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OZET

Amac¢: Bu calismada sigcan embriyo kiiltiirlinde hipoksinin nérogenezis ve
anjiogenezis iizerine olan olumsuz etkisinin eritropoietin (EPO) ile degisimi ve EPO-
vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) iliskisinin belirlenmesi amaglanmistir.
Yontem ve Gerecler: Calisma biri kontrol dordii deney grubu olmak iizere toplam 5
grup lizerinde gergeklestirildi. Kontrol grubunda sadece Whole rat serum (WRS:
total rat serumu) kullanildi. Hipoksi grubu WRS’deki embriyolara hipoksi (1. ve 2.
giin %5, 3. giin %40 oraninda O2 ig¢eren gaz karisimi) uygulandi. Hipoksi olusturulan
embriyolarin ortamina EPO1 grubunda 200U/ml, EPO2 grubunda 100U/ml, EPO3
grubunda 50U/ml rekombinan insan eritropoietini (rHuEPO) ilave edildi.

Kontrol grubuna hipoksi olusturulmadi ve EPO verilmedi. Morfolojik skorlama
sistemine gore 11,5 gilinliik embriyolarin gelisimleri mikroskop altinda
degerlendirildi. Embriyo beyin dokusunun ekstraksiyonunda real-time RT-PCR ile
VEGFR-1, VEGFR-2 ve VEGFR-3 mRNA ekspresyonlar tespit edildi.

Bulgular: Toplam morfolojik skor, vitellus kesesi ¢api, embriyo bas-ki¢ uzunlugu
ve somit sayis1 esas alinarak yapilan morfolojik skorlama degerlendirmesinde
kontrol grubu ile deney gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkliligin

oldugu goriildii (p<0.05, Tablo).
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Hipoksi+EPO grubu

Degiskenler | Kontrol Hipoksi EPO1 EPO2 EPO3 P
(n:10) (n:10) (n:10) (n:10) (n:9) degeri

Total 55.3047.22 | 23.0¢4.61 a | 36.20£5.07 | 19.70+5.07 | 28.10+13.5 | <0.05

morfolojik a,b a,c a

skor

Somit sayis1 | 22.10+3.78 | 10.30+3.59 | 15.29+2.30 | 8.10+2.55 11.56£5.70 | <0.05

a a,b a,c a

Ortalama 5.70+0.38 5.08+0.66 4.36+1.20 5.02+0.85 | 4.70+0.54 | <0.05

Vitellus a

kesesi ¢ap1

Bas-ki¢ 4.84+0.63 2.78+0.58 a | 2.69+0.41 a | 2.48+0.33a | 2.91£0.46 | <0.05

uzunlugu a

a p<0.005; kontrol grubu ile kiyaslandiginda ¢ p<0.005; EPO1 grubu ile kiyaslandiginda
b p<0.005; hipoksi grubu ile kiyaslandiginda

VEGF reseptorii 1 (VEGFR-1), VEGFR-2, VEGFR-3 ekspresyonlar1 agisindan

bakildiginda kontrol grubu ile hipoksi grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

fark yoktu (p>0.005). Hipoksi grubu ile deney grubu karsilagtirildiginda; VEGFR-1

degerleri agisinda gruplar arasinda fark yok iken EPO1 grubunun VEGFR-2 ve

VEGFR-3 degerleri hipoksi grubundan istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksekti
(p<0.05, Sekil).
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Sonug¢: Bulgular hem embriyo ve beyin gelisiminde hem de anjiogenezisde, daha
ziyade lenfanjiogenezisde gorev yaptig diisliniilen VEGFR-3 dahil olmak iizere her
ic VEGF reseptoriinin de rol oynadigim1 gdstermistir. Ilaveten VEGF’in
anjiogenezisde oldugu kadar nérogenezisde de etkili oldugunu ve EPO ile karsilikli
etkilesim gostererek viicudun hipoksiye karsi endojen bir savunma sistemi olarak

gorev yaptigini gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Embriyo kiiltiirii, Eritropoietin, Vaskiiler Endotelyal Biiyliime

Faktoru
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THE EFFECTS OF ERYTHROPOIETIN TREATMENT
ON EMBRYO DEVELOPMENT AND VEGF RECEPTOR
EXPRESSION IN HYPOXIC EMBRYO CULTURES

ABSTRACT

Aim: The aim of this study is to evaluate the alteration with erythropoietin (EPO) of
adverse effect of hypoxia on neurogenesis and angiogenesis in rat embryo cultures
and correlation of EPO and vascular endothelial growth factor (VEGF).

Materials and method: Our study was performed on four experimental groups and
one control group. WRS (Whole rat serum) was used in control group. WRS’s
embryo was made hypoxic in hypoxia group (1. and 2. day 5%, 3. day 40% oxygen
gassing system). Recombinant human erythropoietin (rHUEPO) was added 200U/ml
in EPO1 group, 100 U/ml in EPO2 group, 50 U/ml in EPO3 group. Control group
was not hypoxic and did not add EPO. Embryos that is 11,5 day were evaluated
under the light microscope as a morphological scores system. VEGFR-1, VEGFR-2,
and VEGFR-3 expressions were investigated with Real-Time PCR in rat embryo
brain tissue.

Results: Morphologic scoring system done using total morphologic score, yolk sac
diameter, crown-rump length and somite number revealed retardation in all
experimental groups when compared to control. This developmental retardations

were statistically significant (p<0.05, Table)
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Hypoxia+EPO groups

Variable Control Hypoxia EPO1 EPO2 EPO3 P
(n:10) (n:10) (n:10) (n:10) (n:9) value

Total 55.30+7.22 | 23.0+4.61 a | 36.20+5.07 | 19.70+5.07 | 28.10+13.5 | <0.05

morphologic a,b a,c a

score

Somit 22.10£3.78 | 10.30£3.59 | 15.29+2.30 | 8.10+2.55 11.56£5.70 | <0.05

number a a,b a,c a

Yolk sac 5.70+0.38 5.08+0.66 4.36+1.20 5.02+0.85 | 4.70+0.54 | <0.05

diameter a

Crown- 4.84+0.63 2.78+0.58 a | 2.69+0.41 a | 2.48+0.33a | 2.91£0.46 | <0.05

rump length a

a p<0.005; compared with control group
b p<0.005; compared with hypoxia group

¢ p<0.005; compared with EPO1 group

VEGFR-1, VEGFR-2, VEGFR-3 expressions did not display any significant

differences between control and hypoxia group (p>0.005). Compared hypoxia and

control group, there was not significant differences between groups but VEGFR-2

and VEGFR-3 expressions were significantly higher in EPO1 group than hypoxic

group (p<0.05, figure).
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Conclusion: Our findings showed that each of the VEGF receptors, including
VEGFR-3 thought to function predominantly lymphangiogenesis, play a role in both
embryo-brain development and angiogenesis. In addition, VEGF is effective in
neurogenesis as in angiogenesis, and functions as an endogenous defense system

against hypoxia interacting with EPO.

Key words: Embryo cultures, Erythropoietin, Vascular Endothelial Growth Factor
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GIRIS ve AMAC

Sicanlarda organogenez donemi 9,5-11,5 giinler arasidir. Bu donemde yapilan
embriyo Kkiiltiiri teratojenik etkenlerin tespiti disinda anjiogenez ve ndrogenez
mekanizmalarim1 6grenme agisindan 6nem arz etmektedir. Organogenez siiresince
hipoksiye c¢ok kisa donemde bile maruz kalmanin embriyonun biiylime ve
gelismesini bozabilecegini, hipoksinin hem biiyiime hem de farklilagsma {izerinde
etkisi oldugunu ortaya ¢ikarmislardir. Giinlimiize kadar embriyo kiiltiiriinde hipoksi
olusturulan ¢ok az calisma bulunmaktadir.

Eritropoietin (EPO) oncelikle eritroid progenitdr hiicrelerin ¢ogalmasini ve
farklilasmasini saglayarak eritroid hiicre tiretimini uyarir. EPO ve reseptorii (EPO-R)
gelismekte olan embriyo ve fetiiste yaygin olarak bulunmaktadir. EPO’nun gelisimin
ertken donemlerinde genel bir morfogen ve norogenez uyaricist oldugu
diistiniilmektedir. EPO-R’niin embriyogenezde yoklugu ndral progenitdr hiicre
sayisinda ve ndron gelisiminde azalma ve noronal apopitozda artma saglamaktadir.
EPO ve EPO-R olmayan farelerin eritropoiez olmadigindan 13,5 giin civarinda
oldiigii fakat eritropoez etkilenmeden 6nce noroepitelin inceldigi, apopitozun arttigi
ve beyin biiylikliigiiniin azaldig1 goriilmiistiir. Ayrica bu farelerde 10,5 giinliik iken
olmas1 gereken noral tiip kapanmasi gerceklesemez. Bu durum EPO ve EPO-R’iin
erken beyin gelisimindeki 6nemini gostermektedir.

EPO ve EPO-R insan fetiisiinde yaklagik 5. hafta civarinda santral sinir sisteminde
ekspre edilir ve 8-24 haftalarda gittikge artar. Fetal karaciger ve eriskin bobreginde
EPO iiretimine ek olarak beyinde astrosit ve noronlarda da EPO firetilir. Hipoksiye
cevap olarak beyinde endojen EPO artis1 EPO’nun beyinde korumayi saglamak igin

parakrin ve otokrin rolii oldugunu gostermektedir. /n vitro olarak hipoksi, in vivo ise
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anemi EPO ve EPO-R ekspresyonunu uyarmakta ve hassasiyetlerini arttirmaktadir.
Hipokside endojen EPO artis1 hipoksi ve iskemi tedavisinde EPO kullanimini
giindeme getirmistir.

Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) anjiogenez, damar gegirgenliginde
artis1 ve glial hiicre ¢ogalmasinda rol oynamaktadir. Son yillarda yapilan ¢alismalarla
noron korunmasinda ve nérogenezde de katkisi oldugu aciga ¢ikarilmstir.

Sican hipokampal noron kiiltiirlinde hipoksi ile indiiklenen faktor-loo (HIF-1a)
aracilig1 ile noronlarda, mikroglial hiicrelerde, makrofajlar ve endotel hiicrelerinde
VEGF ekspresyonu artmaktadir. VEGF iskemi sonrasi anjiogenezi sagladigl igin
beyin dokusunu iskemiye kars1 korumaktadir. Hipoksi sonrast EPO’nun ana hedefi
noronlar; VEGF’in ise endotel hiicreleridir. EPO ve VEGF’in karsilikl etkilesimleri
ve glial hiicreler iizerindeki etkileri tam olarak agiga ¢ikarilamamustir.

EPO’nun VEGF/ VEGF reseptor sistemi aktivasyonu araciligi ile endotel hiicrelerini
dolayh olarak etkiledigi in vivo ve in vitro yapilan ¢aligsmalarda gosterilmistir. EPO
giiclii bir anjiogenik faktor olan VEGF ile sinerjistik etki gosterir ve ikisinin de etki
gostermesinde hipoksi 6nemli rol oynar.

Bu ¢alismanin amaci, anjiogenez ve ndrogenezin anlasilmasina olanak saglayan in
vitro embriyo kiiltliriinde hipoksi sonrasi verilen EPO’nun hem embriyo gelisimine
hem de beyin VEGF reseptor ekspresyonlari {izerine etkisini arastirarak EPO ve

VEGEF etkilesimini ortaya ¢ikarmaktir.
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GENEL BIiLGILER

IN VITRO SICAN EMBRiYO KULTURU

Embriyo kiiltiir teknigi 30 yildan beri toksikolojik tarama, embriyoloji ve teratoloji
alanindaki temel biyolojik mekanizmalarin tespiti i¢in kullanilmaktadir. Erken
embriyogenezis doneminde (9-11 gilin arasi) postimplantasyon embriyo kiiltiirii
standart bir metot haline gelmistir (1-8). Memeli embriyolari arasinda 6zellikle sican
ve fare embriyosu diger tiirlerden daha fazla tercih edilmektedir. Embriyo kiiltiir
calismalarinda yaygin olarak ksenobiyotikler (9,10), ilaglar (11-15), kimyasal ajanlar
(16,17) ve normal embriyonik biiylime ve gelisme iizerine etkili mekanizmalar

arastirilmistir.

New ve arkadaglart memeli embriyo kiiltiiriinii baslangictan organogenezisin bittigi
kritik gelisim donemine kadar basarili bir sekilde gerceklestirmislerdirm (1). Total
protein igeriginin tespiti ile gdsterilmistir ki kiiltiirdeki biliylime in vivo biiyiime ile
benzerdir. Fonksiyonel plasenta olmamasi nedeniyle ekstremite olusumundan
sonraki biiylime daha azdir. Bununla birlikte basarili bir embriyo kiiltiirii ile kardiyak
cikintinin olusmasi, miyofibrilogenezis ve beyin olusumu gibi 6nemli gelisimsel

basamaklar basar1 ile gosterilmektedir (3).
In Vitro Kiiltiir Sistemlerinin Onemi

Teratojenlerin ve ilaglarin etkilerinin 6nceden belirlenebilmesi ve dogumsal
malformasyonlarin etkilerinin daha erken saptanabilmesi i¢in hayvan deneyleri 6nem
kazanmistir. Bu amagla da in vivo ve in vitro caligmalar baglatilmistir (2,5,8).
Embriyo kiiltiir metodu teratojenik etkileri, organogenezis donemindeki anjiogenezis

ve norogenezisi gosterme bakimindan miikemmel bir tekniktir.
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Sicanlarda embriyonik gelisimin 9,5.-11,5. glinleri aras1 organ taslaklarinin gelistigi
donemi (organogenezis donemi) kapsamaktadir. Sican embriyo kiiltiiriinde
ndrogenezis, gliogenezis ve ndronal migrasyon degerlendirilmesi i¢in en uygun 11.
giin, ekstremite gelisiminin degerlendirilmesi i¢in 14-15. glindiir. Bu donem insanlar
icin gelisimin 15.-60. gilinleri arasina denk gelmektedir. Bu donemde teratojenlere
maruz kalmak malformasyonlara sebep olabilirken daha erken donemlerde maruz
kalmak ise gebeligin sonlanmasina neden olur. /n vivo test ile karsilastirildiginda
canli hayvanlar {izerinde calisilmadigi, daha ucuz ve hizli oldugu i¢in daha iistiin
ozelliklere sahiptir (5). Embriyo kiiltir metodunda malformasyon ve embriyo
toksisitesi olusturmasi bakimindan maddelerin direkt serum konsantrasyonlar1 test
edilebilir ve insandaki serum konsantrasyonlarina uygun hale getirilebilir.
Dezavantaj olarak bakildiginda ise in vitro test embriyogenezisin sinirli bir donemini
icerdigi i¢in kisith bir zaman dilimini gostermektedir. /n vitro testler i¢inde yanls
negatiflik problem olarak goziikmektedir. Bu durum talidomit faciasi ile ortaya
cikmistir. Talidomit tavsan ve insanlar i¢in terotejenik olan fakat sican ve farelerin
icin teratojenik olmayan indeks bir kimyasal olarak 6nemini korumaktadir (9-15).
Embriyolarda /n Vitro Biiyiime ve Gelismenin Degerlendirilmesi

Embriyonun biliyiime ve gelismesini kantitatif olarak hesaplamada tanimlayici
parametreler kullanilmaktadir. Van Maele-Fabry ve ark. (1990)’nin morfolojik
skorlama sistemi Brown ve Fabro (1981)’nun skorlama sisteminin modifikasyonu
seklindedir (18). Bu degerlendirmede genel olarak biiyiime degerlendirmesi i¢in, bag-
ki¢ uzunlugu; farklilagsma i¢in somit sayisi; gelisme i¢in embriyo fleksiyonu basta
olmak iizere On/orta/arka beyin, kaudal ndral tiip, optik ve olfaktor sistem, maksiler
ve mandibuler ¢ikinti, brankiyal ark ve 6n ile arka ekstremiteler degerlendirilir (18).
Bu sistem kullanilarak sican gebeliginin 10, 11, 12 ve 13. giinlerinde ¢ikartilan
embriyolarda 17 morfolojik 6zellige bakilmaktadir. Gelisim sathalarma 0 ile 5
arasinda degisen puanlar verilmistir. Bu parametreler sunlardir:

Vitellus kesesi damarlanmasi; damar olusmaz veya kan adaciklar1 olusursa 0 puan,
ektoplasental kon etrafinda kan adaciklar1 olusursa 1 puan, vitellus kesesi {izerinde
birka¢ ince damar olusursa 2 puan, vitellus kesesinde damar ag1 olusursa 3 puan, ana
damardan ¢ok sayida ince dallar ¢ikiyorsa 4 puan, vitellus kesesi sap1 oblitere olup

vitellin arter ve ven ayriliyorsa 5 puan verilir.
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Allantois; eksosdlomda allantois serbest olarak goriiliirse 0 puan, allantois koryon ile
kaynasmis ise 1 puan, umblikal dolasim olusursa 2 puan, umblikal ve vitellin

damarlar aorttan ayrildigi goriiliirse 3 puan verilir.

Fleksiyon; ventral olarak konveks ise 0 puan, Y oraninda rotasyon varsa 1 puan,
2’1ik bir rotasyon varsa 2 puan %4’liik rotasyon varsa 3 puan, dorsal olarak konveks

ise 4 puan, tamamen katlanirsa 5 puan verilir.

Kalp; endokardial yap1 goriiniirse O puan, kalp goriinliyorsa 1 puan, kalp S harfine
benzer tiip seklinde ise 2, atrium ve ventrikiil arasinda bir bélme olusmus ise 3, kalp

lic bolmeye ayrilmis ise 4 ve kalp dort bolmeye ayrilmig ise 5 puan verilir.

Kaudal néral tiip; noral tabaka veya noral katlant1 olugsmus ise 0 puan, ndral tabaka
kapanmis ancak noral katlanti ile birlesmis ise 1 puan, noral katlanti 4-5 somit
seviyesinde birlesmis ise 2 puan, arka ndropor sekillenir ancak acik ise 3 puan, arka

ndroporda kiiciik bir aciklik var ise 4 puan, arka néropor kapali ise 5 puan verilir.

Arka beyin; noral tabaka olusmus ise 0 puan, V-seklinde noral katlant1 varsa 1 puan,
noral katlant1 U-seklinde ise 2 puan, 6n ndropor olugsmus ancak agik ise 3 puan, 6n
ndropor kapali, rombensefalon sekillenmis ise 4 puan, dordiincii ventrikiiliin agik st

kenariyla pons birlesmis ise 5 puan verilir.

Orta beyin; noral tabaka veya mezensefalik beyin katlantis1 varsa 0 puan, V-
seklinde noral katlant1 varsa 1 puan, U-seklinde noral katlant1 varsa 2 puan, kismen
mezensefalik katlant1 birlesmis ise 3 puan, tamamiyle mezensefalon birlesmis ise 4

puan, mezensefalon ve rinensefalon arasinda bir bolme varsa 5 puan verilir.

On beyin; noral tabaka olusmus ise 0 puan, V-seklinde néral katlanti varsa 1 puan,
U-seklinde noral katlanti varsa 2 puan, prosensefalik katlant1 kismen birlesmis ise 3
puan, prosensefalon tamamen birlesmis ise 4 puan, telensefalik evaginasyon

gorliniirse 5 puan verilir.

Otik sistem; herhangi bir belirti yoksa 0 puan, diiz bir otik primordium varsa 1 puan,
otik cukur varsa 2 puan, otik vezikiil kapali ancak epidermisten ayrilmamis ise 3
puan, otik vezikiil epidermisten ayrilmis ise 4 puan, otosit dorsale yerlesmis ise 5

puan verilir.

Optik sistem; herhangi bir belirti yoksa 0 puan, sulkus optikus varsa 1 puan, optik

primordium uzamis ise 2 puan, optik primordium oval sekilli ise 3 puan, primer optik
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vezikiil olusmus ve optik sap acik ise 4 puan, lens tabakasi olusmaya baslamis ise 5

puan verilir.

Olfaktor sistem; herhangi bir belirti yoksa 0 puan, olfaktor tabaka varsa 1 puan,

olfaktor tabaka ¢evrelenmis ise 2 puan, olfaktor ¢ikinti belirgin ise 3 puan verilir.

Brankiyal ark; brankiyal bar gériinmiiyorsa 0 puan, bir tane brankiyal bar varsa 1

puan, iki tane brankiyal bar varsa 2 puan, ii¢ tane brankiyal bar varsa 3 puan verilir.

Maksiller ¢ikinti; rudimental bar kafanin 6n kismiyla birlesmis olarak goriiniiyorsa
0 puan, rudimental bar kafanin 6n tarafindan ayrilmis ise 1 puan, brankiyal bar ile
maksiller ¢ikint1 arasinda igeriye dogru bir ¢ikinti olursa 2 puan, mandibular ¢ikinti

ile 6n beyin arasinda bir tabaka olusursa 3 puan verilir.

Mandibular c¢ikinti; herhangi bir sey goriinmiiyorsa 0 puan, mandibular ¢ikinti
ventral kenar boyunca ayrilmis ise 1 puan ventral kenarlar birbirine temas ediyorsa 2

puan, bu kenarlar birlesmis ise 3 puan verilir.

On ayak; herhangi bir sey olusmamus ise 0 puan, 9 ila 13 somit seviyesinde disariya
dogru bombelesme varsa 1 puan, 6n ayak tomurcuklanmig ise 2 puan, 6n ayak

tomurcugu kiirek seklinde ise 3 puan verilir.

Arka ayak; herhangi bir sey olugsmamis ise 0 puan, 26 ila 30 somit seviyesinde
disartya dogru bombelesme varsa 1 puan, arka ayak tomurcuklanmis ise 2 puan, arka

ayak tomurcugu kiirek seklinde ise 3 puan verilir.

Somitler; somit sayis1 0 ila 5 arasinda ise 0 puan, 6 ila 10 arasinda ise 1 puan, 11 ila
15 arasinda ise 2 puan, 16 ila 20 arasinda ise 3 puan, 21 ila 25 arasinda ise 4 puan, 26

ila 30 arasinda ise 5 puan verilir.

Her bir embriyo icin skorlarin toplam sayisal degeri morfolojik skor olarak
degerlendirilir. Embriyo kiiltiir deneylerinde morfolojik skorlama sistemin kullanimi

embriyonik gelisimin ayrintili indeksini vermektedir (3,4,18).
EMBRIYONIK GELISIM
Erken Donem Embriyonik Sican Gelisimi

Sicanlardaki gebelik siiresi 21-22 giin siirerken insanlarda bu siire 267 giindiir.
Cleavage (yariklanma) ve blastula safhalar1 benzerlik gosterirken blastosist

safhasindan sonra sigan embriyo gelisimi bazi yerlerde farklilik gosterir (6,8).
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Sican embriyosu 4,5 gilinlilkken anne rahmine yerlesir ve embriyonik silindir (egg
cylinder) olusturmak i¢in gelismeye baslar. Embriyonik silindir 5,5 giinliik iken
embriyonik ve ekstraembriyonik kisimdan olusur. Embriyonik kisim olan epiblast
fetus olusumunu, visseral endoderm ve embriyo dis1 ektoderm ise plasenta gibi
extraembriyonik yapilarin olusumunu saglar (6).

Embriyo 10,5 giinliikkken fark edilebilir yapidadir. Noral krest, kas-iskelet sistemi,
kalp, On barsak ve karaciger tomurcuklar1 ile somitler (7-9 arasinda)
belirginlesmistir. Buna ek olarak allantois eksosdlom karsisinda gelisir ve
ektoplasental kon ile birlesir. Bu zamanda, embriyo ventral olarak konveks olup
hemen katlanmaya baslar ve kuyrugu kivrilir. Biikiilme 10. giinde embriyonun
amniyotik kavite tarafindan g¢evrelenmesiyle baslar ve embriyo 11,5 giinliikken
tamamlanir. Embriyo amniyon kesesi i¢inde katlandig1 i¢in amniyon embriyonun
etrafin1 ¢evreler ve aymi zamanda etrafinda vitellus kesesi gelisir boylece hem
amniyon hem de embriyo tamamen vitellus kesesi i¢inde yer alir. Sigan embriyosu
12,5 giinliikken biitiin organlar belirgindir ve bu durum insanlarla karsilastirildig:
zaman 8. haftaya denk gelir. Ayn1 zamanda embriyo, korio-allontoik plasenta ve
damarlanmis vitellus kesesi plasentasi olmak iizere iki plasentaya sahiptir. Allantoik
plasenta gebeligin son safhasinda ©Onemli olmasina ragmen, vitellus kesesi

embriyonik gelisim periyodu sirasinda esas besleyici organdir (3-5,8).
Embriyoda Erken Donem Damar Gelisimi

Metabolik ihtiyaclarin karsilanabilmesi igin ilk olarak dolasim sistemi gelismeye
baslar (6). Embriyonik gelisimin erken doneminde pek ¢cok organ damarsiz olarak
gelismeye baslar. Bu organlarin damarlanmasinin damar kanallarinin ve kilcal damar

agiin sekillenmesiyle ayn1 zamanda oldugu belirlenmistir.

Embriyo icindeki kan damarlar1 vaskulogenez ve anjiogenez ile sekillenir.
Farklilasan anjioblastlar mezoderm iginde ilk kilcal ag1 olusturur ve daha sonra
biiylik damarlar (dorsal aorta ve aortik arklar) kaynasarak yeni biiyiik damarlari
olustururlar. Endodermal organlarin damarlanmas1 (6rnegin akciger, pankreas, mide
ve bagirsak gibi) endotel hiicrelerin farklilagmasiyla olusur (3,4,6). Bu durum hem
organ damarlanmasinin mekanizmast hem de endotel hiicre farklilagsmasi icin ¢ok
onemli bir bulgudur. Diger taraftan, baz1 organlarin damarlanmasi agik bir sekilde
anjiogeneze baghdir. Beyin ve bobrek gibi organlarin damarlanmasi organogenezin

erken doneminde buraya go¢ eden endotel hiicreleri tarafindan olusturulur.
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Sicanlarda, mezodermal germ tabakasi sekillendigi zaman (yaklasik olarak gebeligin
9,5. gliniinde) kan damarlarinin ilk gelisimi de baslar. Kan damarlar1 sekillendikten
sonra bu damarlarin birlesmesi sonucunda ilk damar agi olusur (3). Rudimenter halde
olan kalp embriyo 6 somite ulastiginda hizli bir sekilde gelismeye baslar. Kalp
bundan sonra kan dolasimini devam ettirebilme yetenegindedir (3). Gebeligin 11-12.
giinlinde plasental dolasimin olugmasiyla besleyici molekiilleri vitellus kesesinden
embriyoya damarlar araciligiyla tasinir. Son yillarda cesitli biliylime faktorlerinin
anjiogenezi dogrudan ya da dolayl1 olarak indiikledigi belirtilmistir. Diigiik molekiil
agirligina sahip biiylime faktorlerinden bazilar1 sunlardir: epidermal biiylime faktorii
(EGF), asidik fibroblast biiyiime faktorii, bazik fibroblast bliyiime faktori, tiimor
nekrozis faktér-o (TNF-o), timor nekrozis faktor-f (TNF-B), angiogenin,

angiotropin, vaskiiler endotel hiicre biiylime faktoriidiir (VEGF).

ERITROPOIETIN

Eritropoietin (EPO), izole edilen ilk insan hematopoietik bliylime faktoriidiir.
Molekiil agirligi 30,4 kDa olan bir glikoprotein olup 165 aminoasitten olugmaktadir.
Eriskinlerde %901 bobrekte, %10°u karacigerde iiretilir. Insan EPO geni, bes ekson
ve 4 intron igerir ve kromozom 7’nin uzun kolunda lokalizedir. Bobregin peritiibiiler
fibroblastlar1 ve karaciger hepatositleri primer EPO iiretim yeridir (19-20).
Molekiiler biyolojik ¢aligmalar; EPO’nun sitokin siiper ailesinin bir {iyesi oldugunu
gosterdiginden beri bilyiime, hiicresel koruma ve inflamasyondaki roliine daha fazla
dikkat edilmektedir. EPO ve reseptorleri; santral sinir sistemi (SSS), barsak, bobrek,
kas (diiz-iskelet ve kalp), uterus, retina, pankreas, gonadlar ve akcigerde
bulunmaktadir (19). EPO’nun metabolik stres altindaki dokularin korunmasini
yoneten parakrin/otokrin sistemde rol oynadigini diisiiniilmektedir.

Eritropoietinin Etki Mekanizmasi

Temel islevini gergeklestirmek icin EPO hiicrelerdeki bir yiizey reseptoriine (EPO-R)
baglanir ve reseptore EPO nun baglanmasi ile reseptér homodimerize olarak
aktiflesir. EPO-R hematopoietik, endotelyal, iskelet, kas ve noéral doku progenitdr
hiicrelerinde eksprese edilir (20-23). EPO reseptorii ile baglaninca Janus tirozin kinaz
-2 (JAK-2) otofosforile olur. JAK-2, protein kinaz B (Akt) ve diger alt basamaklarini
aktive etmektedir. Bu alt basamaklar, FOXO3a, GSK-3f3 (glikojen sentetaz kinaz),
Bad, STATS, PI3K (Fosfoinozitol 3-fosfat), Bcl-xL, NF-kB (Niikleer faktor xB),
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APAF-1 (Apopitotik proteaz1 aktive eden faktér-1), mitokondrial membran
gecirgenligi ve kaspazlardir (Sekil 1). EPO reseptorii araciligiyla, apopitozu saglayan
bad, bcl, kaspazlar gibi molekiillerin aktivitesini azaltarak ve Bcl-2, NF-xB gibi
antiapopitotik molekiillerin aktivitesini arttirarak apopitozu Onlemeye ¢aligir
(22)(Sekil 2).

Sonucta hedef dokudaki EPO-R uyarimimin net etkisi; c¢ogalma, apopitozun

inhibisyonu ve hiicrelerin farklilasmasidir (22-24).

Ekstraselliller Matriks EPO
EP{O reseptirii
Plazma Membram
intraselliiler Matriks k
T
Jak-2  —— HIFA1
o~ J’ T Bad
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Sekil 1. EPO’nun reseptoriine baglanmasi ile gelisen olaylar zinciri
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Sekil 2. EPO ve EPO reseptoriiniin apopitozis iizerine etkileri

Noronlara ek olarak EPO-R astrositler ve mikroglialarda da ekspre olur. Eritroid
hiicrelerde EPO-R ekspresyonu ile aktive olan GATA-1 uyarilir. Noral NT2
hiicrelerinde GATA-3 ile EPO-R promotor bolgesi aktive olur. EPO eritroid
progenitdr hiicrelerde GATA-11, néral hiicrelerde GATA-3’ii indiikler. Insanlarda
eritropoiezis yeri olan kemik iliginde EPO-R ekspresyonu erigkin beyninde ¢ok fazla
olmasina ragmen noéronlarda EPO-R fonksiyoneldir.

Hiicresel seviyede EPO’nun noronlarda kalsiyum akisinin regiilasyonunda rol aldigi
tesbit edilmistir. Insan néroblastom hiicre serilerine disardan uygulanan EPO, plazma
membran T-tipi voltaj bagimli kalsiyum kanallar1 yolu ile kalsiyumun hiicre i¢ine
akigina sebep olmustur. Ayrica feokrositoma hiicre serisinde, kalsiyumun geri
emilimini arttirdig1 gosterilmistir (22,27). Boylece hiicre i¢i monoaminlerin
konsantrasyonlarini, tirozin hidroksilaz aktivitesini ve dopamin salmimini da
arttirmaktadir. Sicanlarin strial kesitlerinde, potasyumun indiikledigi asetilkolin
salmmmin1 da uyardigi gosterilmistir. Yine sicanlarin hipokampal kesitlerinde
olusturulan oksijen ve glikoz yoksunlugu sirasinda EPO’nun sinaptik
transmisyonunun arttig1 gésterilmistir .

EPO’nun glutamat reseptor agonistleri tarafindan olusturulan eksitotoksik noronal
olumii engelledigi de ¢esitli calismalarda belirtilmistir. Noronlara EPO verilmesiyle
ile birlikte kainik asit tarafindan olusturulan toksisitenin engellendigi gosterilmistir.

Ustelik EPO, in vitro iskemi olusturulan serebellar noronlar iizerinde, kalsiyumun
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neden oldugu glutamat salimmin1i bloke etmektedir. Bdylece EPO, ilgili
reseptorlerdeki glutamat aktivitesini engelleyerek iskemik hiicre Oliimiinii
baskilayabilmektedir. Ayrica glutamatin néronlar tizerindeki asir1 etkisi sonucu,
belirgin NO iiretimi meydana gelmekte, NO’da siiperoksitlerle reaksiyona girerek
peroksinitrit olusturmakta, sonugta da hiicrelerde hasar artmaktadir. Yapilan
calismalarda EPO’nun NO seviyelerini direkt etkileyememesine karsin olusturdugu

hasar1 azalttig1 6ne siiriilmektedir (19,24).

EPO Salinmmminin Oksijen-Bagimh Diizenlenmesi

Memelilerde normal doku islevleri, yeterli oksijen teminine dayanmaktadir. Oksijen
temini ve tiiketimi arasindaki bir degisiklik hiicresel, lokal ve sistemik seviyede
cesitli 6zel adaptasyon mekanizmalarin1 harekete gecirir. Bu mekanizmalar kismen
hipoksinin tetikledigi transkripsiyon faktdrleri olan Hypoxia- inducible factor-1
(HIF-1) ve Hypoxia-inducible factor-2 (HIF-2)’ nin aktivasyonuyla yonetilmektedir.
HIF-1 ve HIF-2 sirasiyla VEGF ve EPO gibi hipoksi ile kodlanan genlerin
ekspresyonunu saglamaktadir (25).

Viicuttaki hipoksik adaptasyon iglemlerinin ¢cogu HIF-1 ve HIF-2 tarafindan yapilan
transkripsiyonel regiilasyona dayanmaktadir. HIF-1’in hedefleri eritropoezde oldugu
kadar anjiogenez, vazomotor kontrol, enerji metabolizmas1 ve apopitozda yer alan
genlerden olugmaktadir. Beyinde, HIF-1’in o alt birimi hipoksi sirasinda giiglii bir
sekilde uyarilir, ve uzun siiren HIF-1 diizeyleri yiiksekligi, bu organda hipoksi
sirasinda  goriilen stirekli EPO artisindan sorumludur. Oksijen bagimli EPO
ekspresyonu daha ¢ok HIF-1 tarafindan kontrol edilmektedir. HIF-1 fizyolojik olarak
uygun oksijen seviyelerinde aktive olur ve hipoksik strese hizli ve yeterli cevabi
saglar. Aktivasyon sonras1t HIF-1, EPO ve VEGF gibi oksijen tarafindan diizenlenen
genler ile iligkili hipoksiye cevap verebilen 6zel DNA bolgelerine baglanir. Normal
oksijen seviyelerinde HIF-1a iizerindeki prolil bolgesi prolil hidroksilaz (PHD) ile
hidroksilasyona ugramaktadir. Bu prolil hidroksilasyonu, HIF-o alt biriminin
proteolizine yol agan von Hippel Lindau proteininin baglanmasina imkan tanir. Diger
taraftan HIF inhibe eden faktdr (FIH) ile HIF-o iizerindeki asparajinil bolgesi
hidroksilasyona ugramakta ve HIF-lo iizerindeki C-terminal transaktivasyon
bolgeside inaktive olmaktadir. Bu reaksiyonlarda hidroksilazlarin normal oksijen

seviyelerindeyken aktif, fakat hipoksideyken inaktif oldugu goriilmektedir. Sonugta
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HIF inhibe olmakta ve EPO geninin ekspresyonu olusmamaktadir. Hipokside ise
PHD ile FIH inhibe olmakta ve bu hidroksilazlarin inhibe olmasiyla aktif ve kararl
HIF-o meydana gelmektedir. Kararli HIF-a, HIF-P ile beraber bir DNA baglayan
heterodimer olusturma yetenegine sahiptir. Olusan heterodimer, transaktivasyon
yerinde koaktivatorler ile transkripsiyonel aktiviteyi saglar. Bu sekilde hipokside HIF
aktivasyonu olusarak EPO gen ekspresyonu meydana gelmektedir (26-32) (Sekil 3).

HiPOKSI ) . .
INAKTIF |[iINAKTIF NORMAL OKSIJE_N SEVIYELERI
PHD FIH AKTIF | AKTIF

PHD || FH

® OKSIJEN —» +— OKSIJEN
HIF-a C-TAD aktif

stabil OH OH
\ / coaktivator / \
VHL E3
ARACILI INAKTIF C-TAD
PROTEOLIZIS
AKTIF HIF INAKTIF HIF

VHL E3: Von Hippel-Lindau E3 P: Prolin, N: Asparajin

PHD: Prolil Hidroksilaz Domain C-TAD: C-Terminal Transaktivasyon

Domain

FIH: HiF-a inhibe eden faktér HIF-B: Hipoksinin Indiikledigi faktor-p

HIF-a: Hipoksinin Indiikledigi Factor CBP: CREB Baglayan Protein

Sekil 3. Hipokside ve normal oksijen seviyelerinde HIF regiilasyonu

Oksijen tagima kapasitesi veya oksijen saturasyonunda azalma, doku hipoksisine

neden olmakta ve EPO gen ekspresyonunda artis meydana gelmektedir. Kandaki

27



EPO konsantrasyonun artmasi, kemik iligindeki eritropoezi uyarir ve sonunda
oksijen temininde artis meydana gelir. Oksijen diizeyindeki artisin sonucunda,
negatif bir etki ile aktif olan EPO geninin aktivasyonu azalmaktadir.

EPO reseptdr gen transkripsiyonu in vivo olarak sistemik hipoksi ile dogrudan
etkilenmez, fakat in vitro kiiltiirde hipokampal néronlar hipoksiye maruz kalinca
EPO reseptor gen mRNA’sinin sayisinda artig gosterilmistir. Ayrica, anemi ve
iskemik kosullarin her ikisi de in vivo EPO’ya ndronal hiicrelerin hassasiyetini ve
EPO reseptor salinimini arttirmistir (29-32).

Beyinde EPO iiretimine endotel hiicreleri de katkida bulunur. Fare noronlar1 ve
astrositlerinde bazal EPO ekspresyonu yaninda inme sonrasi endotel hiicrelerinde
EPO ekspresyonu goriiliir. Orta diizeyde iskemi veya hipoksiye dnceden maruz
kalmak beyin iskemisine toleransi saglar. Ornegin fokal beyin iskemiden 24 sa dnce
subletal diisiik oksijen seviyesine maruz kalan farelerde infarkt voliimiiniin azaldigi
tespit edilmistir. Bu tolerans durumu HIF-1a ve HIF aracilifiyla etki gosteren EPO
ve VEGF ekspresyonu ile iligkilidir.

Hipoksinin siddetine bagli olarak bobrekte 200 kata kadar olan indiiksiyona karst,
EPO mRNA seviyelerinin beyinde 3 ile 20 katlik bir artis gosterdigi gézlenmektedir.
Sonucta beyindeki hipoksik EPO gen aktivasyonunun indiiksiyon seviyeleri daha
diisiik olsa da, bobreklerdeki ile ¢ok benzer bir sekilde EPO uyarimi meydana
gelmektedir. Hiicresel seviyede in vitro c¢alismalarda, EPO ekspresyonunun
hipoksiye cevap olarak 100 kat arttigi belirlenmistir. Ayrica stres kosullarinda

noronal hiicrelerin EPO duyarliliklarinin arttigi da gézlenmistir (25).

ERITROPOIETININ SANTRAL SINiR SISTEMINDEKI ROLU

Beyinde EPO ve EPO Reseptor Salinimi

Insan beynindeki EPO gen salinimi temporal korteks, hipokampus ve amigdalada
bulunmustur. Ayrica, EPO yetiskinlerde ve yeni doganlarda beyin omurilik sivisinda
(BOS) saptanmustir. Hiicresel diizeydeki in vivo ve in vitro ¢alismalarda beyindeki
astrosit ve noronlarin EPO kaynagi oldugu gosterilmistir.

EPO reseptor mRNA ve proteininin salinimi, findik faresi, sigan, maymun ve
insanlarda gosterilmistir. Ozellikle, beyinde kapillerler etrafindaki astrositlerin giiclii

bir sekilde reseptor salimimi yaptigi goziikmektedir (24,25,33,34). Buna ek olarak,
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EPO reseptdor immunoreaktivitesi endotel hiicreleri, insan mikroglial hiicre
kiiltiirlerinde ve sigan oligodendrositlerinde gosterilmistir (29,30).
Noronlar, endotel hiicreleri, mikroglial hiicreler ve astrositlerin dahil oldugu beyin

hiicre tiplerinde EPO-R yaygin olarak bulunur (Tablo I).

Tablo I. Santral sinir sisteminde EPO ve EPO reseptor salinim bolgeleri

EPO EPO Reseptori

Kemirgenler Insanlar Kemirgenler Insanlar
Hiicre tipleri In vitro |In vivo |In vitro |Invivo |In vitro |in vivo |In vitro |in vivo
Noronlar + + - + + + + +
Astrositler + + + + + + + +
Mikroglial AE AE - AE AE AE - AE
Hiicreler
Oligodendrositler |+ AE - AE + AE - AE
Endotel hiicreleri |- ? AE ? + + + +

+, salimim tespit edildi; -, salinim yok; AE, analiz edilmedi; ?, ispat edilmedi

EPO ve Kan-Beyin Bariyeri

EPO’nun molekiil agirhigi biiyiik oldugundan kan beyin bariyerini (KBB) ge¢meyi
saglayan lipid aracilig1 ile olan transport i¢in biiyiiktiir. Bu yiizden normal kosullarda
EPO, KBB’ni gecemez. Travma sonucunda inflamatuvar yanit olusur ve KBB’de
permeabilite artis1 ve hasarlanan alanda nonspesifik transport goriiliir. Bu durumda
EPO spesifik reseptdrler araciligi ile KBB’yi gecer (35,36). Iskemi, travma, hipoksi
ve inflamasyon gibi durumlarda periferik uygulanan rekombinan insan eritropoietini
(r-HuEPO) beyin dokusunda koruyucu etki gosterebilmektedir. Brines ve arkadaslar
(35) tarafindan si¢anlarda sag orta serebral arter ve karotid arter okliizyonuyla
olusturulan fokal iskemik inme modelinde, intravendz uygulanan EPO’nun KBB’yi
gecerek koruyucu etki gosterdigi bildirilmistir. Insan beyin otopsilerinde iskemik
infarkt veya hipoksik zedelenme sonrasi EPO ve EPO-R arttigi gosterilmistir.
Travmatik beyin zedelenmesi olan hastalarin BOS’daki EPO konsantrasyonundaki
artis serum EPO konsantrasyonu ile degil kan beyin bariyerindeki bozuklugun

derecesi ile iligkilidir. Asfiktik infantlarda kan ve BOS EPO konsantrasyonu yiiksek
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iken intraventrikiiler kanama ge¢iren yenidoganlarda BOS EPO seviyesi plazma EPO
seviyesinden daha yiiksektir.

EPO’nun sistemik olarak fazla miktarda uygulanmasinda BOS’a geg¢isi olmaktadir.
BOS’a gecen doz uygulanan dozun %1’inden daha azdir (35-37). Sentetik olarak
iiretilen asialoeritropoietin KBB’yi gegebilir ve santral sinir sisteminde ndron
koruyucu etkisi mevcuttur.

Beyin iskemisinde BOS’a gegen EPO kan beyin bariyerinin tamir edilmesinde rol
oynamaktadir. Beyin zedelenmesi olmazsa EPO’nun beyine gecisi sinirlidir. EPO
direkt beyin endotel hiicrelerinde oksidatif strese karsi hiicre zedelenmesini
onleyerek koruma saglamaktadir.

EPO in vitro modelde KBB kars1 VEGF’in indiikledigi permeabiliteyi azaltir. Noron
tizerine direkt koruyucu etkisine ek olarak, kan beyin bariyerini korumasi ile de
indirekt olarak koruyucu etki gosterir.

EPO’nun Noron Koruyucu Etkileri ve Fizyopatolojisi

EPO ve EPO-R gelismekte olan embriyo ve fetiiste yaygin olarak bulunmaktadir.
EPO’nun gelisimin erken donemlerinde genel bir morfogen ve ndrogenezis
indiikleyicisi oldugu disiiniilmektedir. EPO-R’iin embriyogenezde yoklugu noéral
progenitor hiicre sayisinda ve noéron gelisiminde azalma ve ndronal apopitozisde
artma saglamaktadir.

EPO oncelikle eritroid progenitér hiicrelerin ¢ogalmasini ve farklilasmasini
saglayarak eritroid hiicre iiretimini uyarir. EPO ve EPO-R olmayan fareler
eritropoiezis olmadigindan 13,5 giin civarinda o&liirler. In utero &liim oncesi
bakildiginda ndroepitelin inceldigi, apopitozisin arttigi ve beyin bilyiikligiiniin
azaldig1 goriilmiistiir (38). Ayrica bu farelerde 10,5 giinliik iken néral tiip kapanmasi
gergeklesmez. EPO-R olmayan farelerde embriyoda ciddi anemi goriilmeden dnce
noronal hiicre ¢ogalmasinda yavaglama ve hipoksiye hassasiyet artmisi goriliir.
Noral tiipiin tam olarak kapanmamasi HIF-1a iinitesinin ekspresyon eksikliginde de
goriiliir. EPO-R olmayan fare embriyosunda EPO-R geni verilmesiyle embrio
gelisimi saglanirken EPO-R eksik erigkin fare beyninde ndrogenezisde azalma
oldugu goriiliir. Bu da EPO ve EPO-R’iin erken beyin gelisimindeki onemini
gostermektedir.

EPO ve EPO-R midgestasyondan daha erken donemde de tespit edilmistir.
Gestasyonun ortasinda fare beyin gelisiminde EPO-R néron onciillerinin ¢ogalmasini

saglayan noron epitelinde lokalizedir. Noral tiipde 10,5 giinliik embriyoda EPO-R

30



ekspresyonunu seviyesi eriskin hematopoietik doku ile karsilastirilacak diizeydedir.
Fareler de 8,5 giinlilk embriyoda EPO-R néropitelyumda néral tiip boyunca eksprese
edilir. Beyin ekspresyonu dogumdan sonra azalmaya baslar ve eriskinlerde diisiik
diizeyde devam eder.

EPO ve EPO-R insan fetiisiinde yaklasik 5. hafta civarinda santral sinir sisteminde
ekspre edilir ve 8-24 haftalarda gittik¢e artar. EPO ve EPO-R ekspresyonunu insan
beyninde erigkin oldugu dénemde de devam eder. EPO dogumdan sonra BOS’da da
vardir ve hipoksi ile artar.

Fetal karaciger ve eriskin bobreginde EPO iiretimine ek olarak beyinde astrosit ve
noronlarda da EPO iiretilir. Calismalarda EPO mRNA’sinin fareler, maymunlar ve
insan beyin korteksi, temporal lob, hipokampiis ve amigdale de eksprese edildigi
bulunmustur. Hiicresel seviyede ise, astrositlerin, néronlarin EPO’nun kaynagi
oldugu in vivo ve in vitro deneylerde saptanmistir. PCR ve immiinohistokimyasal
analizler néronlarin ve astrositlerin EPO reseptorii tasidigini, 6zellikle de kapillerleri
cevreleyen astrositik olusumlarinin reseptorleri giiclii bir sekilde eksprese ettigini
gostermistir. Son caligmalarda, reseptoriin biiylik oranda endotelyal hiicrelerde,
mikroglial hiicrelerde, astrositlerin serebral hiicre tiplerinde ve periferik sinir
kiliflarinda bulundugu belirtilmektedir (33,39).

Beyinde EPO primer olarak glial hiicreler tarafindan iiretilir. EPO’nun diizenlenmesi
beyinde bdobrekten farklidir. EPO mRNA ekspresyonu bdbrekte hipoksinin
baslangicindan sonra 2. saatte pik yapar ve 8. saatte maksimum seviyenin %30’u
kadardir. Beyin EPO mRNA hipoksik olaydan sonra 4.saatte pik yapar ve 24 saat
yiiksek kalir (22-25).

EPO’nun beyindeki fizyolojik etkileri, g¢esitli arastirmalarla gosterilmeye
calistlmustir. {1k calismalarda EPO’nun trofik etkiye sahip oldugu 6ne siiriilmiistiir.
Fare septal noron kiiltiiriinde kolin asetil transferaz aktivitesini arttirdig1 ve yetiskin
ratlarda septal kolinerjik noronlarin rejenerasyonunu destekledigi belirtilmistir. Son
zamanlarda da EPO’nun invitro santral sinir sistemi prekiirsor hiicrelerinin
dopaminerjik farklilagmasini saglayarak, canliligi arttirict etkisinin  oldugu
gosterilmistir (40). Hipoksinin indiikledigi EPO, 6n beyin noral kok hiicreleri iizerine
de dogrudan etki etmektedir. Noronal progenitér hiicrelerin {iretimine katkida
bulunmasi EPO’nun hipoksiden sonraki ndronal yapilanmada yer aldigini
diisiindiirmektedir. Bu sonuglara gore EPO noronlar iizerinde ndrotropik bir faktor

olarak etki etmektedir (41-44).
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Beyindeki EPO’nun diger bir hedefide damar yapilar1 ve endotelyal fonksiyonlardir.
Endotelyal ve hematopoetik hiicreler hemanjioblast olarak adlandirilan aym
mezengimal prekiirsorden kdken almaktadir. Bu da endotelyal hiicrelerin neden EPO
reseptorii  tasidigimi ve EPO tarafindan uyarilabildigini agiklayabilmektedir.
Baslangi¢ calismalar da insan umblikal ven ve sigirlarin adrenal kapillerinden kdken
alan endotelyal hiicreler lizerinde EPO’nun mitojenik ve kemotaktik bir etkisi oldugu
gosterilmistir (45). Son yapilan ¢aligmalarda ise EPO’nun endotelyal progenitor
hiicre mobilizasyonu i¢in etkin bir fizyolojik uyaran oldugu ve dogum sonrast yeni
damar olusumlarini uyardig1 gosterilmistir (46). Yine farelerin uterus kavitesine EPO
enjeksiyonu sonrasinda endometriumda damar yapilari gézlenmistir. Beyinde de
yapilan benzer ¢aligmalarda da EPO’nun beyin kapiller endotelyal hiicreleri {izerinde
doz bagimli mitojenik bir aktivite gosterdigi belirtilmistir. Sonucta yeni damarlarin
gelisimi ile daha fazla eritrosit tasinmasina olanak saglanabilir ve bdylece hipoksik
dokuya tasinan oksijen miktar1 artabilmektedir. EPO’nun VEGF/ VEGF reseptor
sistemi aktivasyonu araciligi ile endotel hiicrelerini dolayl olarak etkiledigi in vivo
ve in vitro yapilan caligmalarda gosterilmistir (47). Sigirlarda yapilan bir ¢alismada
EPO’nun tetikledigi aortik ve glomeriiler endotelyal hiicre proliferasyonu, spesifik
bir anti VEGF antikoruyla oOnlendigi gosterilmistir. Bunun yami sira aortik
hiicrelerdeki VEGFR-1 ve VEGFR-2’nin her ikisi i¢cin mRNA ekspresyonu EPO 6n
tedavisi sonucunda artmistir. Bir ¢alismada da glomeriiler endotelyal hiicrelerin EPO
ile inkiibasyonu doz bagimli bir VEGF salinimi ile sonuc¢lanmistir. Son yillarda
yapilan bir arastirmada da in vivo olarak EPO uygulanmasiyla, endotelyal hiicrelerin
onemli miktarlarda VEGF iiretmedigi ortaya c¢ikmis ve celiskilerden dolayr bu
konunun klinik dneminin yeterince anlasilmamasina yol agmistir (45). Bunun i¢in
VEGEF/ VEGF reseptor sisteminin, EPO’nun aracilik ettigi anjiogenezisdeki yerini
anlayabilmek i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ vardir. Yinede insanlarda oldugu gibi
farelerdeki serebral iskemi esnasinda kan damarlardaki EPO ve reseptorlerinin artan
ekspresyonunun, hipoksik dokudaki yeni damar olusumu ile iliskili olmasi
muhtemeldir (46).

Sicanlarda hipokampal ve kortikol néron kiiltiirlerinde EPO-R ekspresyonu glutamat
norotoksisitesine karst EPO ve diger biiylime faktorlerinin yoklugunda da
embriyonik noronlarin sagkalimini arttirir. EPO-R geninin direkt olarak HIF ile
diizenlenmemesine ragmen hipoksi ndronlarda EPO-R ekspresyonunu uyarmakta ve

EPO hassasiyetini arttirmaktadir (48).
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EPO oligodendrosit progenitdrlerin aktivasyonu ve oligodendrositlerin korunmasinda
rol oynar. EPO ve EPO-R oligodendrositlerde eksprese edilir ve kiiltiir de
oligodendrositler farklilagsmasi ve olgunlasmasini saglar (30).

Iskemik inmeyi takiben 24. saatte intraperitoneal olarak EPO verilen siganlarda
VEGF ve diger beyin kaynakli néral faktorlerin seviyelerin de artis ile beraber
anjiogenezis ve norogenezis goriiliir. EPO iskemik bolgede anjiogenezis artirirken bu
bolgeye noroblast gociiniide arttirmasi bu iki olay arasindaki iligkiyi gosterir.

Ayrica son zamanlardaki hayvan modellerinde, EPO’nun miyokard: iskemik
reperfiizyon hasarma karst koruduguda gosterilmistir. Bu durum EPO’nun farkli
dokularda hipoksik hasara karsi genel bir koruyucu roliiniin oldugunu
diistindiirmektedir (49).

Sonug olarak degisik noronal hasar modellerinde elde edilen veriler EPO’nun néron
koruyucu etkilerini, apopitozu, kainik asit toksisitesini, nitrik oksit salinimini,
inflamatuar sitokinleri azaltarak, anjiogenik ve antioksidan etkiyi arttirarak gosterdigi
tespit edilmistir. Beraberinde bu calismalarda, EPO ile inme sonrasi 6grenme
giicliigliniin ve norolojik fonksiyon kaybinin azaldigi, infarkt alaninin kiigiildiigiide
gozlenmistir.

Hipoksiye cevap olarak beyinde endojen EPO artisinin beyin korunmasini saglamak
icin parakrin ve otokrin rolii oldugu gosterilmistir. Eritroid progenitdr hiicreler
tizerine etkisine benzer sekilde noral progenitor hiicrelerin sagkalimi ve ¢ogalmasini
arttirir. Beyin iskemi ve travmasi olusturulan hayvanlarda beyin koruyucu etkisinin
olmas1 beyin zedelenmesi ve hastaliklarinda EPO tedavisini glindeme getirmistir.
EPO’nun Klinik Uygulamalar

Deneylerde, serebral iskemi, kafa yaralanmasi, nobetler ve deneysel otoimmiin
ensefalomiyelit gibi ¢esitli sorunlardan sonra EPO’nun néron koruyucu etkisi oldugu
belirtilmistir. Cesitli iskemi modellerinde, orta serebral arter tikaniklig1 olan fare ve
ratlardaki fokal serebral iskemi modellerinde EPO uygulamasinin néronlar1 iskemik
hasardan korudugu, sinaps sayisimi arttirdigi, iskemik ndronal hasari direkt veya
dolayli olarak azalttig1 goriilmektedir (50-66).

Inme ve travmatik beyin zedelenmesinde EPO tedavisinin kan beyin bariyerinde
gecisi problem olusturmaz. KBB bozuldugu zaman EPO’nun beyine gecisi ve
albumin seviyeside artmaktadir. Ornegin sican inme modelinde 6. saate kadar
albumin ekstravazasyonu olmaktadir ve ilk 24 sa de albumin gegisi 3,5 kat

artmaktadir (35,36).
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Aragtirmalarin sonucunda beyinde EPO ve EPO reseptor sisteminin bulundugu,
iskemik bir uyari ile aktive olarak beyni korumaya ¢alistig1 tespit edilmis ve endojen
bir koruma faktorii olarak kabul edilmistir. EPO son yillarda yenidoganin hipoksik
iskemik ensefalopatisi ve norolojik problemi olan eriskin hastalarin tedavisinde timit
vaat etmektedir (50,55,62,67). Giinlimiizde, terapdtik olarak yetersiz kalinan daha
bir¢ok hastaligin tedavisinde bu ajanin disardan kullanimina yonelik bir¢ok calisma

yapilmaktadir (68-71).

VASKULER ENDOTELYAL BUYUME FAKTORU (VASCULAR
ENDOTHELIAL GROWTH FACTOR; VEGF)

VEGF, 43-46 kDa agirliginda heparin baglayan dimerik glikoproteindir. Endotel i¢in
yiiksek hassasiyete sahip gli¢lii bir mitojendir (72). VEGF’in bilinen dort izoformu
vardir. Bunlar aminoasit sayilarina gére VEGF121, VEGF165, VEGF189,VEGF206
olarak ayrilmaktadirlar. insanlarda en fazla VEGF165 izoformu bulunmaktadir. Bu
izomer, bliylik oranda heparine baglanarak salinmaktadir (72,73).

VEGF’in, endotel hiicrelerinde ii¢ farkli reseptdriiniin varligi bilinmektedir. VEGF
reseptorleri; Klass III tirozin kinaz reseptdr ailesinden olup yedi Ig benzeri yapisi
vardir. Felin sarkom viriis (fms) benzeri tirozin kinaz 1 (Flt-1) olan VEGFR-1
ekspresyonu genellikle endotel hiicrelerinde goriilmekte, vaskiilogenezis ve
anjiogeneziste rol oynamaktadir. Hipoksi endotel hiicrelerinde VEGFR-1
ekspresyonunu indiiklerken VEGFR-2 (Flk-1; fetal liver kinaz-1, KDR; Kinaz
domain region)’yi etkilemez. VEGFR-2 pluripotent hematopoietik kok hiicre,
VEGFR-3 ise lenfatik damarlar i¢in belirleyicidir. VEGFR3/Flt-4 ayrica endotel
veniiller/ embriyonik prelenfatikler, baz1 tiimoér damarlar1 ve bazi hematopoietik ve
16semik hiicrelerde tespit edilmistir (73,74).

Vaskiiler gelisimin baglangicinda ve daha sonraki donemlerde endotel hiicreleri,
cogalabilmek i¢in veya adezyon molekiilleri sentezleyebilmek i¢in bir takim biiyiime
faktorlerine ihtiya¢ duyarlar. Damar olusumunda en kritik roli VEGF oynamaktadir.
VEGEF ilk kesfedildiginde, kobay derisinde bir vaskiiler sizint1 baglatig1 i¢in vaskiiler
permeabilite faktorii olarak isimlendirilmisti (72).

Vaskiiler gelisimin baglamasi i¢in bir takim biiyiime faktorlerine ihtiya¢ vardir.
VEGF ve b-FGF bunlardan en etkilidir. Ozellikle VEGF’in veya reseptdrlerinin

yoklugunda; hem endotel, hem de hematopoietik Onciil hiicrelerinin farklilagmasi
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gerceklesemedigi i¢in damarlar ve kan hiicreleri olusmamakta sonugta erken
embriyonik 6liim goriilmektedir (75).

Embriyonun biiylimesinin ileri agamalarinda, vaskiilogenezis ile meydana gelen
damarlar embriyonun gereksinimini kargilamaya yetmeyecek ve gerekli olan kan
ihtiyactm1 saglamak iizere ilk olusan bu damarlardan yenileri gelisecektir. Ilk
damarlardan olan bu genisleme ve ¢ogalmaya anjiogenezis denir. Anjiogenezis; fotal
yasamda eriskinlerde menstriiel siklusta, yara iyilesmesinde ve tiimor biiyiimesinde
gozlenir (75). Vaskiilogeneziste oldugu gibi anjiyogeneziste de VEGF, anjiopoietin-
1, anjioopoietin-2 ve efrin-B2 gibi biiylime faktorleri etkindir. Anjiogenezis, saglikli
ergin erkeklerde minimal diizeydeyken, disilerin menstriiel sikluslarinda oldukca
fazla gozlenir. Ovarian follikiillerin VEGF ekspresyonu ve neovaskiilarizasyon
ovulasyondan hemen 6nce artarken, ovulasyondan kisa bir siire sonra korpus luteum
VEGF sentezine baglar (76). VEGF, erken implantasyon boyunca, implante olmus

embriyonel trofoblastlarca salgilanir.
VEGF’in Yapisi

VEGEF ailesinin -A dan -E’e kadar ve plasental biiylime faktoriinii (Placenta growth
factor; PIGF) de icine alan kan damarlar1 ve lenf damarlarinin olusumu ve devamini
saglayan faktorlerden meydana geldigi gosterilmistir (72-74).

VEGF-A’nin geni, makrofaj, T hiicresi, astrosit, osteoblast, diiz kas hiicresi,
fibroblast, endotel hiicresi, kardiomiyosit, iskelet kas hiicresi ve keratinositlerde
eksprese olur. Ayrica baska bazi tiimorlerde de ekspresyon gosterilmistir. Su ana
kadar bilinen alt1 adet izoformu vardir. Bunlar VEGF121, VEGF145, VEGF165,
VEGF183, VEGF189 ve VEGF206 olarak isimlendirilmislerdir. VEGF-A aleli veya
VEGF-R2 genindeki bozukluk sonucu vaskiiler gelisim yetersizligi nedeniyle
embriyonik hayatin 2. haftasinda embrio 6liimii goziikmektedir.

VEGF-B, 167 aminoasitli olup vaskiiler endotel biiylime faktorii reseptorii-1
(VEGFR-1)’e baglanarak monosit aktivasyonu ve farklilasmasinda rol alir (72).
VEGF-B’nin fare embriyosunda (14.glinde) ekspresyonu en c¢ok kalp ve sinir
sisteminde olmaktadir (Nag).

VEGF-C, VEGF benzeri protein olarak da bilinir. VEGF-A ile %16’s1 benzer 388
amino asitten olusmustur (73). Lenfanjiogenezde rol oynamaktadir. VEGFR-2 ve 3’¢

baglanarak vaskiiler ve lenfatik endoteliyal hiicrelerde mitojenik etki yapar (72).
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VEGF-D, 334 amino asitten olusan ve VEGF-A’ya %31 oraninda benzeyen amino
asitler iceren bir proteindir (Achen and Stacker, 1998). VEGFR-2 ve 3’e baglanarak
etki eder (70). VEGF-C ile benzer etkilere sahiptir (72).

VEGF-E, giiclii bir mitojen ve permeabilite arttiric1 faktordiir. VEGFR-2’ye secici
olarak baglanarak etki eden, uzunluk olarak VEGF165’e benzeyen ama VEGFR-1’¢e
baglanmay1 bagaramayan bir biiyiime faktoriidiir.

PIGF, VEGEF ailesinin tanimlanan ilk iiyesidir. VEGF-A ile %37 oraninda benzesen
ve 152 amino asit igeren PIGF, VEGF-B gibi VEGFR-1’e baglanarak etki gosterir
(72).

VEGF’in Viicutta Dagilimi ve Ekspresyonu

Embriyolojik gelisimin ilk donemlerinin sonuna dogru VEGF biraz azalirken,
organogenezis doneminde oldukc¢a yiikselir. Sigan embriyosundun VEGF mRNA’s1
farklilasmamis desidual hiicrelerden ve implantasyondan sonra 1.giin gibi ¢ok erken
donemde trofoblast onciilleri tarafindan eksprese edilir (73). VEGF desidua ve
plasentada endotel hiicrelerinin ¢ogalmasini ve biiylimesini stimule eder (74).

Fare ve sican embriyosunda daha ge¢ donemlerinde VEGF ve reseptorleri birgcok
organda eksprese olur. En yiiksek ekspresyon akciger, bobrek ve kalpde goriiliir.
Bundan bagka VEGF mRNA’s1; yetiskinde akciger alveolar hiicrelerde, bobrek
glomeriillerinde, proksimal tiibiillerde ve diisiik seviyede de olsa karaciger
hepatositleri ve beyinde gosterilmistir (72). Ayrica, adrenal korteksin tiim
hiicrelerinde ve testiste testosteron iireten leydig hiicrelerinde VEGF mRNA’sinin
sentezlendigi gosterilmistir.

VEGF mRNA transkripsiyonu cesitli faktorler tarafindan baslatilir. Bunlardan
birkact; trombosit kaynakli bliylime faktorii-BB, keratinosit biiylime faktorii, EGF,
TNF-a, TNF-B ve IL-B’dir. Bu faktorler endotel hiicre kiiltiirii calismalari ile
gosterilmiglerdir. Bu maddelerin higbirisinin mitojenik olmadigi, ancak VEGF
salgilanmasina yol agarak mitojeniteyi arttirdiklar1 gosterilmistir (73).

Ayrica protein biiylime faktdrlerinin haricinde, bazi kiiglik mediatorlerin de VEGF
ekspresyonunu  diizenledikleri goriilmiistiir. Ornegin; Forbol esterlerinin insan
keratinositlerinin sentezledikleri VEGF seviyelerini 5 kat arttirdiklart belirtilmistir.
Prostaglandin E2’nin (PGE,), osteoblastlardaki VEGF mRNA’sin1 arttirdigi da
gosterilmistir (77).
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Hipoksi, belki de, anjiogenezisi baslatan en etkili uyaranlardan birisidir. Diisiik
oksijen seviyesi, VEGF ve onun reseptorlerinin yapimimi indiikler. Ayni olay
timorlerin beslenemeyen hipoksik merkezlerinde de olmakta ve VEGF’iin ayni
sekilde ekspresyonu ile sonuglanmaktadir. Yine tikanmig kalp damarlarina bagh
gelisen hipoksi sonrasinda da VEGF ekspresyonu artmaktadir. Hipoksinin VEGF’i

arttirma mekanizmasinin sadece bir kismi1 ¢6ziilebilmistir.

VEGF’in Etkileri

VEGF, vaskiiler sistem boyunca dizilmis endotel hiicreleri i¢in bilinen en 6zgiil
mitojendir (72-74).

VEGF mitojenik aktivite disinda, vazopermabilite faktoriidir. VEGF’in neden
oldugu vaskiiler permeabilite artisi, kemotaksis ve inflamasyonun devaminda
onemlidir. Bir¢cok inflamatuvar olayda VEGF diizeyi artmaktadir. VEGF’in
salininmmda en Onemli iki faktér hipoksi ve inflamasyondur. Hipoksiye maruz
birakilan retinada, VEGF diizeyinin anlamli olarak artt1g1 gosterilmistir.

VEGF, hiicre i¢i kalsiyum diizeyini arttirarak, endotel hiicrelerden von Willebrant
faktoriiniin salinimini ve yapimini da artirici etkiye sahiptir.

VEGF, ozellikle vaskiiler endotel hiicreleri i¢in 6zgiil etkilere sahiptir. VEGF;
embriyogenez, yara, iyilesmesi, tiimor biiylimesi, miyokardial iskemi, okiiler
neovaskiiler hastaliklar ve romatoid artrit gibi kronik inflamatuar hastaliklar1 da
kapsayan bir dizi fizyolojik ve fizyopatolojik olaylardaki kan damar1 olusumundaki

(anjiogenezis ve vaskiilogenezis) rolii yiiziinden yogun ilgi odagidir (75).

Ayrica, vaskiiler endotel hiicrelerin non-mitojenik cevaplarindan olan kemotaktik
olaylara ve dokular i¢ine dogru ilerleyecek kapillerlerin penetrasyonuna yardimci
olan kollajenaz ve plazminojen aktivatorlerinin ekspresyonuna da yardimci olur (78).
VEGF’iin intradermal tek bir enjeksiyonu 5 dakika igerisinde vaskiiler bir sizinti
baslatir ve 15-20 dakika sonra da sona erer. Bunun aksine, VEGF iin siirekli endojen
parakrin ekspresyonu ise, ekspresyonun oldugu yere komsu pencereli endotelyumda
(bobrekte ve beyin koroid pleksustaki gibi) siirekli bir vaskiiler permeabilite artigina
sebep olabilir. Ancak, ne intravaskiiler olarak verilen VEGF ne de saglam bir kan-
beyin bariyeri igeren serebellar graniil hiicre tabakasi gibi vaskiilarize ndral

dokularda eksprese olan VEGF vaskiiler sizintiya neden olmaz. Buda gdstermektedir
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ki VEGF’lin indiikledigi vaskiiler sizintty1 heniiz bilinmeyen bagka maddeler de
kontrol etmektedir (79).

In vivo modellerde VEGF’in eksikligi halinde vaskiilarizasyonun geriledigi
gozlenmigtir. Kemirgenlerin dermal yaralanmalarinda, normal doku tamirinin
ayrilmaz bir pargasi olan anjiogenezis, yaralanmadan hemen sonra ylizeyel epidermal
keratinositlerin salgiladigt VEGF tarafindan uyarilir. Buna ragmen iyilesmenin
bozuldugu diabetik kemirgenlerde, yeni damar olusumu olduk¢a diisiik
seviyelerdedir. Eksojen VEGF, yeni damar olusumunu indiikler, iskemik tavsan
ekstremitelerinde perfiizyonu artirir ve domuz koroner arterlerinde azalmig kan
akimina cevap olarak yine kan perfiizyonunu artirir (72-74).

Bunun yaninda, yiikselmis VEGF ekspresyonu bazi hastaliklarin ilerlemesine sebep
olabilir. Ornegin; devamli biiyiiyen solid tiimdrlerin anjiogenezise bagimli olduklari,
bu yiizden bu tiimoér hiicrelerinde VEGF’e ait mRNA’larin arttig1 ve tiimore komsu
endotel hiicrelerinde de VEGF reseptorlerine ait mRNA’larinin arttig1 gosterilmistir.
Anti-VEGF antikorlar1 canli farelerde insan tlimorlerinin  biliylimesini  ve
vaskiilarizasyonu inhibe etmesine ragmen, hiicre kiiltiirlinde tiimor hiicrelerinin
biliylimesini durduramamigti. Bu ylizden de VEGF ekspresyonu ile olusan tiimor
bliylimesinin anjiogenezisin parakrin olarak stimiilasyonunun bir sonucu oldugu

ortaya ¢ikmaktadir (75).

VEGF’in Reseptorii Uzerine Etkileri

VEGF’in endotel hiicresinde etki gosterebilmesi i¢in dncelikle ona baglanabilmesi
gerekir. Bir bagka deyisle, endotel hiicreleri VEGF’den faydalanabilmek i¢in onun
baglanabilecegi 0zgiil reseptorleri sentezlemesi gerekir. Bu reseptorler VEGF
reseptor-1 (VEGFR-1) ve VEGF reseptor-2 (VEGFR-2)’dir. Bunlar ilk defa erken
embriyogenez sirasinda sentezlenirler (72).

Bu iki reseptoriin amino asitlerinin %44°l ortaktir. Bu reseptorler yaklasik 1300
amino asitten olusur ve iki boliim igerirler. Birinci boliim, hiicre i¢inde kalan ve
tirozin kinazin etkinlik alanlarimi iceren intraselliiler bolgedir. Ikinci béliim ise, hiicre
disinda (ekstraselliiler alanda) kalan tek kisa membran kopriileri dizisi ve ligand
baglama bolgeleri iceren 7 adet immiinoglobiilin benzeri yapidan olugmustur.
VEGFR-1 ve VEGFR-2’nin farkli sinyal ozellikleri oldugu gosterilmistir. Bu
reseptorlerden yoksun domuz aortik endotel hiicrelerine sadece VEGFR-2 kodlayan

bir plazmid verildiginde bu hiicrelerin mitoz gecirdikleri ve kemotaksiste yer
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aldiklar1  gosterilmistir  (73). VEGFR-1’e secici olarak baglanmis VEGF
permeabiliteye ilaveten anjiogenezis ve normal endotel hiicrelerde kemotaksis ve
cogalmay1 uyarabilir (78). Aynca, VEGFR-2’yi aktive eden anti-idiotipik antikorlar
timor anjiogenezisini de tetikleyebilirler (74).

Insan umblikal ven kiiltiiriinde VEGFR-2 aktivasyonunun anti-apoptotik etkiler i¢in
gerekli oldugu gosterilmistir. PIGF’iin ise VEGFR-1’e kuvvetle baglanarak etki
ettigi ama VEGFR-2’ye baglanmadifi gosterilmistir. Bu da PIGF’nin endotel
hiicrelerinde direk mitojenik ve permeabilite arttirict etkisinin olmadig1 veya etkin
olarak tirozin fosforillenmesinin eksik kaldigin1 gostermistir (78,79). Yapilan
calismalar VEGFR-1’in VEGF etki mekanizmasinda 6nemli olan bir reseptor
olmayip, aksine tuzak ve yaniltict bir reseptér oldugunu gostermistir. VEGFR-2
VEGF’nin etkilerine aracilik ederken, VEGFR-1 ise ya yaniltict olarak gorev
yapmakta, ya da VEGFR-2 araciligiyla sinyalizasyonu baskilayarak negatif bir etki
gostermektedir (72,74).

Embriyonik kan damarlarinin gelisiminde VEGF nin etkin rolii farelerde VEGF nin
sadece bir allelindeki bozuklugun bile, anjiogenezis ve yeni kan adaciklarinin
olusumunda oldiiriicii etkileri oldugunun goriilmesiyle kanitlanmistir (72). Farelerde
yapilan calismalarda, VEGFR-1 ve VEGFR-2’nin aksamas1 vaskiilarizasyonu ve
normal embriyonik gelisimi engeller. VEGFR-2’nin noksan veya bozuk
ekspresyonunda farelerin hematopoietik prekiirsorlere, farklilasmig endotel
hiicrelerine ve organize kan damarlarina sahip olmadiklart goriilmiistir. Bu da
VEGFR-2’nin hem endotelyal, hem de hematopoietik 6nciil hiicrelerin gelisimi i¢in
zorunlu oldugunu diistindiirmektedir. Bunun aksine; VEGFR-1’in yapimindaki
aksakliklarda, olgun endotelyal hiicreler olusabilmesine ragmen, asir1 genislemis ve
yapisal bozukluklara sahip damarlar olugsmaktadir. Bu olay, hiicre-hiicre veya hiicre-
matriks etkilesimlerinin kontrolii ile doku mimarisinin belirlenmesinde VEGFR-1’in
roliinlin oldugunu gdstermistir. Daha sonraki ¢alismalarda bir baska VEGF reseptorii
daha bulundu ve VEGFR-3 ad1 verildi. Bu reseptoriin 6zellikle lenfatik damarlarin
anjiogenezinde rol alan VEGF-C ve VEGF-D’nin baglandigi reseptor oldugu
saptandi (72-74).

Sonu¢ olarak VEGFR-1, VEGF-A, VEGF-B, PIGF icin &zgiildiir, VEGFR-2
VEGF-A, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E i¢in 6zgiildiir, VEGFR-3 ise VEGF-C ve
VEGF-D i¢in 6zgiildiir.
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VEGF’in Beyin Uzerindeki Etkileri

Noral kok hiicreler erigkin beyninin degisik bolgelerinden izole edilmistir.
Norogenezis bu bolgelerde hormonlar, nérotransmitterler, biiylime ve transkripsiyon
faktorleri gibi degisik faktorlerce uyarilir. Bu faktorler aktive oldugu zaman, noral
kok hiicreler zedelenmis beyin dokusunu tamir ederler. Beyindeki yeni hiicreler noral
kok hiicrelerden kaynaklandiginda yeterli kan saglanmasi i¢in yeni damarlar
gereklidir. Bu yiizden yeni damar olusumu ve anjiogenezisin anjioblastlarin gocii ve
farklilagmas ile hiicrelerin yeniden yapilanmasi i¢in gerekli oldugu goriilmektedir
(80).

Sican hipokampal néron kiiltiirinde HIF-1a araciligi ile ndron, mikroglia/
makrofajlar ve endotel hiicrelerinde VEGF ekspresyonu artmaktadir (81). VEGF
kullanimi iskemi sonrasi anjiogenezisi sagladigi i¢in beyin dokusunu iskemiye karsi
korumaktadir (82-87). Bununla birlikte, VEGF damar endotelinde fenestrasyonlar
olusturarak kan beyin bariyerinde zedelenmede yapabilmektedir (88). Eriskin fare
beyninde hipokside VEGF artis1 vaskiiler kacaga neden olmaktadir. VEGF hipoksiye
cevaben noronlarin ve diger hiicrelerin sagkalimini bir proapopitotik proteaz olan
kaspaz aktivasyonunun inhibisyonu ile yapmaktadir (90). Ek olarak, VEGF’in direkt
norotrofik etkileri de tanimlanmugtir (80).

VEGF ILE EPO ILiSKiSi

Memelilerde normal doku fonksiyonlar1 yeterli oksijenlenmeye baglidir. Hipoksiye
kars1 hiicresel, lokal ve sistemik seviyede adaptasyon mekanizmalar1 mevcuttur. Bu
mekanizmalar hipoksi ile indiiklenen faktorler (HIF-1a) ve hipoksi ile diizenlenen
genler (VEGF ve EPO) tarafindan olusturulur.

HIF anjiogenezis, vazomotor kontrol, enerji metabolizmasi, apopitozis ve
eritropoiezisi de icine alan olaylarda Onemli rol oynar. Aslinda oksijen ile
diizenlenen EPO ekspreyonu HIF-1 ile kontrol edilir (27-30,91). HIF-1 fizyolojik
olarak hipoksik olaya yeterli ve hizli bir sekilde cevap verir. HIF-1 glukoz
transporter Glut 1, glikolitik enzimler, EPO ve VEGF’in ekspresyonunu diizenler.
HLF-1, a ve B subiinitesinden olusan heterodimer bir faktoérdiir. HIF-1a hipoksik
sartlarda ¢ok hizli stabilize olan oksijen labil bir proteindir. Stabilizasyonunda HIF-1
oksijen ile regiile olan VEGF ve EPO gibi genlerin spesifik DNA dizilerine baglanir
(32).
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Ciddi hipoksi nedeniyle olusan beyin iskemisinde VEGF disinda bagka diger
mediatdrlerinde rol oynadigi bilinmektedir. Bu agidan bakildiginda artmis beyin
zedelenmesinde beyin EPO ekspresyonunun arttig1 ve bu artisinda bir¢ok hiicre tipi
(néron, endotel hiicresi, glial hiicre) tarafindan diizenlendigi bilinmektedir (92). EPO
ekspresyonu en yogun hipokampus ve frontal kortekste bulunmaktadir. Bu bolgeler
iskemiye kars1 hassas alanlardir ve bu alanlarda da VEGF varligt VEGF’nin EPO
iretimi i¢in hipoksik sinyal olarak rol oynadigin1 gostermektedir (26) (Sekil 4).

Astracyte

HIF-2c 1

Sekil 4. Noronlarda EPO ile VEGEF iligkisi

Doku hipoksisi ve serebral iskemi, EPO ve VEGF’ninde aralarinda bulundugu ¢esitli
oksijenle regiile edilmis faktorlerin gen transkripsiyonunu aktive eden HIF-1’1 aktive
eder. HIF-1, biiylime faktorleri veya sitokinler gibi hipoksiden-bagimsiz uyarilar
tarafindan da aktive edilebilir. EPO i¢in ana hedef (kalin okla gésterilen) néronlardir.
VEGF esas olarak apoptozisi dnler, endotel hiicrelerinin proliferasyonunu stimiile
eder ve yeni damar olusumunu saglar. EPO, endotel hiicre proliferasyonuna daha az
miktarda katkida bulunur ve VEGF’de direkt néron koruyucu faktordiir (ince oklarla
gosterilen). Ek olarak, hem EPO hem de VEGF norotrofik 6zelliklere sahiptir. EPO
ve VEGF ig¢in reseptorlerin mikroglial hiicreler ve astrositlerde salinmasi nedeniyle,
glial hiicreler her iki faktoér i¢in de hedef olabilir, ancak bu hiicreler {izerindeki

etkileri agik degildir (kesik oklarla gésterilen) (92) (Sekil 5).
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Sekil 5. Merkezi sinir sistemindeki hipoksinin uyardigi ndronal koruma

mekanizmalari

Martinez-Estrada ve arkadaslar1 (36) calismalarinda EPO’nun in vitro olarak
VEGEF’ e bagli permeabilite artisina kars1 néronlar1 korudugunu gdstermislerdir.

Bu bilgiler 1s18inda; VEGF tedavisini takiben hipokampus ve diger beyin
bolgelerinde artmig EPO ekspresyonu VEGF nin direkt etkisi ile agiklanabilecegi 6n
plana ¢ikmistir. Bu mekanizma farkli patolojik durumlarda VEGF ve EPO’nun beyin

koruyucu etkisinin sinerjistik oldugunu diisiindiirmektedir (92).
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GERECLER ve YONTEM

Calisma Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu tarafindan
desteklendi ve Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulunun onay: alinarak
gerceklestirildi. Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu Proje kodu: TT-06-19, Etik
kurul onay numarasi: 01/ 73.

Hayvan deneyleri 12 Eyliil-07 Ekim 2007 tarihleri arasinda Erciyes Universitesi T1p
Fakiiltesi Hakan Cetinsaya Deneysel ve Klinik Arastirma Merkezinde (DEKAM),
laboratuar calismalar1 Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Genetik Laboratuarinda
yapildi.

DENEY HAYVANLARININ SECIMIi VE CIFTLESTIRILMESI

Bu calismada DEKAM’da yetistirilen Wistar albino tiirii disi siganlar kullanildi.
Kafesler i¢inde tutulan sicanlara giliniin normal diizeninde 21°C ve 12 saatlik
aydinlik/karanlik ortaminda su ve besin ihtiyaglar1 saglandi. Bu ¢alismada kullanilan
deney hayvanlart (30 disi ve 20 erkek sican) DEKAM’dan saglandi. Disi siganlar
ciftlestirilerek embriyolar1 kiiltiir ortaminda kullanilirken, hem disi hem de erkek

ratlarin kanlar1 alinarak kiiltiir ortami i¢in serum elde edildi.

Sicanlar polyestrous’dur ve ovulasyon dogal bir sekilde olusur. Siganlarin estrus
siklusu 4 ya da 5 giin siirer. Hayvanlar karanlik periyodun ortasinda ciftlesmeye

meyillidirler (61). Ddllenme yetenegi olan erkeklerle, 150-250 gr agirligindaki 4-10
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aylik disiler bir kafese konulmadan once vajinal smear alinarak estrus siklusuna
bakildi. Estrus ve proestrus periyodundaki disiler bir gece boyunca (saat 17.00 ile
9.00 aras1) erkek sican ile ayn1 kafeste tutuldu. Sabah erkeklerden ayrilan disilerden
tekrar vajinal smear alinarak sperm olup olmadigina bakildi. Vajinal smearde sperm
goriilen disiler 0.5 giinliik hamile olarak kabul edildi ve ayr1 bir kafese alinip normal

diyet ile beslenerek 9 giin bekletildi.
CALISMA GRUPLARININ OLUSTURULMASI

Calismamiz biri kontrol dordii deney grubu olmak iizere toplam 5 grup iizerinde

gergeklestirildi.
1. Kontrol grubu: Sadece WRS (Whole rat serum: total rat serumu) kullanildi.

2. Hipoksi grubu: WRS’deki embriyolara hipoksi (1. giin %S5, 2. giin %5, 3.

giin %40 oraninda O2 iceren gaz karisimi) uygulandi.

3. EPOI1 grubu: Hipoksi olusturulan embriyolarin ortamma 200U/ml rtHuEPO

ilave edildi.

4. EPO2 grubu: Hipoksi olusturulan embriyolarin ortamima 100U/ml rHuUEPO

ilave edildi.

5. EPO3 grubu: Hipoksi olusturulan embriyolarin ortamma 50U/ml rHuEPO

ilave edildi.
EMBRIYO KULTURU
Kiiltiir Ortaminin (Serum) Hazirlanmasi

Disi veya erkek sicanlar eter ile anestezi kutusunda uyutuldu (Resim 1A-B).
Anestezinin gergeklestigi goz refleksi ile kontrol edildikten sonra hayvanlar anestezi
kutusundan ¢ikarilarak diiz bir satth tizerine sirt st yatirildi (Resim 1C).
Anestezinin devami i¢in iginde eter ile 1slatilmig pamuk ihtiva eden bir cam kavanoz
hayvanin burun kismi iginde olacak sekilde bas kismina yerlestirildi ve karin duvari
%70’lik alkol ile temizlendi. Pens ve makas yardimiyla hayvanin karninda V
seklinde kesi yapilarak deri bas hizasina katlandi (Resim 1D). Karin i¢i organlar bir
tarafa itilerek abdominal aorta goriiniir hale getirildi. Aortun catallanma yerinden 10
cc’lik enjektor yardimiyla giris yapilarak alinabildigi kadar kan alind1 (yaklasik 8-10
cc). Kan alinir alinmaz 3500 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Santrifiij edildikten sonra

steril Pasteur pipeti ile serum ¢ekildi ve kiltiir sisesine kondu. Sonra 56°C’ye
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ayarlanmis olan su banyosunda 30 dk bekletildi. Su banyosunda bekledikten sonra
0,22 um’lik filtreden gecirildi. Serumun miktarina gére 100 IU/ml penisilin ve 100

ug/ml streptomisin eklendi (1 cc’lik seruma 10ul streptomicin /penicilin). Serum

hazirlandiktan sonra -20°C’ye kondu. Serum kullanilacagi zaman su banyosunda

37°’de bekletilerek kullanima hazir hale getirildi.

Resim 1. Disi ve erkek sicanlardan serum i¢in kan alimi. A- anestezi altindaki disi
siganin goriiniimii, B- anestezi etkisini gosterdikten sonraki disi sicanin gériiniimii,

C- Disi sicanin sirt iistii yatmig hali, D- Aort’un ¢atallanma yerinden kan alinmasi

Embriyolarin Anne Karnindan Cikarihsi ve Kiiltiirii

Gebeliklerinin 9.5’uncu giiniinde disi si¢anlarin karin 6n duvari anestezi altinda
acilip igerisinde embriyo igeren, sayilar1 8-15 arasinda degisen keselerin olusturdugu
uterus disseke edilerek bu keseler tek tek kesilip igerisinde Hanks soliisyonunun

bulundugu steril petri kabina kondu (Resim 2).
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Resim 2. Gebe sicanlardan embriyolarin ¢ikarilisi. A-Karin i¢inde embriyolarin
goriiniimii, B- Uterus boynuzunda bulunan embriyolarin gériiniimii, C- Embriyolarin
uterus boynuzundan c¢ikarildiktan sonra Hanks solusyonuna transferi, D- Hanks

solusyonu i¢indeki embriyolarin goriiniimii

Bu agsamadan sonraki tiim islemler ‘lamin-air flow’ kabin igerisinde yar1 steril

sartlarda ve stero mikroskop altinda gergeklestirildi (Resim 3).
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Resim 3. Oksijen tiipleri ve lamin-air flow

Steril forceps yardimiyla uterus kas tabakasi (Resim 4A) ve decidua ¢ikartilip (Resim
4B), decidua ikiye ayrilarak bir yiiziinde yerlesmis olan embriyoya zarar vermeden
0zen gosterilerek embriyo deciduadan ayrildi (Resim 4C). Kemirgenlerde bulunan ve
embriyoyu c¢epecevre kusatan Reicherts membran1 embriyonal kutupta pens
yardimiyla parcalanarak ¢ikartildi (Resim 4D). Reichert’s membran visseral
endodermi sikica saran ve pariyetal endoderm tarafindan sekrete edilen nonseliiler
bir membrandir. Reichert’s membran kiiltiirde biiyiir, bu yiizden kiiltiir baglamadan

once ¢ikarilmalidir.
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Resim 4. Embriyolarin ekstraembriyonik dokudan c¢ikarilisi. A- Uterus pargasi, B-
Decidua, C- Reicherts membranli embriyo, D- Reicherts membrani ¢ikartilmig

embriyo

Resim 5. Embriyolara gaz verilmesi Resim 6. Roller inkiibator
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Embriyo Hanks soliisyonu igeren kiigiik steril petri kabina kondu ve bu islem biitiin
embriyolar i¢in tekrarlandi. Bu asamada zarar goren, gelisimi geri ya da anormal
goriinimlii  oldugu saptanan embriyolar kiiltiir ortamina konulmadi. Saglam
embriyolar beserli gruplara ayrildi ve igerisinde Sml normal sican serumu bulunan
50cc’lik steril cam kiiltiir siselerine (1 embriyo/l ml serum) steril bir cam Pasteur
pipeti yardimiyla kondu. Kiiltiir ortamina dncelikle hipoksi sonrasi ilag verilecek
gruba uygun konsantrasyonlarda (200, 100, 50 U/ml) rHuEPO ilave edildi. Embriyo
bulunan siselere % 5’°lik Oy, % 5’lik CO,, % 90’lik N, (1. gaz karigimi) gaz karigimi
1dk stire ile verildi ve boylece embriyolarin oksijen gereksinimleri kargilanmig oldu
(Resim 5). Sisenin agz1 mantar tipa ile kapatildi. Kiiltiir siseleri 37°C’lik inkiibatore
kondu (Resim 6). Kiiltiir siseleri dakikada yaklasik 30 devirle (30 rpm/dk) dénen
rollera yerlestirildi. Eksplantasyondan 24 saat sonra kiiltiir siseleri inkiibatorden
almarak plastik tipalar1 agildi ve kontrol grubu % 20 O,, % 5 CO,, % 75 N, ihtiva
eden (2. gaz karisimi) gaz karisimi ile 1 dk stire ile gazlanarak kiiltiir siseleri tekrar
inkiibatore kondu. Hipoksi olusturulacak grup ise % 5°1ik O,, % 5’lik CO,, % 90’11k
N, (2. gaz karisgimi)gaz karisimi birinci giine benzer uygulandi. Embriyolarin
morfolojik degerlendirmelerinin yapilacagi son giin ise 44. saatte (skorlamadan 4
saat 6nce) embriyolara % 40 O,, % 5 CO,, % 55 N, (3. gaz karisimi) gaz karigimu ile
siselere 1 dk siire ile tekrar gaz verildi ve kiiltiir siiresi 48 saat olunca embriyolar
icerisinde Hanks sollisyonu bulunan petri kaplarina transfer edildi. Van Meale-Fabry
ve arkadaslar1 (28) tarafindan gelistirilen Morfolojik skorlama sistemine gore
mikroskop altinda degerlendirildi. Varyasyonlar1 en aza indirgemek i¢ini ¢calismada
bas-ki¢ uzunlugu 1.5+£0.3 mm olan embriyolar kullanildi. Caligsmacilar arasi
skorlamadan dogabilecek yanlisliklarin 6niine gegcmek i¢in embriyolar 3 gozlemci
tarafindan degerlendirildi. Kontrol ve hipoksi grubunda morfolojik skoru 1’nin

altindaki embriyolar zedelenmis oldugu diisiiniilerek ¢alismaya dahil edilmedi.
Embriyoda Hipoksi Olusturulacak Gaz Karisiminin Belirlenmesi

Gaz karigim oranlarini belirlemek i¢in 6n ¢alisma yapildi. Bu amacla dnce toplam 10
embriyo {lizerinde li¢ giin %5 O2 iceren gaz karisimi verildi. Embriyolar
degerlendirildiginde skorlama yapilacak diizeyde gelisim olmadig1 goriildii. Takiben
yine toplam 10 embriyo iizerinde ilk 2 giin %5 daha sonraki giin %20 O2 iceren gaz
karigtmi  kullanildi. Bu seferde tam olarak degerlendirme yapilacak gelisim

goriilmedi. Tiim skorlar 0-1 arasinda idi. Takiben ilk 2 giin %5 daha sonraki giin
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%40 O2 iceren gaz karisimi kullanildiginda degerlendirme yapilacak diizeyde

gelisim goriildii.
Embriyoya Verilecek rHuEPO Dozunun Belirlenmesi

Calismada uygulanacak rHuEPO dozunu belirlemek i¢in de 6n calisma yapildi.
Embriyo kiiltiirlinde uygulanacak EPO dozuna dair ¢alisma bulunamadi. Hiicre
kiiltiirlinde Lewczuk ve arkadaslarinin (30) yaptigi ¢alisma temel alinarak embriyo
kiiltiiriinde uygulanacak doz hesaplandi. Kiiltiir ortamina 100 pm EPO (1000)
konulmustu. On calismada bu dozun iki iist ve iki alt dozu da alinarak uygun
olabilecek doz arastirildi. Bu amag ile 300, 200, 100, 50 ve 10 U/ml dozunda EPO
verildi. EPO dozu olarak 300 ve 10 U/ml verilen embriyolarda skorlama yapacak
diizeyde gelisim gozlenmedi.

Tim calismada toplam 49 embriyo kullanildi. Calismamiz ii¢ ayr1 agsamada
gergeklestirildi. Birinci asamada her bir grupta 5’er embriyo olmak iizere toplam 15
embriyo kullamildi. Ikinci ve iigiincii asama 15 giin arayla ayni islemin
tekrarlanmasiyla gergeklestirildi. Boylelikle kontrol ve deney gruplarinda kullanilan

embriyolar 10’a tamamlandi.

EMBRiIYO BEYIN DOKUSUNUN EKSTRAKiIYONU VE REAL-TIiME
RT-PCR ILE VEGFR-1, VEGFR-2 VE VEGFR-3 MRNA
EKSPRESYONLARININ TESPITI

Elde edilen beyin dokularindan hazir kit kullanilarak total RNA izole edildi (Mo-
Bio, RNA izolasyon kiti). Total RNA’dan (2ug) komplementer DNA (cDNA)
eldesi i¢in First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas, Life Sciences)
kullanilarak reverse transkripsiyon (RT) polimeraz chain reaction (PCR) yapildi.
Kantitatif real-time PCR ‘Bio-Rad ICycler 1Q’ sistemi kullanilarak yapildi. Elde
edilen cDNA’larda intron-spanning primerler kullanilarak VEGFR-1,2,3 (hedef gen)
ve GAPDH (Glukoz alt1 fosfat dehidrojenaz, referans gen) ekspresyonu analiz edildi.
Sicanlar i¢cin VEGF-R reseptorlerinin ve housekeeping gen olarak kullanilan
GAPDH primerleri Maurer ve ark. (2003) calismasindan elde edildi.

Primer dizeleri : VEGFR-1 (sense 5’-TTCCGGACTTTCAACACCTC -3° ve
antisense 5’-CCGAATAGCGAGCAGATTTC-3’), VEGFR-2 (sense5’-CGATGT
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CTCCTCCATCGTTT-3" ve antisense 5’-TTCCATCCGGAACAAATCTC-3’),
VEGFR-3 (sense 5’-TAAGGTGTACACCACGCAGA-3’ ve antisense5’-TGAG
CTCTGAGAACTGTGCA-3’) ve GAPDH (sense 5’- GAGGACCAGGTT
GTCTCC TG-3’ ve antisense 5’-GGATGGAATTGTGAGGGAGA-3’ ) olarak
secildi.

Kalip ¢cDNA’lar (2ul); 25 1 IQ SYBR Gren Supermix ve her bir primerden 50
pmol igeren 50ul’lik PCR reaksiyonunda ¢ogaltildi. Hedef ve referans genin her
ikisine de 35 dongii PCR reaksiyonu uygulandi; Referans gen (GAPDH) i¢in
denatiirasyon 94°C’de 5dk ve her bir dongi icin 94°C’de 30sn, annealing
56°C’de 50sn, ekstensiyon 72°C’de 1 dk (toplam 35 dongii), ve son siklustan
sonra final ekstensiyon i¢in 72°C’de 120 sn; hedef genlerden VEGFR-1 i¢in
denatiirasyon 95°C’de 3dk ve her bir dongii i¢in 95°C’de 30sn, annealing 60°Cde
50sn, ekstensiyon 72°C’de 45sn (toplam 37 dongii) ve final ekstensiyon igin
72°C’de 3dk; VEGFR-2 i¢in denatiirasyon 94°C’de 5dk ve her bir dongii igin
94°C’de 30sn, annealing 56.5°Cde 50sn, ekstensiyon 72°C’de 50sn (toplam 35
dongii) ve final ekstensiyon i¢in 72°C’de 2dk; VEGFR-3 i¢in denatiirasyon
95°C’de 3dk ve her bir dongii icin 95°C’de 30sn, annealing 61.5°Cde 50sn,
ekstensiyon 72°C’de 45sn (toplam 37 dongii) ve final ekstensiyon igin 72°C’de
3dk florasan data 585nm dalga boyunda ve her siklusun 72°C’lik ekstensiyon
fazinda Real-Time PCR optik sistemi tarafindan kaydedildi. Uriinlerin spesifitesi
‘melt curve analysis’ ve %1.5 agaroz jel elektroforezde kosturarak test edildi
(GAPDH ig¢in PCR baz bant1 297 bp, VEGFR-1 i¢in 180 bp, VEGFR-2 200 bp
icin, VEGFR-3 300 bp i¢in) (Sekil 6). Ekspresyon oranlar1 hesaplanirken ‘Bio-

Rad ICycler IQ’ tarafindan saglanan 6zel yazilim programi kullanildi.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Sekil 6. GAPDH ve VEGFR PCR iiriinlerinin agaroz jel goriintiisii.

1-10. DNA boyut marker

2-3. kuyucuk: Beyin dokusunun GAPDH PCR firiinii
4-5. kuyucuk : Beyin dokularinin VEGFR-1 PCR f{iriinii
6-7. kuyucuk : Beyin dokularimin VEGFR-2 PCR iiriinii
8-9. kuyucuk: Beyin dokularinin VEGFR-3 PCR {iriinii

Kontrol ve hipoksi beyinlerinden rastgele secilen birer 6rnek kullanilarak hem
hedef gen hem de referans gen i¢in farkl standart egri elde edildi.(1 iiniteden 1/16
iiniteye kadar 5 konsantrasyon kullanildi). Standart egriler iizerinden her 6rnegin
esik siklusu (CT) kullanilarak hedef referans genlerin iinite cinsinden relatif
konsantrasyonlar hesaplandi. Ornekler arasindaki RNA kalite ve kantite
farkliliklarim1 diizeltmek i¢in VEGFR-1, -2, -3 relatif konsantrasyonu, GAPDH
relatif konsantrasyonuna boliinerek normalize oranlar elde edildi. Elde edilen
normalize oranlar kontrol, hipoksi ve EPO grubunun beyin dokusudaki VEGFR-1,
-2, -3 ekspresyonlar1 olarak degerlendirildi. Calismada kontrol, hipoksi ve
hipoksi grubuna EPO verilmesi nedeniyle degerler normal kontrol ve hipoksi
kontrol temel alindig: i¢in her bir ekspresyon icin iki adet deger elde edildi
(VEGFR-1 normal (N) ve hipoksi (H); VEGFR-2 normal (N) ve hipoksi (H);
VEGFR-3 normal (N) ve hipoksi (H)). Kontrol ve hipoksi karsilagtirmalarinda
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kontrol grubunun standart alindigi, hipoksi grubu ile deney grubunun

karsilastirilmasinda ise hipoksi grubunun standart alindig1 degerler kullanildi.

ISTATISTIKSEL ANALIZLER

Aragtirma verilerinin degerlendirilmesinde SPSS 15.0 ile Sigma Stat 3.1 istatistik
paket programlarindan yararlanildi. Verilerin normal dagilim  gdsterip
gostermedigine Kolmogorov-Smirnov testi ile bakildi. Normal dagilim gosteren
parametreler ortalama + SD, anormal dagilim gdsteren parametreler ise ortanca
(minimum-maksimum) olarak ifade edildi. Normal dagilim gosteren degiskenlerde
bes grup oldugu i¢in gruplar arasi karsilastirmalarda Tek Yonlii Varyans Analizi
(ANOVA) kullanilmistir. Pos Hoc hangi testin yapilacagmi belirlemek igin
varyanslarin homojenitesine (Levene testi) bakildi. Gruplarin karsilagtirilmasi
varyanslarin homojen oldugu verilerde Tukey testi, homojen olmadigi verilerde
Tamhane testi ile yapildi. Normal dagilim gostermeyen degiskenlerde ise bes grubun
karsilastirmasinda Kruskal-Wallis H Testi kullanilmistir. Kruskal-Wallis H Testi
sonucu fark ¢ikan gruplarin karsilastirilmast Dunn’s Yontemi ile yapildi.
Parametreler arasi iligki arastirilirken normal dagilim gosteren parametrelerede
Pearson korelasyon katsayisi, anormal dagilim gdsteren parametrelerde Spearman
korelasyon katsayist kullanildi. Tiim istatistiksel analizlerde p<0.05 degerleri

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

GRUPLARIN MORFOLOJIK SKORLAMA VERILERIi

Morfolojik skorlama sistemine gore 11,5 giinliik embriyolarin 48 saatlik kiiltiir
periyodu sonunda kontrol grubunu olusturan embriyolarin normal in vivo gelisimine
yakin bir gelisme gosterdigi gézlendi (Resim 7). Embriyonik gelisimdeki en belirgin
gerileme hipoksik grupta gozlendi (Resim 8). Deney gruplarinda ise hipoksi grubuna

gore morfolojik skorlama degerlerinde artig oldugu gozlendi (Resim 9).
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Resim 7. Sican serumunda biiyiiyen 11,5 gilinlik sican embriyolar1 A-Vitellus kesesi

c¢ikartilmamis embriyo B- Embriyonun yandan goriiniisii (EPO1grubunda benzer).

Resim 8. Hipoksi sonraki 11,5 giinliik sigan embriyolar1 A- Vitellus kesesi ¢ikartilmamag

embriyo B- Embriyonun yandan goriiniisii

Resim 9. Kiiltiir ortamina 50 ve 100U/ml EPO ilave edildikten sonraki 11,5 giinliik sigan

embriyolar1 A- Vitellus kesesi ¢ikartilmamis embriyo B- Embriyonun yandan goriiniigii
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Morfolojik skorlama sistemine gore toplam morfolojik skor, vitellus kesesi ¢api,

embriyo bas-ki¢ uzunlugu ve somit sayisi karsilastirildiginda kontrol grubu ile deney

gruplart arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkliligin oldugu goriildii (p<0.05)

(Tablo II).

Tablo II. Gruplara gore normal dagilim gosteren morfolojik skorlama verileri

Hipoksi+EPO grubu
Degiskenler | Kontrol Hipoksi EPO1 EPO2 EPO3 P
(n:10) (n:10) (n:10) (n:10) (n:9) degeri
Total 55.3047.22 | 23.044.61 a | 36.20+£5.07 | 19.70+5.07 | 28.10+13.5 | <0.05
morfolojik a,b a,c a
skor
Somit sayis1 | 22.10+3.78 | 10.30+£3.59 | 15.29+42.30 | 8.10+2.55 | 11.56+5.70 | <0.05
a a,b a,c a
Ortalama 5.70+0.38 5.08+0.66 4.36+1.20 5.02+0.85 | 4.70+0.54 | <0.05
Vitellus a
kesesi cap1
Bas-ki¢ 4.84+0.63 2.78+0.58 a | 2.69+0.41 a | 2.48+0.33a | 2.91+0.46 | <0.05
uzunlugu a

a p<0.005; kontrol grubu ile kiyaslandiginda ¢ p<0.005; EPO1 grubu ile kiyaslandiginda
b p<0.005; hipoksi grubu ile kiyaslandiginda

Total morfolojik skor ve somit sayis1 acisindan; kontrol grubu ile tiim gruplar

arasinda istatistiksel olarak anlamli fark goriilirtken EPO1 grubunun degerleri

hipoksi ve EPO2 grubuna gore anlamli derecede yiiksek bulundu (p<0.05) (Tablo II)

(Sekil 7-8).
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Kontrol Hipoksi EPO1 EPO2 EPO3

Sekil 7. Gruplarin total morfolojik skor degerleri
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Kontrol Hipoksi EPO1 EPO2 EPO3

Sekil 8. Gruplarin somit sayis1 degerleri

Ortalama vitellus kesesi ¢ap1 acisindan sadece kontrol ile EPO3 arasinda fark
varken, bas-ki¢c uzunlugu acisindan kontrol grubu diger tiim gruplardan istatistiksel

olarak anlaml derecede yiiksek tespit edildi (p<<0.05) (Tablo II) (Sekil 9-10).
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Sekil 9. Ortalama vitellus kesesi capinin gruplardaki degerleri
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Kontrol Hipoksi EPO1 EPO2 EPO3

Sekil 10. Gruplarin bag-ki¢ uzunlugu degerleri

Parametrik dagilim goéstermeyen beyin skoru, vitellus kesesi dolagimi, allantois,
fleksiyon, kalp, kaudal noral tiip, arka/orta/on beyin, otik, optik, olfaktér, 6n ve arka
ekstremiteler, brankial, mandibular ve maksiller sistem degerlendirilmesinde; kontrol
grubu ile hipoksi, EPO2 ve EPO3 gruplar1 arasinda anlamli olarak fark var iken kalp
gelisimi, kaudal néral tiip, otik ve optik sistem, mandibular ve arka ekstremite
gelisiminde ek olarak EPO1 degerleri EPO2 degerlerinden anlamli olarak yiiksekti
(p<0.05) (Tablo III).
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Tablo III. Gruplara gore normal dagilim gostermeyen morfolojik skorlama verileri

Hipoksi+EPO grubu

Degiskenler Kontrol Hipoksi EPO1 EPO2 EPO3 P

(n:10) (n:10) (n:10) (n:10) (n:9) degeri
Beyin skoru 13.5(9-15) [ 3.0(3-6)a 6.0 (6-10) |3.0(3-6) a | 6(3-15) <0.05
Yolk sak 4.0 (3-5) 1.0(1-2) a 2.0 (1-4) 1.0 (1-2) a | 2.0 (1-4) <0.05
dolasimi
Allantois 3.0 (3-3) 1.0(1-2) a |2.0(1-3) 1.0(1-2) a | 2.0(1-3) a | <0.05
Fleksiyon 5.0 (4-5) 1.0(1-2) a [3.0(2-3) b | 1.0(1-2) a | 2.0(1-5) a | <0.05
Kalp 4.0 (2-5) 2.0(2-3) a |3.0(3-3) 2.0 (2-2)a,c | 2.0 (2-4) a | <0.05
Kaudal noral | 4.0 (3-5) 2.0(1-2) a |3.0(2-3) 1.0 (1-2)a,c | 2.0 (1-3) a | <0.05
tiip
Arka/orta/on | 4.5 (3-5) 1.0(1-2) a |2.0(2-3) 1.0(1-2) a | 1.0(1-2) a | <0.05
beyin
Otik sistem 4.0 (3-5) 20(1-2) a |3.02-4) 1.0 (1-2)a,c | 2.0 (1-4) a | <0.05
Optik sistem | 4.0 (3-5) 2.0(1-2) a |3.0(3-3) 1.0 (1-2)a,c | 2.0 (0-4) a | <0.05
Olfaktor 2.0 (2-2) 1.0(1-1) a |1.0(1-4) 1.0 (1-1) a | 1.0(0-2) a | <0.05
sistem
Brankial 2.0 (1-2) 1.0(0-1) a |1.0(1-2) 1.0 (0-4) 1.0 (0-2) <0.05
Mandibular 2.0 (2-2) 2.0(1-2) a |2.0(2-2) 1 (1-I)b,e | 2.0(1-2) <0.05
Maksiller 2.0 (1-3) 1.0(0-1) a |1.0(1-2) 1.0 (0-1) a | 1.0(0-2) a | <0.05
On eksremite | 1.5 (1-2) 1.0 (1-1) 1.0 (1-2) 1.0 (1-1) 1.0 (1-2) >0.05
Arka 1.0 (1-2) 1.0(1-1) a | 1.0(1-1) 0(0-1)b,c 1.0 (0-1) <0.05
ekstremite

a p<0.005; kontrol grubu ile kiyaslandiginda

b p<0.005; hipoksi grubu ile kiyaslandiginda

¢ p<0.005; EPOI1 grubu ile kiyaslandiginda

Beyin skoru ve kaudal néral tiip gelisiminde; kontrol grubunun degerleri hipoksi,

EPO2 ve EPO3 degerlerinden istatistiksel olarak anlaml derecede yiiksek bulundu
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(p<0.05, Tablo IIT) (Sekil 10). EPO1 grubunun kaudal noral tiip gelisim degeri EPO2
grubuna gore anlaml1 derecede yiiksekti (p<<0.05) (tablo III) (Sekil 11).
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Kontrol Hipoksi EPO1 EPO2 EPO3

Beyin skoru

Sekil 11. Gruplarin beyin skoru degerleri

Beyin gelisimi degerlendirildiginde EPO1 grubunun degerlerinin daha yiiksek
oldugu gozlendi (p<0.05) (Tablo 1V).

Tablo IV. Kontrol grubu ile deney grubunun beyin gelisimi

Morfolojik skor
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100 U/ml EPO2 10 6 4 ] ] ]
(Deney grubu)
50 U/ml EPO3 10 7 3 ] ] ]
(Deney grubu)
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GRUPLARIN VEGFR EKSPRESYON VERILERI

VEGFR ekspresyonu verilerinde kontrol grubu standart alindigindaki degerler
(VEGFR-IN, VEGFR-2N, VEGFR-3N) kontrol ile hipoksi grubunun
karsilagtirllmasinda; hipoksi grubu standart alindigindaki degerler (VEGFR-1H,
VEGFR-2H, VEGFR-3H) ise hipoksi grubu ile deney grubunun karsilastirilmasinda
kullanildi.

Tablo V. Kontrol grubu standart alindiginda VEGFR ekspresyon verileri

Degiskenler VEGFR-IN | VEGFR-2N VEGFR-3N P degeri

Kontrol (n:10) | 1.162+0.854 | 1.606+1.393 | 1.808 (0.178-3.655) | >0.05

Hipoksi (n:10) 0.994+0.582 | 0.266+0.216 | 0.208 (0.088-0.763) >0.05

VEGFR-1, VEGFR-2, VEGFR-3 ekspresyonlar1 agisindan bakildiginda kontrol
grubu ile hipoksi grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu (p>0.005)

(Tablo V) (Sekil 12).

VEGFR ekspresyonu
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Sekil 12. VEGFR ekspresyonlarinin kontrol ve hipoksi grubundaki degerleri

Hipoksi grubu ile deney grubu karsilastirildiginda; VEGFR-1 degerleri acisinda
gruplar arasinda fark yok iken EPO1 grubunun VEGFR-2 ve VEGFR-3 degerleri
hipoksi grubundan istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksekti (p<0.05) (Tablo VI)
(Sekil 13-15).
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Tablo VI. Hipoksi grubu standart alindiginda VEGFR ekspresyon verileri

Hipoksi+EPO grubu
degiskenler | Hipoksi EPO1 EPO2 EPO3 P
(n:10) (n:10) (n:10) (n:9) degeri
VEGFR-1H 0.464 1.866 0.793 0.964 >0.05
(0.076-1.942) | (0.134-4.840) | (0.105-3.030) | (0.086-1.884)
VEGFR-2H | 0.985+0.820 3.963£2.195b | 2.224£2.120 | 1.920+1.514 | <0.05
VEGFR-3H 0.460 5717 b 2.154 1.363 <0.05
(0.076-3.544) | (0.283-10.459) | (0.344-7.192) | (0.622-7.476)

b p<0.005; hipoksi grubu ile kiyaslandiginda

m VEGFR-1
O VEGFR-2
VEGFR-3

VEGFR H ekspresyonu

EPO1 EPO3

EPO2

Kontrol Hipoksi

Sekil 13. VEGFR ekspresyonlarmin hipoksi ve deney grubundaki degerleri (Kontrol
degerleri kontrol standart alindigindaki, Hipoksi ve EPO degerleri hipoksi standart
alindigindaki degerlerdir).
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Sekil 14. VEGFR ekspresyonlarinin hipoksi ve deney grubundaki degerleri
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Sekil 15. VEGFR ekspresyonlarinin hipoksi ve deney grubundaki degerleri
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Tablo VII. VEGFR-3 ile iligkili parametreler

VEGFR-3 ekspresyonu

Degiskenler (n=10)

r P
VEGFR-1 0.63 0.01
Beyin skoru 0.28 0.04
Yolk sak dolagimi1 0.33 0.02
On ekstremite 0.20 0.04

VEGFR-3 ekspresyonu ile VEGFR-1, beyin skoru, yolk sak dolasgimi ve on
ekstremite arasinda istatistiksel olarak anlamli pozitif iliski mevcuttu (p<0.05, Tablo

VII).
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TARTISMA

Gliniimiize kadar hipoksinin perinatal ve ge¢ donem etkileri ¢ok iyi bilinmesine
ragmen, gestasyonun erken donemindeki embriyonel etkileri daha az bilinmektedir.
Hipoksi sonucu embriyonik gelisimde gecikme veya embriyo kaybi
goriilebilmektedir (93). Sican embriyo kiiltiiriinde 9,5-11,5 giinliik organogenezis
donemi insan embriyosunda fertilizasyondan sonra 3-6. haftaya denk gelmektedir. /n
vitro sican embriyo kultliirii teknigi in utero hipoksi disinda organogenezis
doneminde fetiis gelisiminde etkili olan anjiogenezis ve ndrogenezis mekanizmalarin
tizerinde ¢alismak a¢isindan da 6nem arz etmektedir (1,5,7).

In vitro embriyo Kkiiltir teknigi sayesinde embriyo gelisim siiresinin belli
donemlerinde belirli teratojenlerin, embriyo gelisimi {izerine farkli zamanlardaki
etkilerine bakilabilmektedir. Ayrica embriyo kiiltiirii ortamina konulacak maddelerin
konsantrasyonlar1 belirlenebilmekte ve annenin metabolizmasi ortadan kaldirilarak
bircok maddenin embriyonik gelisim iizerindeki direkt etkileri calisilabilmektedir
(2).

Pek ¢ok arastirmaci vaskiilogenez ve anjiogenezi, damar gelisiminde farkli iki yol
olarak tanimlamislardir. Bu olaylar erken embriyogenez ve postnatal donemde

meydana gelmektedir (75-77). Vaskiilogenezde mezensimal hiicreler angioblastlara,
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angioblastlar endotel hiicrelerine, endotel hiicreleri ise primer kan damarina doniisiir
(75). Dolayisiyla vaskiilogenez erken embriyogenez sirasinda olusur ve eriskinlerde
meydana gelmez. Anjiogenez ise daha onceden var olan kan damarlarindan yeni
kapillerlerin meydana gelmesi anlamina gelir. Hem gelisen embriyo hem de postnatal
hayatta gergeklesir (75,77). In vitro embriyo kiiltiir teknigi bu iki mekanizmanin
anlasilmasi icin ideal bir yontem haline gelmistir (1,2).

Rosenzweig ve arkadaslari (2) hipoksinin gestasyonun erken doneminde embriyo
kiiltiirii izerine etkisini aragtirmiglardir. Organogenezis siiresince hipoksiye ¢ok kisa
donemde bile maruz kalmanin embriyonun biiyiime ve gelismesini bozabilecegini,
hipoksinin hem biiylime hem de farklilasma iizerinde etkisi oldugunu ve
reoksijenlenme ile hipoksinin embriyo ilizerindeki zarar verici etkilerinin arttigini
ortaya cikarmislardir. Hipoksi-reoksijenizasyon peryoduna maruz kalan embriyoda
belirgin bir sekilde noral tiip 6demi ve beyin ventrikiillerinde genisleme tespit
edilmistir. Ilging olarak, hipoksinin tek basma noral tiip ddemi gelismesine etkisi

olmadig1 gibi bu etkinin gelismesi i¢in reoksijenizasyona ihtiya¢ duyulmaktadir.

Calismamizda hipoksi grubu ve EPO3 grubunda kaudal ndral tiip gelisimi benzer
iken EPO1 ve kontrol grubundan anlamli olarak diisiik bulunmasi EPO’nun kaudal
noral tiip gelisimi iizerinde de etkili oldugunu diisiindiirmektedir. On ¢alismada
embriyolar sadece 2. giin hipoksiye (%20 yerine %5 O,) maruz birakilmis daha sonra
gelismeleri icin gereken normal O, konsantrasyonu verilmistir. Daha diisiik
konsantrasyonda gelisim olmadigi i¢in bu donem reoksijenizasyon peryodu olarak
kabul edilmedi. Ayrica hipoksinin kaudal ndéral tiip gelisimi iizerine zararh etkilerine
karsilik EPO (200 U/ml) verilmesi ile arka ndropor olusmasi saglanmakta fakat noral
tiip kapanmasi gerceklesmemektedir.

Johshita ve arkadaglar1 (94) iki saat gibi ¢ok kisa bir siirede hipoksiye maruz kalan
embriyoda somit sayisinda onemli derecede bir azalma tespit etmislerdir. Embriyo
gelisimi sirasindaki hipoksinin embriyo biiyiimesinden ziyade farklilasmasinda etkili

oldugunu bildirmislerdir.

Calismamizda da hipoksi grubunda somit sayist ve bas-ki¢c uzunlugunda belirgin bir
azalma tespit edilmis iken ortalama vitellus kesesi ¢apinda farklilik olmamasi

hipoksinin biiyltimeden ziyade farklilasmay1 etkiledigi tezini desteklemektedir.
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EPO’nun kesfinden 60 yili askin bir siireden sonra, bir dizi deneylerle EPO’nun
beyinden iiretilebilecegine dair kamitlar bulunmustur. ilk ¢alismalarda, EPO’nun 19.
gebelik haftasindan itibaren iiretildigi saptanmistir. Ancak son yapilan ¢aligmalarda,
gebeligin daha erken donemlerinde de EPO’nun beyinde bulundugu tespit edilmistir.
Juul ve arkadaslar1 (33), abortus nedeni ile fetuslarin beyinlerini incelemisler, 5-6
haftalikken EPO ve EPO reseptorlerini periventrikiiler germinal zonda, 10 haftalik
iken de kortikal duvar ve ventrikiillerin etrafi boyunca bol miktarda bulundugunu
tespit etmislerdir. Embriyonel hayatta bu bolgede oligodendrosit ve astrositlerin
gelistigi multipotent hiicreler vardir.

Daha sonra cesitli hayvan ve postmortem insanlar lizerinde yapilan ¢alismalarda,
beynin temporal, frontal ve oksipital korteksleri, serebellum, hipotalamus, kaudat
cekirdekler dahil olmak {izere incelenen biitiin alanlarda hiicresel seviyede EPO ve
reseptoriiniin bulundugu gosterilmistir (34).

Miskowiak ve arkadaslar1 (95) yiiksek doz sistematik olarak verilen EPO’nun bir
hafta sonra bakildiginda normal erigkin memelilerde hipokampal ndrogenezisi
uyardigini ortaya ¢ikarmiglardir.

Chen ve arkadaglar1 (48) EPO-R olmayan farelerde ciddi anemi gelismeden Once
noral Onciil hiicrelerde azlik, hipoksiye duyarlilikta artis, néron farklilagsmasinda
bozulma oldugunu ve takiben eritrosit iiretimindeki eksiklik nedeniyle in utero 13,5
giinden 6nce 0liim oldugunu bildirmislerdir.

Buemi ve arkadaslari (39) noron ve astrositlerin EPO salgilama yetenegi oldugunu ve
beyinde 6zel EPO-R bulundugunu gostermislerdir. Bu yiizden bu hormonun beyin
fonksiyonlar1 lizerine parakrin etkileri oldugu diislintilmiistiir. EPO reseptorleri beyin
damarlarinin endotel hiicreleri iizerinde de tariflenmistir. Fakat bu hormonun beyin
ve bobrek arasindaki iletisimi heniiz tam agikliga kavusturulmamustir.

Matsuda ve arkadaslar1 (29) iki noéral kaynakli hiicre dizisinde EPO reseptoriinii
gostermiglerdir. /n vitro olarak astrositlerin EPO fiirettigini ve hipoksi ile mRNA
ekspresyonunda artis oldugunu da ortaya c¢ikarmislardir. EPO ve EPO-R
mRNA’sinin temporal korteks, hipokampus, serebellum ve amigdale’de hipoksi
sonras1 artmis oldugu tespit edilmistir.

Sonucta, gelisen beyinde EPO ve EPO-R varligi SSS hiicrelerinin gelisimi ve
farklilagmasi icin bu hormonlarin énemini gdstermektedir. [n vitro olarak hipoksi, in
vivo ise anemi EPO ve EPO-R ekspresyonunu uyarmakta ve hassasiyetlerini

arttirmaktadir.
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Calismamizda EPO verilmesi ile embriyo gelisiminde olusan iyilesmede hipoksinin
EPO ve EPO-R hassasiyetini arttirmasinin da etkili oldugu diistiniilmektedir.
EPO’nun, serebral iskemi sirasinda beyindeki etkisini ve dnemini gdsteren bir¢ok
caligsma yapilmistir.

Wen ve arkadaslar1 (59) 20 sican yavrusunda hipoksi sonrasi ve anti-tavsan EPO
reseptor antikorlar1 ile Western Blot analiz yontemini kullanarak iskemi bolgesinde
EPO reseptoriiniin 6. saatten sonra Onemli derecede arttigini tespit etmislerdir.
EPO’nun apopitotik hiicre Oliimiinti etkiledigini bildirmislerdir. Spandou ve
arkadaslar1 (27) 7 sigan yavrusunun tek tarafli karotid arterlerini baglayarak,
beyinlerini bir saat kadar hipokside birakmislardir. Hipoksiden 24 saat ile 4 giin
sonra beyinlerini incelediklerinde kortikal infarkt ve baz1 alanlarda ndéron kaybiyla
karsilagsmiglardir. Bu hasarli serebral korteks sinirlarinda ve astrositlerde
immiinhistokimyasal olarak EPO artigin1 tespit etmigler ve ¢aligsmalarinda, hipoksik
iskemik uyar1 ile EPO ve EPO reseptor sisteminin aktifleserek néronlar1 korumaya
calistigin1 One siirmiislerdir. Ayrica ikinci bir calismada ise perinatal asfiksi
olusturulmus deneysel hayvan modelinde EPO’nun hipoksinin uyardigt DNA
fragmantasyonunu onleyerek de koruyucu etki gosterdigini rapor etmislerdir (55).
Castillo-Melendez ve arkadaslar1 (96) gebe koyunlari, umblikal kordonlarini 10
dakika kadar klempe ederek hipokside birakmiglar ve 48 saat sonra beyinlerini
incelemisler. Immiinhistokimyasal olarak ¢alistiklar1 preparatlarinda asfiktik
koyunlarin beyinlerinde, saglikli dogan koyunlarin beyin dokularina goére, en fazla
korteks ile ventrikiil ¢evresinde EPO ve EPO reseptor artisiyla karsilagmiglardir.
Umblikal kord iki defa 10 ar dakikalik klempe edildiginde ise beynin incelenen tiim
alanlarinda EPO artisin1 tespit etmislerdir. Ayrica calismalarinda, hipoksik
beyinlerde yaygin lipid peroksidasyonu ve apopitoz artig1 goriilmesi lizerine beynin
adaptasyon mekanizmasi olarak EPO’nun ekspresyonunu arttirdigi ve bdylece
noronal hiicreleri korudugunu ileri siirmiislerdir.

Yu ve arkadaslar1 (38) EPO genini delesyona ugrattiklar farelerin beyin gelisimlerini
incelediklerinde, EPO reseptorleri yetersiz olan 4. ventrikiil bolgesinde hipoplazi ile
beraber yiiksek bir apopitoz hizinin oldugunu ortaya ¢ikarmislardir.

Bernaudin ve arkadaslar1 (97) sol orta serebral arter kalici tikanikliginda farelerde
fokal beyin iskemisinin Onlenmesinde EPO’nun roliinii aragtirmislardir.
Intraventrikiiler rHUEPO enjeksiyonu ile farelerde infarkt voliimiinde énemli bir

azalma saglanmistir. Bu calisma iizerine sistematik olarak verilen rHUEPO’nun kan
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beyin bariyerini gecip gecemeyecegi yoniinde ¢alismalar yogunlasmistir. Brines ve
arkadaslar1 (35) EPO’nun kan beyin bariyerini gecebilecegini yaptiklari ¢aligma ile
gostermislerdir.

Son yapilan calismalarda (41) EPO tedavisi ile inme sonrasi 6. saatte bile doku
zedelenmesinin 6nemli oranda azaldig1 ortaya ¢ikmistir.

Sun ve arkadaslar1 (50) yenidogan sicanlarda hipoksi iskemi modeli olusturmuslar ve
hipoksik-iskemik gruba EPO tedavisi vermislerdir. rHuUEPO’nun beyin
zedelenmesini 6zellikle apopitotik hiicre 6liimiinii azaltarak ve Heat sok protein
(HSP27) aktivasyonu aracilig1 ile sagladigini ortaya ¢ikarmislardir.

Takiben subaraknoid kanamada EPO etkinligi arastirilmigtir. Springborg ve
arkadaslar1  (98) deneysel SAK modelinde mikrodolagimsal bozukluklari
gostermiglerdir. Buemi ve arkadaglar1 ise deneysel SAK modelinden hemen sonra
uygulanan rHuEPO’nun mortalite hizin1 azalttigt ve fonksiyonel iyilesmeyi
sagladigini ortaya ¢ikarmislardir.

Stockmann ve arkadaglar1 (32) bobrek ve karacigerde hipoksi ile olusan EPO
ekspresyonunun gecici oldugunu beyindeki EPO mRNA seviyesinin ise hipoksik
uyar1 siiresince devam ettigini belirtmislerdir. EPO’nun salinimi ve etkisini hipoksi
ile degisiklik gosterdigi bildirilmistir.

Insanlarda hipoksi ile EPO arasindaki iliskiyi incelemek igin Fahnenstich ve
arkadaslar1 (99), 75 tane akut ve kronik stresde kalmis matiir bebekten, 77 tane
prematiire bebekten ve 54 tane saglikli matiir bebekten alinan kan 6rneklerinden EPO
diizeyleri ¢alismislar. Stresle EPO diizeylerinin arttigini, 6zellikle bu yiiksekligin,
akut streste daha belirgin oldugunu belirtmislerdir.

lleriki yillarda, sadece hipoksinin degil hipoglisemi, ndronal depolarizasyon,
mitokondrial reaktif oksijen radikallerinin de HIF aktivasyonu yaparak beyin EPO
tretimini yaptigr bulunmustur. EPO reseptorlerine baglanarak endositozis yoluyla
beyinde koruyucu etki gostermektedir.

Lewczuk ve arkadaslar1 (30) hipoksinin baslangicinda yenidogan siganlarin
hipokampal noéron kiiltiirlerinin EPO ile tedavisi sonucu ndronal 6liimiin 6nlendigini
tespit etmislerdir. Ilging olarak, eriskin sican beyninde normal sartlarda EPO mRNA
ve EPO-R mRNA ekspresyonu yok iken hipoksi sonucu hizla artmistir.
Calismamizda 11,5 giinliik sigan embriyosunda uygun dozda verilen EPO hipoksi
grubuna gore total morfolojik skor, somit sayist ve beyin skorunda belirgin bir

tyilesme saglamustir.
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EPO endotel hiicrelerini indirekt olarak VEGF/VEGFR sisteminin aktivasyonu ile
etkilemektedir (100).

Sigir aortik ve glomeriiler endotel hiicresinin EPO ile uyarilmasi sonucu olusan
endotel hiicre ¢ogalmasi spesifik anti-VEGF antikoru ile onlenebilir (101). Ayrica
EPO tedavisi sonrasi aortik hiicrelerde VEGFR1 ve VEGFR2 mRNA ekspresyonu
artmaktadir. Sonu¢ olarak, glomeriiler endotel hiicrelerinin EPO ile inkiibasyonu
anti-EPO antikoru ile ortadan kaldirilabilen doz bagimli VEGF salinimina neden
olur. Bu sonuglarin fizyolojik 6nemi halen agiga ¢ikarilamamistir. Fakat en azindan
in vivo olarak endotel hiicrelerinin 6nemli miktarda VEGF iiretmedigi goriilmektedir.
Beyinde EPO ve VEGF arasindaki etkilesim halen tartismalidir. Valable ve
arkadaslar1 (102) VEGF artisinin KBB gegirgenligi ve beyin 6demini arttirdigini
sOylemislerdir. Martinez-Estrada ve arkadaslar1 (36) EPO’nun VEGF aracilig1 ile
olan KBB bozuklugunu in vitro olarak 6nledigini bildirmislerdir.

Matchett ve arkadaglar1 (57) EPO’nun cerrahi beyin zedelenmesinde etkisiz oldugu
hatta VEGF diizeyini arttirarak beyin 6demini ortaya c¢ikardigini bildirmislerdir.
Immunflorasan teknik ile hipoksi sonrasi hem EPO ile tedavi edilen hem de
edilmeyenlerde beyinde tedavi edilenlerde ¢ok daha yiiksek diizeyde olmak iizere
VEGF ekspresyonu tespit etmislerdir. VEGF iiretiminin EPO reseptor ekspresyonu
ile dogrudan iligkili oldugu bulunmustur. Ayrica, hipoksi ile veya VEGF ile
uyarilmast sonucunda VEGF-R2 mRNA ve protein seviyesi belirgin bir sekilde
artarken Plate ve arkadaglari beyin kiiltiirinde EPO tedavisinin VEGF-R2
ekspresyonuna etkisi olmadigini bildirmislerdir. Calismamizda farkli olarak EPO ile
VEGFR2 ve VEGFR3 artig1 goriilmiis olup EPO’nun néron koruyucu etkisini VEGF
tizerinden yaptigini diislindiirmustiir.

Skold ve arkadaglart (103) deneysel sigan beyin kontiizyonu modelinde VEGF ve
reseptorlerini  calismiglardir. Lezyon bolgesinde FIt-1 ve Flk-1 mRNA ve
proteinlerinde artig tespit etmislerdir. Vaskiiler permeabilite degisikliklerinde Flk-1
en Oonemli reseptor oldugu, iskemik SSS zedelenmelerinde VEGF’in anjiogenezisi
uyardigi ve posttravmatik beyin 6demi olusumunu arttirarak inflamatuvar cevap
olusturdugunu belirtmislerdir. Lezyon bdlgesinde maksimum VEGF ekspresyonu
yaklasik 4.giin civarinda bulunmustur. Hayvan calismalarinda hipoksi sonrasi 3 saat
kadar erken bir slirede VEGF ekspresyonunda artis oldugunu ve 48 saat kadar
siirdiigli, Zhu ve arkadaslarinin c¢asilmasinda ise iskemi sonrasi 1.giinde HIF-1

ekspresyonu ve 7. giinde ise VEGF ekspresyonunda artis oldugunu bildirilmistir.
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Calismamizda embriyo kiiltiirtinde hipoksiden 1 giin sonra VEGFR ekspresyonunda
artma tespit edilmistir.

Wang ve arkadaglar1 (85) farelerin orta serebral arterlerini baglayip hipokside
biraktiktan 24 saat sonra 5000 U/ kg’ dan 7 giin boyunca her giin EPO’yu sistemik
olarak uygulamislardir. Yedinci giiniin sonunda BDNF ve VEGF diizeyleri igin
serum Ornedi almislar ve beyinlerini incelemislerdir. EPO alan hipoksik siganlarin
VEGF ile BDNF diizeylerinin, almayan hipoksik siganlara gore belirgin yiiksek,
infarkt alaninin da daha kii¢iikk oldugunu ve infarkt sinirlarindaki hiicrelerinde ise
cogalma egiliminde oldugunu tespit etmislerdir. rHuEPO tedavisi beyin VEGF
diizeyini arttirmas1 ve EPO’nun uyardigi kapiller benzeri tiip olusumunu VEGF-R2
antagonisti (SU1498) ile bloke edilmesi VEGF’in EPO’nun sagladig1 anjiogenezise
aracilik ettigini gostermektedir. Calismalarinda EPO’nun VEGF ile BDNF’ yi
arttirarak, noronlarin ¢ogalmasini ve kapiller olusumlart destekledigini, boylece
noronlar1 koruma fonksiyonu yaninda inme sonrasi iyilesmede, c¢evre dokularin
diizenlenmesinde katkida bulundugunu saptamislardir.

Hai ve arkadaslar1 (104) sigan beyninde kronik beyin hipoperflizyonun VEGF
mRNA’sinda ve protein ekspresyonunda artig sagladigini bunun da anjiogenezis ile
iliskili oldugunu gostermislerdir.

Maurer ve arkadaglari (105) sican noral kok hiicre kiiltiiriinde normal oksijen
oldugunda VEGF-R2 ekspresyonunu hipokampus, subventrikiiler zon ve olfaktor
hiicrelerinde tespit etmislerdir. Fakat VEGF-R1 ve VEGF-R3 sinyali gérmemislerdir.
VEGF-R2 mRNA ekspresyonu hipoksik sartlarda subventrikiiler ve olfaktor bolgede
goziikmez iken hipokampal noral kok hiicrede devam etmistir. VEGFR-3 mRNA
hipokampus ndral kok hiicrelerinde hipoksi ile uyarilmistir. Son ¢alismalarla VEGF
ekspresyonunun eriskin ndral kok hiicrelerinde  goriilmemesine ragmen
hematopoietik kok hiicrelerde goriilmesi tizerine VEGF ve reseptor ekspresyonu
lizerine “internal otokrin loop mekanizmasi” adi altinda bir mekanizma One
stiriilmiistiir (105). Bu mekanizmaya gore tiim ndral kok hiicrelerde goriilen VEGF
mRNA ekspesyonu ne anoksi ne de disardan verilen VEGF ile baskilanmaktadir. Bu
da beyinden kaynakli kok hiicrelerde VEGF uyarisinin intrinsek oldugu goriistinii
one c¢ikarmaktadir.

flging olarak, en yiiksek VEGF mRNA ekspresyonu in vivo spontan ndrogenezis
oldugu yerlerde bulunmustur. Noral kok hiicrelerde VEGF ekspresyonu olmasi bu

hiicrelerin endotel Onciillerinin uyarilmasi veya dogrudan anjiogenik etkiler ile yeni
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damarlanma ve anjiogenezise katkilar1 oldugunu gostermektedir. Son yillarda VEGF
R2’nin fare embriyo kortikal hiicre kiiltiiriinde eksprese oldugu ve disardan VEGF
verilmesi ile in vivo olarak beyinde VEGF-R2 ekspresyonunun arttig1 gosterilmistir (
82).

Maurer ve arkadaglar1 (105) ¢alismalarinda noral kok hiicrelerinde VEGF-R2’nin
onemli oldugunu gostermislerdir. VEGF-R2 baglica hiicre proliferasyonu ve
sagkalimindan sorumlu tutulmustur. Daha Onceki ¢alismalarda VEGF-R3’{in
lenfanjiogenezisde Onemli oldugu gosterilmisken bu calismada anoksiye bagh
hipokampal hiicrelerde artmasinin VEGF-R3’iin heniiz bilinmeyen bir fonksiyonunu
da ortaya ¢ikarmustir.

Calisgmamizda kontrol grubunda VEGFR-1,-2 ve -3 tespit edilmis olup hipokside
ekspresyonlarinda azalma, uygun dozda EPO verildiginde ise 6zellikle VEGFR-2 ve
-3 mRNA diizeyinde belirgin bir artis goriilmiistiir. VEGFR-1 artis1 digerleri kadar
belirgin degildir.

Ogunshola ve arkadaslar1 (107) in vivo ve in vitro olarak 15 giinliilk embriyo kortikal
noronlarinda VEGF ve reseptorii olan Flk-1 ekspresyonunu tespit etmislerdir.
Bellomo ve arkadaslar1 (92) VEGF165’in gelinciklerin korteksinde ve hipokampal
pirimidal tabakada EPO ekspresyonunu indiikledigini gostermistir. VEGF165’nin
EPO iiretimi i¢in hipoksik sinyal olarak rol oynadigini ileri siirmiislerdir. VEGF
ozellikle beyin hipoksisini takiben goriilen anjiogeneziste primer rol oynayan bir
faktordiir. Giinler veya haftalarla devam eden orta serebral arter tikanmalarinda da
VEGF ekspresyonu birkag saat icinde artmaktadir.

Iskemik inme sonrasi beyin dokusunda néronlar, astrositler ve endotel hiicrelerinde
VEGF mRNA sentezi artarken kan damarlarinda VEGF reseptor ekspresyonu
artmaktadir (103). Beyin iskemisinde 6nce HIF-1a takiben VEGF ve reseptorlerinin
ekspresyonu artmaktadir. VEGF ekspresyonu hipokside HIF-1a araciligi ile artar.
HIF-1a anjiogenezisde gerekli olan transkripsiyon (plazmojen aktivator inhibitdr,
VEGF, endotelin-1, indiiklenen NO sentez ve insiilin-benzeri biiyiime faktorii)
genlerini aktiflestirmektedir (108).

Calismamizda hipoksi ile VEGFR ekspresyonlar1 azalmaktadir. VEGF endojen
savunma sistemine yer aldigi icin in vifro embriyo kiiltiir ortaminda yeteri kadar
salinmadigi, hipoksi siddetinin VEGFR {iretim diizeyinin ¢ok {izerinde oldugu, HIF-
lo’nin etkili olamadigi veya ndrogenezis sirasinda c¢ok yogun olan VEGFR

ekspresyonunun goreceli olarak azalmig olabilecegi akla gelmektedir.
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Ilging olarak, hem VEGF’in hem de EPO’nun in vivo ve in vitro ¢alismalarda ndron
koruyucu olarak rol oynadigir gosterilmistir. EPO ile VEGF iligkisinde primer
sorumlu olarak HIF-la tarafindan diizenlenen oksijen-sensdr yolagmin oldugu
diisiiniilmesine ragmen SSS’de EPO ile VEGF iliskisi tam olarak ortaya
¢ikarilamamustir.

Kim ve arkadaslar1 (109) embriyonik 13. giinde lateral ventrikiiliin ventikiiler
bolgesinde daha ¢ok olmak tizere VEGF reseptorleri olan Flt-1 ve Flk-1 mRNA’s1
tespit etmislerdir. Bu ekspresyon 15. giinde kortikal bolgede iken 20. giinde kortikal
bolgenin derin kisimlarinda, daha zayif ve sinirli olarak goriilmiistiir. Neticede sigan
on beyin gelisiminde spesifik VEGF reseptorleri yoluyla ndronlarin ¢ogalmasi,
farklilagmasi ve olgunlasmasi saglanmaktadir.

Noral kok hiicre kiiltiirii ve fare embriyonik kortikal néronlar VEGF ve reseptorlerini
eksprese etmektedir. VEGF’nin in vitro ndrogenezisi uyarmasi Flk-1 reseptori
araciligi ile olmaktadir (110).

VEGF’1in gelisim siirecince roliinii gosteren bir¢ok caligma olmasina ragmen gelisen
beyindeki VEGF reseptor ekspresyonunu gosteren ¢ok az c¢alisma vardir. Bu yiizden
calismamiz beyin gelisiminin erken doneminde VEGFR gosterilmesi bakimindan
anlamlidir.

Yang ve arkadaglar1 (111) yenidogan ve eriskin sigan beyninde kortikal ve
hipokampal noronlarda Flk-1 ve Flt-1 ekspresyonunu degerlendirmislerdir. Flk-1’in
hem yenidogan hem de eriskin néron gelisiminde énemli oldugu FIt-1’in ise immatiir
beyin gelisiminde rol oynadigi gosterilmistir. Flk-1 ve Flt-1 beyin damarlarinda
yiiksek oranda tespit edilmistir. Beyin gelisiminde damar olusumu ve dagilimi ¢ok
onemli oldugu icin bu durum VEGF’in beyin anjiogenezisindeki Onemini de
gostermektedir. Erigkin sican beyninin subgraniiler zonunda ndrogenezis yliksek
VEGF igeren anjiogenik bolgeden baslamaktadir. Bu bulguda beyinde norogenezis
ve anjiogenezisin VEGF ve VEGFR nin fizyolojik fonksiyonlari ile iliskili oldugunu
gostermektedir. Sonug olarak, Flt-1 ve Flk-1’in hem ventrikiiler ve subventrikiiler
zondaki kok hiicrelerin ¢ogalmasinda hem de embriyonik korteks ve hipokampusda
postmitotik  differansiyasyonda eksprese edildikleri gorilmektedir. VEGEF,
gelismekte olan sigan beyninde ¢cogalma, farklilasma ve olgunlasmay1 igeren gelisim
basamaklarini reseptorii yolu ile saglamaktadir.

Schanzer ve arkadaslart (112) in vivo olarak VEGF nin ventrikiil duvari, olfaktor

bolge ve hipokampustaki norogenezis iizerine etkilerinin goOstermek igin
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intraventrikiiler yoldan VEGF uygulamislardir. Diisiik doz VEGF’in endotel hiicre
cogalmast yapmadan vaskiiler gecirgenlikte degisiklik yaparak noérogenezisi
uyardigini tespit etmislerdir. Koroid pleksusa komsu ventrikiil duvarinda da giiglii
Flk-1 ekspresyonu tespit edilmesi in vivo olarak noral kok hiicre iizerine endojen
VEGF’in parakrin fonksiyon gosterdigini diisiindiirmektedir.

Ding ve arkadaglar1 (113) sigan embriyonik spinal kord ndron kiiltiiriine hipoksi
sonrast VEGF uygulamiglardir. Hipoksinin ndron sayist ve canlilifini azalttigin
fakat VEGF uygulamasi ile apopitozisin azaldigini tespit etmislerdir. VEGF direkt
noron koruyucu etkisini Flk-1 reseptorii lizerinden gerceklestirmistir. Li ve
arkadaglar1 (37) farelerde fokal beyin iskemisi ile olusan KBB zedelenmesini
EPO’nun korudugunu 6ne siirmiislerdir. Artmig VEGF seviyesine ragmen rHuEPO
KBB’de iskemiye bagli olan zedelenmeye kars1 kismen flk-1 ekspresyonunda azalma
saglayarak koruyuculuk yaptigini belirtmislerdir. Iskemi sonrasi olusan NO ve artan
VEGF KBB devamliligici 6dem ve sekonder zedelenmeye sebep olarak
bozmaktadir. [n vivo ¢alismalarda orta serebral arter tikanikliginda VEGF sinyalinin
anti-VEGF antikorlar1 bloke edilmesi KBB bozukluklarina karst koruma
saglamaktadir. Calismalarinda VEGF ekspresyonu artsa bile Flk-1 ekspresyonunun
azalmas1 ile KBB devamliliginin saglandigin1 fakat bu konuda ileri diizeyde
arastirmalara ihtiya¢ oldugunu bildirmislerdir.

Calismamizda hipoksi sonrast EPO verilmesi ile VEGFR-2 ve -3 seviyelerinde artis
tespit edilmistir. Bu artis ile birlikte embriyo gelisiminde de iyilesme saglanirken
vitellus kesesinde 6dem ve zedelenme saptanmamustir.

Sonug olarak, beynin endojen koruyucu mekanizmalarini taklit etmek basarili bir
noron koruyucu tedavi i¢in anahtar rol oynamaktadir. VEGF’in anjiogenezisde
oldugu kadar ndrogenezisde de etkili oldugu ve EPO ile karsilikli etki gostererek
viicudun endojen bir savunma sistemi olarak gorev yaptigini diisiinmekteyiz. Fakat
VEGF/VEGFR sisteminin EPO aracilig1 ile anjiogenezis ve ndrogenezis lizerine olan

etkisini tam olarak ortaya ¢ikarmak i¢in daha fazla calismaya gerek vardir.
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SONUCLAR

Vaskiilogenezis, anjiogenezis ve ndrogenezis mekanizmalarinin 6grenilmesi
i¢in in vitro embriyo kiiltiir teknigi ideal bir yontemdir.

Organogenezis siiresince hipoksiye ¢ok kisa donemde bile maruz kalmanin
embriyonun bilylime ve gelismesini bozabilecegini, hipoksinin hem biiylime
hem de farklilagma iizerinde etkisi oldugunu ortaya ¢ikmustir.

Hipoksi grubu ve EPO3 grubunda kaudal noral tiip gelisimi benzer iken
EPO1 ve kontrol grubundan anlamli olarak diisiik bulunmas1 EPO’nun kaudal
néral tiip gelisimi iizerinde de etkili oldugunu diisiindiirmiistiir. On calismada
embriyolar sadece 2. giin hipoksiye (%20 yerine %5 O2) maruz birakilmisg
daha sonra gelismeleri i¢in gereken normal O2 konsantrasyonu verilmistir.
Daha diisitk konsantrasyonda gelisim olmadigi i¢in bu donem
reoksijenizasyon peryodu olarak kabul edilmemektedir. Ayrica hipoksinin
kaudal néral tiip gelisimi {izerine zararl etkilerine karsilik EPO (200 U/ml)
verilmesi ile arka néropor olugmasi saglanmakta fakat noral tiip kapanmasi
gerceklesmemektedir.

Hipoksi grubunda somit sayis1 ve bas-ki¢ uzunlugunda belirgin bir azalma
tespit edilmis iken ortalama vitellus kesesi c¢apinda farklilik olmamasi
hipoksinin ~ bliyimeden  ziyade  farklilasmayr  etkiledigi  tezini
desteklemektedir.

EPO verilmesi ile embriyo gelisiminde olusan iyilesmede hipoksinin EPO ve
EPO-R hassasiyetini arttirmasinin da etkili oldugu diistintilmektedir.

Sican embriyosu 11,5 giinliik iken degerlendirildiginde uygun dozda verilen
EPO’nun hipoksi grubuna gore total morfolojik skor, somit sayis1 ve beyin
skorunda belirgin bir iyilesme sagladig: tespit edilmistir.

Calismamizda embriyo kiiltiiriinde hipoksiden 1 giin sonra bile VEGFR
ekspresyonunda artma tespit edilmistir.

Kontrol grubunda VEGFR-1,-2 ve -3 tespit edilmis olup hipokside

ekspresyonlarinda azalma, uygun dozda EPO verildiginde ise ozellikle
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VEGFR-2 ve -3 mRNA diizeyinde belirgin bir artis goriilmiistiir. VEGFR-1
artis1 digerleri kadar belirgin degildir. VEGFR-3 kontrol ve deney grubun da
tespiti daha dnceki ¢aligmalarda sadece lenfanjiogenezisde rol oynadig tezini
clrtitmektedir. Embriyonik donemde hem embriyo ve beyin gelisiminde hem
de anjiogenezisde her ii¢ reseptorde rol oynamaktadir.

Hipoksi ile VEGFR ekspresyonlar1 azalmaktadir. VEGF endojen savunma
sistemine yer aldigi i¢in in vitro embriyo kiiltiir ortaminda yeteri kadar
salinmadigi, hipoksi siddetinin VEGFR {iretim diizeyinin ¢ok {iizerinde
oldugu, HIF-1o’nin etkili olamadig1 veya norogenezis sirasinda ¢ok yogun
olan VEGFR ekspresyonunun goreceli olarak azalmis olabilecegi akla
gelmektedir.

Hipoksi sonrasit EPO verilmesi ile VEGFR-2 ve -3 seviyelerinde artis tespit
edilmistir. Bu artig ile birlikte embriyo gelisiminde de iyilesme saglanirken
vitellus kesesinde 6dem ve zedelenme saptanmamustir.

Beynin endojen koruyucu mekanizmalarini taklit etmek basarili bir néron
koruyucu tedavi igin anahtar rol oynamaktadir. VEGF’in anjiogenezisde
oldugu kadar nérogenezisde de etkili oldugu ve 6zellikle hipokside EPO ile
karsilikli etki gostererek viicudun endojen bir savunma sistemi olarak gorev

yaptigini diisiinmekteyiz.

76



10.

11.

KAYNAKLAR

. New DA. Whole-embryo culture and the study of mammalian embryos during

organogenesis. Biol Rev Camb Philos Soc 1978;53:81-122.

Rosenzweig 1. Detrimental effects of hypoxia-reoxygenation injury on
development of rat embryos during organogenesis in vitro. Croat Med J
2003;44:157-60.

Nakagawa M, Price RL, Chintanawonges C, et al. Analysis of heart
development in cultured rat embryos. J Mol Cell Cardiol 1997;29:369-79.

Liu JN, Chan HM, Kubow S. Oxidative stress status and development of late
organogenesis stage rat whole embryos cultured from gestational days 13.5 to
14.5. Toxicol In Vitro 2007;21:53-62.

Webster WS, Brown-Woodman PD, Ritchie HE. A review of the contribution
of whole embryo culture to the determination of hazard and risk in
teratogenicity testing. Int J Dev Biol 1997;41:329-35.

Miura S, Mishina Y. Whole-embryo culture of ES5.5 mouse embryos:
development to the gastrulation stage. Genesis 2003;37:38-43.

Klein NW. The use of whole rat embryo cultures to identify and characterize
causes of reproductive failure. Int J Dev Biol 1997;41:267-73.

Usami M, Mitsunaga K, Nakazawa K. Comparative proteome analysis of the
embryo proper and yolk sac membrane of day 11.5 cultured rat embryos. Birth
Defects Res B Dev Reprod Toxicol 2007;80:383-95.

Calciu C, Kubow S, Chan HM. Interactive dysmorphogenic effects of
toxaphene or toxaphene congeners and hyperglycemia on cultured whole rat
embryos during organogenesis. Toxicology 2002;175:153-65.

Chan LY, Chiu PY, Lau TK. An in-vitro study of ginsenoside Rbl-induced
teratogenicity using a whole rat embryo culture model. Hum Reprod
2003;18:2166-8.

Danielsson BR, Azarbayjani F, Skdld AC, Webster WS. Initiation of phenytoin
teratogenesis: pharmacologically induced embryonic bradycardia and
arrhythmia resulting in hypoxia and possible free radical damage at

reoxygenation. Teratology 1997;56:271-81.

77



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

Chan LY, Chiu PY, Siu SS, Lau TK A study of diclofenac-induced
teratogenicity during organogenesis using a whole rat embryo culture model.
Hum Reprod 2001;16:2390-3.

Longo M, Zanoncelli S, Manera D, et al. Effects of the antimalarial drug
dihydroartemisinin (DHA) on rat embryos in vitro. Reprod Toxicol 2006;21:83-
93.

Karabulut AK, Ulger H, Pratten M. Teratogenicity of edoferon kappa A, a
molecule derived from salicylate, in cultured rat embryos: differences from
salicylate and interaction with free oxygen radical scavenging enzymes. Anat
Histol Embryol 2000;29:363-70.

Sameshima K, Kobae H, Fofana D, Yoshidome K, Nishi J, Miyata K. Effects of
pure 2,4-dichlorophenoxyacetic acid on cultured rat embryos. Congenit Anom
2004:44:93-6.

Hewitt MJ, Mutch P, Pratten MK. Potential teratogenic effects of benomyl in
rat embryos cultured in vitro. Reprod Toxicol 2005;20:271-80.

Bohn AA, Forsyth CS, Stoner GD, Reed DJ, Frank AA. Effect of cocaine, 95%
oxygen and ellagic acid on the development and antioxidant status of cultured
rat embryos. Toxicol Lett 1998;95:15-21.

Van Maele-Fabry G, Picard JJ, Attenon P, et al. Interlaboratory evaluation of
three culture media for postimplantation rodent embryos. Reprod Toxicol
1991;5:417-26.

Jelkmann W. Erythropoietin after a century of research: younger than ever. Eur
J Haematol 2007;78:183-205.

McMullin MF, Percy MJ. Erythropoietin receptor and hematological disease.
Am J Hematol 1999;60:55-60.

McPherson RJ, Juul SE. Recent trends in erythropoietin-mediated
neuroprotection. Int J Dev Neurosci 2008;26:103-11.

Noguchi CT, Asavaritikrai P, Teng R, Jia Y. Role of erythropoietin in the brain.
Crit Rev Oncol Hematol 2007;64:159-71.

Buemi M, Caccamo C, Nostro L, Cavallaro E, Floccari F, Grasso G. Brain and
cancer: the protective role of erythropoietin. Med Res Rev 2005;25:245-59.
Maiese K, Li F, Chong ZZ. Erythropoietin in the brain: can the promise to
protect be fulfilled? Trends Pharmacol Sci 2004;25:577-83.

78



25.
26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

Marti HH. Erythropoietin and the hypoxic brain. J Exp Biol 2004;207:3233-42.
Mu D, Chang YS, Vexler ZS, Ferriero DM. Hypoxia-inducible factor lalpha
and erythropoietin upregulation with deferoxamine salvage after neonatal
stroke. Exp Neurol 2005;195:407-15.

Spandou E, Papoutsopoulou S, Soubasi V, et al. Hypoxia-ischemia affects
erythropoietin and erythropoietin receptor expression pattern in the neonatal rat
brain. Brain Res 2004;1021:167-72.

Sharp FR, Ran R, Lu A.,et al. Hypoxic preconditioning protects against
ischemic brain injury. NeuroRx 2004;1:26-35.

Matsuda S, Okano M, Yamagishi K, Nagao M, Ueda M, Sasaki R. A novel site
of erythropoietin production. Oxygen-dependent production in cultured rat
astrocytes. J Biol Chem 1994;269:19488-93.

Lewczuk P, Hasselblatt M, Kamrowski-Kruck H, et al. Survival of
hippocampal neurons in culture upon hypoxia: effect of erythropoietin.
Neuroreport 2000;11:3485-8.

Li D, Marks JD, Schumacker PT, Young RM, Brorson JR. Physiological
hypoxia promotes survival of cultured cortical neurons. Eur J Neurosci
2005;22:1319-26.

Stockmann C, Fandrey J. Hypoxia-induced erythropoietin production: a
paradigm for oxygen-regulated gene expression. Clin Exp Pharmacol Physiol
2006;33:968-79.

Juul S. Recombinant erythropoietin as a neuroprotective treatment: in vitro and
in vivo models. Clin Perinatol 2004;31:129-42.

Dame C, Bartmann P, Wolber E, Fahnenstich H, Hofmann D, Fandrey J.
Erythropoietin gene expression in different areas of the developing human
central nervous system. Brain Res Dev Brain Res 2000;125:69-74.

Brines ML, Ghezzi P, Keenan S, et al. Erythropoietin crosses the blood-brain
barrier to protect against experimental brain injury. Proc Natl Acad Sci
2000;97:10526-31.

Martinez-Estrada OM, Rodriguez-Millan E, Gonzélez-De Vicente E, Reina M,
Vilaré S, Fabre M. Erythropoietin protects the in vitro blood-brain barrier
against VEGF-induced permeability. Eur J Neurosci 2003;18:2538-44.

79



37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

Li Y, Lu ZY, Ogle M, Wei L. Erythropoietin prevents blood brain barrier
damage induced by focal cerebral ischemia in mice. Neurochem Res
2007;32:2132-41.

Yu X, Lin CS, Costantini F, Noguchi CT. The human erythropoietin receptor
gene rescues erythropoiesis and developmental defects in the erythropoietin
receptor null mouse. Blood 2001;98:475-7.

Buemi M, Cavallaro E, Floccari F, et al. Erythropoietin and the brain: from
neurodevelopment to neuroprotection. Clin Sci 2002;103:275-82.

Demers EJ, McPherson RJ, Juul SE. Erythropoietin protects dopaminergic
neurons and improves neurobehavioral outcomes in juvenile rats after neonatal
hypoxia-ischemia. Pediatr Res 2005;58:297-301.

Cerami A, Brines M, Ghezzi P, Cerami C, Itri LM. Neuroprotective properties
of epoetin alfa. Nephrol Dial Transplant 2002;17:8-12.

Ehrenreich H, Aust C, Krampe H, et al. Erythropoietin: novel approaches to
neuroprotection in human brain disease. Metab Brain Dis 2004;19:195-206.
Juul S. Erythropoietin in the central nervous system, and its use to prevent
hypoxic-ischemic brain damage. Acta Paediatr Suppl 2002;91:36-42.

Biihrer C, Felderhoff-Mueser U, Wellmann S. Erythropoietin and ischemic
conditioning--why two good things may be bad. Acta Paediatr 2007;96:787-9.
Lewis LD. Preclinical and clinical studies: a preview of potential future
applications of erythropoietic agents. Semin Hematol 2004;41:17-25.

Wang L, Zhang Z, Wang Y, Zhang R, Chopp M. Treatment of stroke with
erythropoietin enhances neurogenesis and angiogenesis and improves
neurological function in rats. Stroke 2004;35:1732-7.

Zhao D, Zhu BL, Ishikawa T, Quan L, Li DR, Maeda H. Real-time RT-PCR
quantitative assays and postmortem degradation profiles of erythropoietin,
vascular endothelial growth factor and hypoxia-inducible factor 1 alpha mRNA
transcripts in forensic autopsy materials. Leg Med 2006;8:132-6.

Chen ZY, Asavaritikrai P, Prchal JT, Noguchi CT. Endogenous erythropoietin
signaling is required for normal neural progenitor cell proliferation. J Biol

Chem 2007;282:25875-83.

80



49.

50.

S1.

52.

53.

54.

5S.

56.

57.

8.

59.

Tramontano AF, Muniyappa R, Black AD, et al. Erythropoietin protects cardiac
myocytes from hypoxia-induced apoptosis through an Akt-dependent pathway.
Biochem Biophys Res Commun 2003;308:990-4.

Sun Y, Calvert JW, Zhang JH. Neonatal hypoxia/ischemia is associated with
decreased inflammatory mediators after erythropoietin administration. Stroke
2005;36:1672-8.

Sun Y, Zhou C, Polk P, Nanda A, Zhang JH. Mechanisms of erythropoietin-
induced brain protection in neonatal hypoxia-ischemia rat model. J Cereb
Blood Flow Metab 2004;24:259-70.

Mikati MA, El Hokayem JA, El Sabban ME. Effects of a single dose of
erythropoietin on subsequent seizure susceptibility in rats exposed to acute
hypoxia at P10. Epilepsia. 2007;48:175-81.

Montero M, Poulsen FR, Noraberg J,et al. Comparison of neuroprotective
effects of erythropoietin (EPO) and carbamylerythropoietin (CEPO) against
ischemia-like oxygen-glucose deprivation (OGD) and NMDA excitotoxicity in
mouse hippocampal slice cultures. Exp Neurol 2007;204:106-17.

Chang YS, Mu D, Wendland M,et al. Erythropoietin improves functional and
histological outcome in neonatal stroke. Pediatr Res 2005;58:106-11.

Spandou E, Papadopoulou Z, Soubasi V, et al. Erythropoietin prevents long-
term sensorimotor deficits and brain injury following neonatal hypoxia-
ischemia in rats. Brain Res. 2005;1045:22-30.

Chung YH, Kim SI, Joo KM, et al. Age-related changes in erythropoietin
immunoreactivity in the cerebral cortex and hippocampus of rats. Brain Res
2004;1018:141-6.

Matchett G, Hahn J, Obenaus A, Zhang J. Surgically induced brain injury in
rats: the effect of erythropoietin. J Neurosci Methods 2006;158:234-41.

Romsi P, Ronkd E, Kiviluoma K, et al. Potential neuroprotective benefits of
erythropoietin during experimental hypothermic circulatory arrest. J Thorac
Cardiovasc Surg 2002;124:714-23.

Wen TC, Rogido M, Genetta T, Sola A. Permanent focal cerebral ischemia
activates erythropoietin receptor in the neonatal rat brain. Neurosci Lett

2004;355:165-8.

81



60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

McPherson RJ, Demers EJ, Juul SE. Safety of high-dose recombinant
erythropoietin in a neonatal rat model. Neonatology 2007;91:36-43.

Adembri C, Massagrande A, Tani A, et al. Carbamylated erythropoietin
derivative is neuroprotective in an experimental model of traumatic brain
injury. Crit Care Med. 2008 Jan 2 [Epub ahead of print].

McClure MM, Threlkeld SW, Fitch RH. Auditory processing and
learning/memory following erythropoietin administration in neonatally
hypoxic-ischemic injured rats. Brain Res 2007;1132:203-9.

Kellert BA, McPherson RJ, Juul SE. A comparison of high-dose recombinant
erythropoietin treatment regimens in brain-injured neonatal rats. Pediatr Res
2007;61:451-5.

Oztiirk E, Demirbilek S, Koroglu A, ve ark. Propofol and erythropoietin
antioxidant properties in rat brain injured tissue. Prog Neuropsychopharmacol
Biol Psychiatry 2008;32:81-6.

Wang X, Zhu C, Wang X.et al. The nonerythropoietic asialoerythropoietin
protects against neonatal hypoxia-ischemia as potently as erythropoietin. J
Neurochem 2004;91:900-10.

Liao ZB, Zhi XG, Shi QH, He ZH. Recombinant human erythropoietin
administration protects cortical neurons from traumatic brain injury in rats. Eur
J Neurol 2008;15:140-9.

Kumral A, Uysal N, Tugyan K, ve ark. Erythropoietin improves long-term
spatial memory deficits and brain injury following neonatal hypoxia-ischemia
in rats. Behav Brain Res 2004;153:77-86.

Garcia-Garcia F, Krueger JM. Intracerebroventricular injection of
erythropoietin enhances sleep in the rat. Brain Res Bull 2003;61:541-6.

Masuda S, Moon SK, Kambe T, Nagao M, Sasaki R. A new biological strategy
for high productivity of recombinant proteins in animal cells by the use of
hypoxia-response enhancer. Biotechnol Bioeng 2000;67:157-64.

Gonzalez FF, McQuillen P, Mu D,et al. Erythropoietin enhances long-term
neuroprotection and neurogenesis in neonatal stroke. Dev Neurosci

2007;29:321-30.

82



71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

Aydin A, Geng¢ K, Akhisaroglu M, Yorukoglu K, Gokmen N, Gonullu E.
Erythropoietin exerts neuroprotective effect in neonatal rat model of hypoxic-
ischemic brain injury. Brain Dev 2003;25:494-8.

Klagsbrun M, D'Amore PA. Vascular endothelial growth factor and its
receptors. Cytokine Growth Factor Rev 1996;7:259-70.

Akiri G, Nahari D, Finkelstein Y, Le SY, Elroy-Stein O, Levi BZ. Regulation
of vascular endothelial growth factor (VEGF) expression is mediated by
internal initiation of translation and alternative initiation of transcription.
Oncogene 1998;17:227-36.

Holmes K, Roberts OL, Thomas AM, Cross MJ. Vascular endothelial growth
factor receptor-2: structure, function, intracellular signalling and therapeutic
inhibition. Cell Signal 2007;19:2003-12.

Marmé D. Tumor angiogenesis: the pivotal role of vascular endothelial growth
factor. World J Urol 1996;14:166-74.

Yeh J, Kim BS, Peresie J. Ovarian vascular endothelial growth factor and
vascular endothelial growth factor receptor patterns in reproductive aging.
Fertil Steril 2007 Sep 21 [Epub ahead of print].

Clarkin CE, Emery RIJ, Pitsillides AA, Wheeler-Jones CP. Evaluation of
VEGF-mediated signaling in primary human cells reveals a paracrine action for
VEGF in osteoblast-mediated crosstalk to endothelial cells. J Cell Physiol
2008;214:537-44.

Ebisch IM, Thomas CM, Wetzels AM, Willemsen WN, Sweep FC, Steegers-
Theunissen RP. Review of the role of the plasminogen activator system and
vascular endothelial growth factor in subfertility. Fertil Steril 2008 Feb 2 [Epub
ahead of print].

Nagy JA, Benjamin L, Zeng H, Dvorak AM, Dvorak HF. Vascular
permeability, vascular hyperpermeability and angiogenesis. Angiogenesis 2008
Feb 22 [Epub ahead of print].

Yasuhara T, Shingo T, Date 1. The potential role of vascular endothelial growth
factor in the central nervous system. Rev Neurosci 2004;15:293-307.

Zhu Y, Lawton MT, Du R, et al. Expression of hypoxia-inducible factor-1 and
vascular endothelial growth factor in response to venous hypertension.

Neurosurgery 2006;59:687-96.

83



82.

83.

84.

8s.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

Josko J. Cerebral angiogenesis and expression of VEGF after subarachnoid
hemorrhage (SAH) in rats. Brain Res 2003;981:58-69.

Widenfalk J, Lipson A, Jubran M, et al. Vascular endothelial growth factor
improves functional outcome and decreases secondary degeneration in
experimental spinal cord contusion injury. Neuroscience 2003;120:951-60.

Nag S, Eskandarian MR, Davis J, Eubanks JH. Differential expression of
vascular endothelial growth factor-A (VEGF-A) and VEGF-B after brain
injury. J Neuropathol Exp Neurol 2002;61:778-88.

Wang YQ, Guo X, Qiu MH, Feng XY, Sun FY. VEGF overexpression
enhances striatal neurogenesis in brain of adult rat after a transient middle
cerebral artery occlusion. J Neurosci Res 2007;85:73-82.

Nicoletti JN, Shah SK, McCloskey DP, et al. Vascular endothelial growth
factor is up-regulated after status epilepticus and protects against seizure-
induced neuronal loss in hippocampus. Neuroscience 2008;151:232-41.

Jin K, Zhu Y, Sun Y, Mao XO, Xie L, Greenberg DA. Vascular endothelial
growth factor (VEGF) stimulates neurogenesis in vitro and in vivo. Proc Natl
Acad Sci 2002;99:11946-50.

Lafuente JV, Argandofia EG, Mitre B. VEGFR-2 expression in brain injury: its
distribution related to brain-blood barrier markers. J Neural Transm
2006;113:487-96.

Chi OZ, Hunter C, Liu X, Weiss HR. Effects of anti-VEGF antibody on blood-
brain barrier disruption in focal cerebral ischemia. Exp Neurol 2007;204:283-7.
Svensson B, Peters M, Konig HG, et al. Vascular endothelial growth factor
protects cultured rat hippocampal neurons against hypoxic injury via an
antiexcitotoxic, caspase-independent mechanism. J Cereb Blood Flow Metab
2002;22:1170-5.

Sivakumar V, Lu J, Ling EA, Kaur C. Vascular endothelial growth factor and
nitric oxide production in response to hypoxia in the choroid plexus in neonatal
brain. Brain Pathol 2008;18:71-85.

Bellomo M, Marini H, Adamo EB, et al. Vascular endothelial growth factor
induces brain erythropoietin expression? Funct Neurol 2006;21:87-91.

Fahey J, King TL. Intrauterine asphyxia: clinical implications for providers of

intrapartum care. J] Midwifery Womens Health 2005;50:498-506.

84



94.

9s.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

Johshita H, Asano T, Matsui T, Koide T. Effects of protein kinase C agonists
on Na, K-ATPase activity in rat brain microvessels. Adv Exp Med Biol
1993;331:61-4.

Miskowiak K, Inkster B, Selvaraj S, Goodwin G, Harmer C. Erythropoietin has
no effect on hippocampal response during memory retrieval 3 days post-
administration. Psychopharmacology 2007;195:451-3.

Castillo-Meléndez M, Yan E, Walker DW. Expression of erythropoietin and its
receptor in the brain of late-gestation fetal sheep, and responses to asphyxia
caused by umbilical cord occlusion. Dev Neurosci 2005;27:220-7.

Bernaudin M, Marti HH, Roussel S, et al. A potential role for erythropoietin in
focal permanent cerebral ischemia in mice. J Cereb Blood Flow Metab
1999;19:643-51.

Springborg JB, Moller C, Gideon P, Jergensen OS, Juhler M, Olsen NV.
Erythropoietin in patients with aneurysmal subarachnoid haemorrhage: a
double blind randomised clinical trial. Acta Neurochir 2007;149:1089-101.
Fahnenstich H, Dame C, Alléra A, Rosskamp R, Kowalewski S. Erythropoietin
as a biochemical parameter for fetal hypoxia. Klin Padiatr 1995;207:326-30.
Gora-Kupilas K, Josko J. The neuroprotective function of vascular endothelial
growth factor (VEGF). Folia Neuropathol 2005;43:31-9.

Alvarez Arroyo MV, Castilla MA, Gonzéalez Pacheco FR, et al. Role of
vascular endothelial growth factor on erythropoietin-related endothelial cell
proliferation. J] Am Soc Nephrol 1998 ;9:1998-2004.

Valable S, Montaner J, Bellail A, et al. VEGF-induced BBB permeability is
associated with an MMP-9 activity increase in cerebral ischemia: both effects
decreased by Ang-1. J Cereb Blood Flow Metab 2005;25:1491-504.

Skold MK, von Gertten C, Sandberg-Nordqvist AC, Mathiesen T, Holmin S.
VEGF and VEGF receptor expression after experimental brain contusion in rat.
J Neurotrauma 2005;22:353-67.

Hai J, Li ST, Lin Q, Pan QG, Gao F, Ding MX. Vascular endothelial growth
factor expression and angiogenesis induced by chronic cerebral hypoperfusion

in rat brain. Neurosurgery 2003;53:963-70.

85



105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

Maurer MH, Tripps WK, Feldmann RE Jr, Kuschinsky W. Expression of
vascular endothelial growth factor and its receptors in rat neural stem cells.
Neurosci Lett 2003;344:165-8.

Gerber HP, Malik AK, Solar GP, et al. VEGF regulates haematopoietic stem
cell survival by an internal autocrine loop mechanism. Nature 2002;417: 954—
958.

Ogunshola OO, Antic A, Donoghue MJ, et al. Paracrine and autocrine functions
of neuronal vascular endothelial growth factor (VEGF) in the central nervous
system. J Biol Chem 2002;277:11410-5.

Chi OZ, Hunter C, Liu X, Weiss HR. Effects of VEGF and nitric oxide
synthase inhibition on blood-brain barrier disruption in the ischemic and non-
ischemic cerebral cortex. Neurol Res 2005;27:864-8.

Kim HY, Choi JS, Cha JH, Choi JY, Lee MY. Expression of vascular
endothelial growth factor receptors Flt-1 and Flk-1 in embryonic rat forebrain.
Neurosci Lett 2007;425:131-5.

Jin KL, Mao XO, Greenberg DA. Vascular endothelial growth factor: direct
neuroprotective effect in in vitro ischemia. Proc Natl Acad Sci 2000;97:10242-
7.

Yang SZ, Zhang LM, Huang YL, Sun FY. Distribution of Flk-1 and FIt-1
receptors in neonatal and adult rat brains. Anat Rec A Discov Mol Cell Evol
Biol 2003;274:851-6.

Schanzer A, Wachs FP, Wilhelm D, et al Direct stimulation of adult neural
stem cells in vitro and neurogenesis in vivo by vascular endothelial growth
factor. Brain Pathol 2004;14:237-48.

Ding XM, Mao BY, Jiang S, Li SF, Deng YL. Neuroprotective effect of
exogenous vascular endothelial growth factor on rat spinal cord neurons in vitro

hypoxia. Chin Med J 2005;118:1644-50.

86



Ek Tablo I. Kontrol grubunun morfolojik skorlama verileri

Person expanting:

Date Explantation time | Start: Finish: RAT NUMBER
. . . . NUMBER OF
Scoring time Start: Finish: EMBRYOS
. RESORBED
Cultur medium | KONTROL GRUBU EMBRYOS
Details: DEMAGED
EMBRYOS
TOTAL USED
1 2 3 5 6 7 8 9 10
YOLK SAC 4 3 3 5 3 5 4 4 4 4
CIRCULATION
ALLANTOIS 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
FLEXION 5 4 4 5 4 5 5 5 5 5
HEART 4 2 3 3 4 5 4 4 4 4
CAUDAL NEURAL 5 3 3 3 3 4 4 4 4 4
TUBE
HIND BRAIN 4 3 4 4 4 5 5 5 5 5
MID BRAIN 4 3 4 4 4 5 5 5 5 5
FORE BRAIN 4 3 4 4 4 5 5 5 5 5
OTIC SYSTEM 5 3 4 4 4 5 4 4 5 4
OPTIC SYSTEM 5 3 4 4 4 5 4 4 5 4
OLFACTORY SYSTEM | 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
BRANCHIAL BARS 2 1 2 2 1 2 2 2 2 2
MAXILLARY 2 1 2 2 1 3 3 2 3 2
PROCESS
MANDIBULAR 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
PROCESS
FORE LIMB 1 1 1 1 1 2 2
HIND LIMB 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
SOMITES 4 3 3 3 4 4
TOTAL SCORE 59 42 49 52 48 65 60 |58 |62 |58
MEAN YOLK SAC
DIAMETER 5,7 5,6 5,5 6 5 6,5 5,8 158 |56 |55
CROWN RUMP
LENGTH 5 4,1 4.2 5,2 4.8 5,8 55154 |42 |42
SOMITE NUMBER 23 16 19 18 19 26 25 |24 |27 |24
EMBRYO PROTEIN
CONTENT
YOLK SAC PROTEIN
CONTENT
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Ek Tablo I1. Hipoksi grubunun morfolojik skorlama verileri

Person expanting:

Date Explantation time | Start: Finish: RAT NUMBER
. . . . NUMBER OF
Scoring time Start: Finish: EMBRYOS
. . . RESORBED
Cultur medium | HIPOKSI GRUBU EMBRYOS
Details: DEMAGED
EMBRYOS
TOTAL USED
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
YOLK SAC 1 1 1 1 1 1 2 1 1 2
CIRCULATION
ALLANTOIS 1 1 1 1 1 1 2 1 1 2
FLEXION 1 1 1 1 1 1 2 1 1 2
HEART 2 2 2 2 2 3 3 2 2 3
CAUDAL NEURAL 2 1 1 2 2 2 2 2 2 2
TUBE
HIND BRAIN 1 1 1 1 1 2 2 1 1 2
MID BRAIN 1 1 1 1 1 2 2 1 1 2
FORE BRAIN 1 1 1 1 1 2 2 1 1 2
OTIC SYSTEM 2 2 2 2 2 2 2 1 1 2
OPTIC SYSTEM 2 2 2 2 2 2 2 1 1 2
OLFACTORY SYSTEM | 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
BRANCHIAL BARS 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1
MAXILLARY 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1
PROCESS
MANDIBULAR 2 2 2 2 2 2 2 1 1 1
PROCESS
FORE LIMB 1 1 1 1 1 1 1 1 1
HIND LIMB 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
SOMITES 2 1 1 1 1 3 1 2
TOTAL SCORE 23 21 21 22 22 28 30 17 |17 |29
MEAN YOLK SAC
DIAMETER 5.5 6,2 5,5 5.5 4.5 4,5 5 55 14,5 |4,
CROWN RUMP
LENGTH 2.4 2,3 2,5 2,3 2,1 33 3,6 3,7 13,1 |25
SOMITE NUMBER 11 10 10 9 8 16 13 6 5 15
EMBRYO PROTEIN
CONTENT
YOLK SAC PROTEIN
CONTENT

88




Ek Tablo III. EPO1 grubunun morfolojik skorlama verileri

Person expanting:

Explantation time

Start:

Finish:

Date

RAT NUMBER

....... YA

Scoring time

Start:

Finish:

NUMBER OF
EMBRYOS

Cultur medium

200 U/ml EPO

RESORBED
EMBRYOS

Details:

DEMAGED
EMBRYOS

TOTAL USED
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TOTAL SCORE

33

34 31 43

41

42

42 (32 |32 |32

MEAN YOLK SAC
DIAMETER

3,5

2,25 |4 6,25

5,7

5,1

53 |4 4 3,5

CROWN RUMP
LENGTH

2,7

2,6 3,1 3,5

2,5

25 125 |2 2,5

SOMITE NUMBER

15

15 14 21

16

16

15 |14 |13 |13

EMBRYO PROTEIN
CONTENT

YOLK SAC PROTEIN
CONTENT
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Ek Tablo IV. EPO2 grubunun morfolojik skorlama verileri

Person expanting:

Date

Explantation time

Start:

Finish:

RAT NUMBER

....... S -

Scoring time

Start:

Finish:

NUMBER OF
EMBRYOS

Cultur medium | 100 U/ml EPO

RESORBED
EMBRYOS

Details:

DEMAGED
EMBRYOS

TOTAL USED

YOLK SAC
CIRCULATION
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TOTAL SCORE

16

16

17

17

16

16

18 27 | 27

27

MEAN YOLK SAC
DIAMETER

6,25

5,25

5,5

5,75

4,5

4,2

43 |55 (35

5,5

CROWN RUMP
LENGTH

2,3

2,5

2,5

2,5

2,5

SOMITE NUMBER

12

EMBRYO PROTEIN
CONTENT

YOLK SAC PROTEIN
CONTENT
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Ek Tablo V. EPO3 grubunun morfolojik skorlama verileri

Person expanting:

Date Explantation time | Start: Finish: RAT NUMBER
....... Y S . . . e, NUMBER OF
Scoring time Start: Finish: EMBRYOS
. . RESORBED
Cultur medium | 50 U/ml EPO EMBRYOS
Details: DEMAGED
EMBRYOS
TOTAL USED
1 2 3 4 5 9
YOLK SAC 3 2 1 2 1 1 1 1 3
CIRCULATION
ALLANTOIS 3 2 1 2 1 1 1 1 2
FLEXION 3 2 2 2 1 1 1 2 3
HEART 3 2 2 2 2 2 2 2 2
CAUDAL NEURAL 3 2 2 2 2 1 2 1 2
TUBE
HIND BRAIN 2 2 2 2 1 1 1 2 3
MID BRAIN 2 2 2 2 1 1 1 2 3
FORE BRAIN 2 2 2 2 1 1 1 2 3
OTIC SYSTEM 2 2 2 2 1 1 1 1 2
OPTIC SYSTEM 2 2 2 2 0 1 1 1 2
OLFACTORY SYSTEM | 1 1 1 1 0 1 1 2 1
BRANCHIAL BARS 2 0 1 1 0 1 1 0 1
MAXILLARY 1 0 1 1 0 1 1 0 1
PROCESS
MANDIBULAR 2 1 2 2 1 1 1 1 1
PROCESS
FORE LIMB 1 1 1 1 1 1 1 0 1
HIND LIMB 1 0 1 1 0 0 0
SOMITES 3 1 2 2 0 1 1 1 2
TOTAL SCORE 36 24 26 28 13 17 18 19 32
MEAN YOLK SAC
DIAMETER 4.4 4,5 4 4,6 4,7 4,5 5,7 4.9 5,2
CROWN RUMP
LENGTH 32 2,8 33 3,2 2,5 3 2,7 2 3,5
SOMITE NUMBER 16 10 12 11 4 6 8 12 14
EMBRYO PROTEIN
CONTENT
YOLK SAC PROTEIN
CONTENT
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Ek Sekil 1. Morfolojik skor tablosu (Van- Meale-Fabry ve ark., 1990)
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