglar farkhihk gdstermektedir. Burada
tartisilarak ortaya konmak istenen husus, yapilan klonlama ¢alismasi neticesinde canli kalan
ya da gebeligi sonlandirilan bireylerin plasentalari ile normal bir plasenta arasinda IGF,
VEGF ve NCAM molekillerinin  mRNA kopyalarinin yeter seviyede var oldugu
belirlenmistir bunlarin sonucunda gebelik ve plasenta gelisim durumuna etkisinin olmadigi ya
da elde edilen veriler 1511 altinda istatistiksel bir etkisinin olmadigi gosterilmistir. . Yapilan
calisma plasenta gelisiminde etkisi oldugu literatir bilgilerle sabit olan Gi¢ 6nemli molekdlin,
hem histolojik, hem de molekdler yontemler ile analizini icermektedir. Bu calismalarin hepsi

birbirinin saglamasini yapar mahiyettedir.

IGF, VEGF ve NCAM familyalarinin plasentada dagilimlarini gérmek icin mRNA
Uzerinden gitmek gerekmektedir, buradan PCR sonucu elde edebilmek icin cDNA Kiti
kullaniimis ve neticede PCR’da Urinlerin varliklari hem jel elektroforezinde, hem de realtime
PCR ile sayisal olarak elde edilmistir. Bu molekiiler sayisal verilerin her ikisi de birbirini
konfirme eder durumdadir. Her iki sonucta da kontrol ve klon gruplari arasinda bir fark
olmadigi adi gegen molekillerin  mRNA'sinin  bulundugu, dolayisiyla plasentada
sentezlendikleri ve islevsel olduklari sonucuna ulastlabilir. Bununla beraberolumsuz bigcimde
sonuclanan gebeliklerde dahi saptanan IGF, VEGF ve NCAM varliklari sorunun bu
molekillerden kaynaklanmadigini ispat etmektedir. Daha sonra yapilabilecek klonlama
calismalarinda saglam ve saglikli fiziksel kosullara sahip plasenta elde edilmesi halinde bu
plasentalar Uzerinde de IGF, VEGF ve NCAM molekdllerinin reseptorleri ile ilgili bir calisma
yuratdlebilir. Bazi fizyolojik olaylarda maddenin sentezlenmesi, onun her sekilde islevsel
olduguna isaret edemez, ona islev kazandiracak reseptdrin bulunmamasi halinde madde

ortamda islevsil kalacaktir. Bu durum, bu ¢alismanin belirsizligini olusturmaktadir.

Histolojik olarak yaklasildiginda ise molekiler sonuclardaki verileri teyit eder nitelikte
sonuglara ulasiimistir. Beklendigi tizere NCAM ve VGEF-A damar ve endotel yakinlarinda
agirlikhi olarak bulunmasina karsin, IGF-1 genel olarak dokuda yogun miktarda tespit
edilmistir. Ozellikle total plasenta drneklerinin fetal yiizlerindeki siliar yapilar tizerinde her (g

moleklliu de izlemek mumkindir. Bu ICC boyamalarindan da yola ¢ikilarak gésterimin
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sayisallastirilarak da teyit edilmesi arzusu dogmus ve neticede NIH ImageJ programi ile
goruntilerin islenmesi ve bilimsel bir calismada istatistiki yaklasimin gerekliligi sonucu,
gorsel veriler, sayisal olarak gevrilmis, islenmis ve sonug olarak ortaya net bir farksizlik

konmustur.

Tum bu verilerin ve sonuclarin 1s1g1 altinda denilebilir ki, elde edilmis 5 klon canlinin
ve cansiz operasyonla sonuglanan bireylerin plasentalarinda IGF-I, VEGF ve NCAM
yoénunden yapi ve isleve donik bir fark bulunmamakta ve plasentalarin standartlari normal
plasentalarla bu yonden Ortusmektedir. Tum diger faktorler baska calismalarla

degerlendirilmeli ve sonuglar ihtiya¢ halinde tekrar edilebilmelidir.
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