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INTERLEUKIN-12°NiN EMBRIiYONIiK VITELLUS KESESI
DAMARLANMASI UZERINE ETKILERIi

OZET

Giliniimiizde “anjiogenik hastaliklar” olarak isimlendirilen ve patolojik damarlanmayla
karakterize edilen hastaliklarin sayis1 gittikce artmaktadir. Memelilerde normal
morfolojik gelisim i¢in elzem olan damarlanma erken embriyogenez esnasinda baslar.
Sicanlarda, embriyonik damar gelisimi gebeligin 9,5. giiniinde gelismeye baglar ve
yaklagik 11.-12. giinlerde biiylik Olgiide gelisimini tamamlar. 9,5 ve 11,5 giinliik
embriyonik periyodu kapsayan in vitro embriyo kiiltiirii teknigi, vitellus kesesi
damarlanmas1 {izerinde anjiogenik ve antianjiogenik maddelerin etkilerinin
calisilabilecegi uygun bir model olabilir. Sunulan ¢aligsmada, embriyo kiiltiir ortamina,
bir antianjiojenik faktor olan Interleukin-12 (IL-12) ilave ederek embriyonik vitellus
kesesi damarlanmasi iizerine olan etkisi arastirildi. 48 saatlik kiiltiir periyodu sonunda
degisik dozlardaki (50 ng/ml, 100 ng/ml ve 200 ng/ml) IL-12’nin embriyolar {izerine
etkisi morfolojik olarak degerlendirildi. Morfolojik skorlama sistemine gore toplam
morfolojik skor, vitellus kesesi ¢api, embriyo bas-ki¢ uzunlugu ve somit sayisi
karsilastirildiginda kontrol grubuna goére deney gruplarinda anlamli bir gerilemenin
oldugu tespit edildi. Vitellus kesesi damarlanmasinda ve kalp gelisiminde de bir
gerileme mevcuttu. Sonuglar, IL-12’nin antianjiojenik etkisine bagli olarak embriyonik

gelisimde bir gerilemenin olabilecegini ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: 1. interleukin 12 2. damarlanma 3. vitellus kesesi 4. embriyo

kiiltiirti
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EFFECT OF INTERLEUKIN 12 (IL-12) ON EMBRYONIC YOLK SAC
VASCULARISATION

ABSTRACT

In the recent days diseases were increased known as“angiogenic disease” and
characterized by patologic vascularisation. In the rat, development of embryonic vessel
started to occur 9,5 day of gestation. The vascular system starts development in the very
early stage of embryo in the mammals. The rat embryo circulation system completed to
majority of development approximately day of 11.-12. Including at 9,5 ve 11,5 days
embryonic period in vitro embryo culture could be suitable model to study effects of
angiogenic and antiangiogenic substances on yolk sac vascularisation. In the present
study, the effects of Interleukin-12 (IL-12), an antiangiogenic factor, investigated on the
yolk sac vascularisation in addition to serum during the in vitro embryo culture. After
48 hours culture period, effects of the different doses of IL-12 (50 ng/ml, 100 ng/ml ve
200ng/ml) were estimated morphologically. According to morphologic scoring system,
total morphologic score, yolk sac diameter, crown rump length and somite number were
retarded in all experimental groups when compared to control. This developmental
retardations were statically significant. There were also poor development in the yolk
sac vascularisation and the heart. As a result, the IL-12 could couse developmental

retardation of embryo because of its antiangiogenic effect.

Key Words :1.interleukin 12 2. vascularisation 3. yolk sac 4. embryo culture
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1. GIRIS VE AMAC

Insan viicudunun fonksiyonel parcalari olan organlar milyonlarca hiicrenin bir araya
gelmesi ile olusur. Bir organin gorev yapabilmesi ic¢in glikoz, mineral ve oksijen v.s.
gibi materyallerin kan igerisinde damarlar araciligi ile hiicrelere ulastirilmasi gerekir.
Damar gelisimi embriyogenezis esnasinda, kadin {ireme sisteminde ve yaralarin
iyilesmesinde ortaya g¢ikan normal bir durum iken solid timor biiylimesi, proliferatif
retinopati ve rheumatoid arthritis ile ilgili oldugu zaman patolojik bir durum olarak
karstmiza c¢ikmaktadir. Gilinlimiizde ‘“anjiogenik hastaliklar” olarak isimlendirilen ve
patolojik damarlanmayla karakterize edilen hastaliklarin sayis1 gittikge artmaktadir.
Folkman tarafindan solid timor gelisiminin damar gelisimine bagli oldugu rapor
edildikten sonra fizyolojik ve patolojik damarlanmay1 dogrudan ya da dolayli olarak
etkileyen faktorlerin izolasyonu, karakterizasyonu ve saflastirilmasi alanindaki
calismalar olduk¢a artmistir. Gilinlimiizde yaygin olarak kullanilan kanser tedavi
yontemlerinin (kemoterapi ve radyoterapi gibi) bircok yan etkilerinin varlig
bilinmektedir. Son zamanlarda yapilan bir¢ok deneysel ¢alisma antianjiogenik
faktorlerin insan i¢in zararli olmadigini ve kanserle miicadelede halen kullanilan tedavi
yontemlerine gore daha az yan etkiye sahip bir tedavi yontemi olabilecegine isaret

etmektedir .

Sicanlarda, embriyonik damar gelisimi gebeligin 9,5. giiniinde gelismeye baslar.
Somitler gelismeye bagladig1 sirada vitellus kesesinde de kan adaciklar1 olusur ve bu

kan adaciklari daha sonra birleserek ilk damar agimi meydana getirir. Sigan
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embriyosunda dolasim sistemi yaklasik 11.-12. giinlerde biiyiikk Ol¢iide gelisimini
tamamlar. 9,5 ve 11,5 giinliik embriyonik periyodu kapsayan in vitro embriyo kiiltiirii,
vitellus kesesi damarlanmasi {izerinde anjiogenik ve antianjiogenik maddelerin

etkilerinin ¢aligilabilecegi uygun bir model olabilir.

Bir antianjiogenik faktor olan Interleukin-12 (IL-12), dogustan gelen ve sonradan
olusan bagisikligin sekilleri arasinda 6nemli rol oynayan bir sitokindir. Fagositik
hiicreler, B hiicreleri, dentritik hiicreler ve muhtemelen enfeksiyona neden olan ajanlarla
karsilagtiginda diger hiicreler tarafindan da iiretilen IL-12, 6zellikle interferon gama
(IFN- gama) gibi sitokinlerin iiretimi ve c¢ogalmasini indiikleyerek ve lenfositlerin
sitotoksik aktivitesini ve ¢ogalmasini artirarak T lenfositleri ve natural killer (NK)
hiicreleri lizerinde etkili oldugu rapor edilmistir. Bir heterodimerik molekiil olan IL-12,
biyolojik olarak aktif 74 kilo Dalton (kDa) molekiil biiyiikliigiine sahip bir disulfid bag
ile baglanan bir a-zincir ve bir B-zincir’den olusmustur. IL-12nin T lenfositler ve NK
hiicreleri gibi efektor hiicreleri aktive ederek ve IFN-gama gibi sitokinleri indiikleyerek

tiimor gelisimini engelleyici etkisi birgok arastirici tarafindan rapor edilmistir.

Yapilan literatlir taramasinda bir antianjiogenik faktér olan IL-12’nin embriyonik
damarlanmaya etkisi ile ilgili ¢ok az ¢alismaya rastlanmistir. Bu ¢alismada, IL-12’nin
embriyonik vitellus kesesi damarlanmasi {izerine olan etkisinin in vitro sartlarda 9,5-
11,5 giinliik embriyonik gelisim siirecini iceren donemde arastirilmasi amaglanmastir.
Bir antitimdral ve antianjiogenik faktor oldugu daha once yapilan ¢alismalarda rapor
edilen IL-12’nin embriyonik vitellus kesesi damarlanmasi iizerindeki etkileri IL-12

antianjiogenik etkileri hakkinda bilinenlere katki saglayacagi kanaatindeyiz



2. GENEL BILGILER

2.1. IN VITRO SICAN EMBRiYO KULTURU
2.1.1. In Vitro Kiiltiir Sistemlerinin Tarihcesi

Implantasyon sonrasi embriyo kiiltlirii denemeleri 1930°larda baglamasina ragmen 1960
yilindaki thalidomit faciasina kadar yaygin hale gelmemisti. Ilk denemelerde
Waddington ve Waterman (1) tavsan embriyolarin1 plazma pihtisi lizerinde 6-9 somit
asamasina kadar biiyiitmiisler, bunu Nicholas ve Rudnick’in heparinize edilmis sican
plazmasinda sican embriyolarini kiiltiir etmeleri izlemistir (2). 1960’lara kadar kayda
deger bir gelisme olmamis, 1964°te New ve Stein (3), 9-10 giinliik sigan embriyolarinin
sican serumunda plazma pihtisinda oldugu kadar iyi biiyliyebildigini géstermis ve bunu
takiben New ve arkadaslar1 (4) Cambridge’de bu teknigi gelistirmislerdir. Bu donemden
sonra, sigan embriyosu kiiltiirii teknigi bir ¢ok arastirmaci tarafindan benimsenmis ve

calismalarinda kullanilmustir.

Gilintimiizde bu teknik klinik, toksikolojik ve teratojenik arastirmalarda, embriyo
gelisimini  etkileyen hormonlar ile biiylime faktorlerinin etkilerinin  ve etki
mekanizmalarinin incelenmesinde ve embriyo metabolizmasi ile ilgili arastirmalarda

yaygin olarak kullanilmaktadir (5).
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In vitro sigan embriyo kiiltiirii; normal embriyonik biiylime ve gelisme i¢in gerekli
faktorlerin tanimlanmasinda, toksik ve teratojen ajanlar ile ilaglarin organogenez
déneminde embriyonun biiylime ve gelismesi lizerine etkilerinin incelenmesinde ve

ayrica visseral vitellus kesesi kiiltiiriinde kullanilmaktadir (5).
2.1.2. In Vitro Kiiltiir Sistemlerinin Onemi

Gelisen teknoloji insanlarin hayatin1 kolaylastirirken, teknolojinin iiretilmesi sirasinda
ortaya cikan yan lriinler, biyolojik ve kimyasal atiklar, zehirli gazlar ve diger zararh
cevresel etkenler insan sagligin1 olumsuz yonde etkileyen yeni ekolojik sartlari da
beraberinde getirdi. Bu olumsuzluklar sadece o ortamda yasayan bireylerin sagligini
tehdit etmekle kalmayip ayni zamanda anne karninda gelismekte olan embriyo veya
fetus lizerinde de istenmeyen etkiler yaparak hastalanmasina, sakat dogmasina hatta

Oliimiine sebep olmaktadir (5).

Konjenital malformasyonlar olarak adlandirilan bu sakatliklar gegen yiizyilin baslarinda
cogunlukla genetik sebeplere baglaniyordu. Embriyonik ve fetal zarlar (amnion ve
koryon), anne karin duvari ve uterusun embriyoyu disaridan gelecek zararlara karsi
koruyan ge¢ilmez bir bariyer olduklari inanci yaygindi. 1941°de Gregg’in rubella
viriisiiniin insan embriyosu gelisiminin kritik doneminde konjenital malformasyonlara
sebep olabilecegini gdstermesi ve bunu takiben diger ¢evresel etkenler ve farmakolojik
ajanlarin (Thalidomit gibi) dogumsal defektlere yol agabileceginin gosterilmesi (6)
“Teratoloji Bilimi’’nin dogmasina yol agti. Teratoloji bilimi kisaca, dogum oncesi
gelismeye etki eden konjenital malformasyonlarin sebeplerinin ortaya ¢ikarilmasi olarak
tanimlanabilir. Teratojenler de konjenital malformasyonlarin olusmasini saglayan veya

olugma olasiligini artiran ajanlar olarak tarif edilebilir (5).

Embriyonik gelismenin en kritik donemi, teratojenlerin biiyiik olasilikla malformasyona
yol agtiklar1 donem olan ana organ taslaklarinin gelistigi donemdir (insanda 15-60.,
siganlarda 9,5-11,5. giinler arasi). Daha erken donemlerde bir teratojene maruz kalmak
gebeligin sonlanmasina sebep olurken, daha ge¢ donemlerde ana organ sistemleri
sekillenmis oldugu icin teratojenlere maruz kalma, ya fizyolojik anomalilere veya
organlarda fonksiyon bozukluguna sebep olacaktir. ilaglarin ve potansiyel teratojenlerin
etkilerinin daha onceden saptanabilmesi ve dogumsal malformasyonlarin etiyolojisinin

aydinlatilabilmesi amaci ile deneysel hayvan ¢alismalar1 6nem kazanmis ve bu amagla
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in vivo (canlida) ve in vitro (organizma digsinda) c¢alismalar es zamanli olarak

yuriitiilmistir (5).

Memeli gelisimi siirecinde biitiin ana organ sistemleri embriyonun uterus duvarina
implantasyonundan sonra sekillenmeye basladigindan dolayr embriyo iizerinde bu
asamada yapilabilecek in vivo ¢aligmalar oldukga sinirli olmaktadir. Clinkii bu donemde
embriyo endometriyum i¢ine implante oldugu i¢in net olarak izlenememekte,
amnioskopi, radyolojik metotlar ve ultrasonografi ile incelemek i¢in oldukga kiigiik
boyuttadirlar. In vivo g¢aligmalarda karsilagilan anne metabolizmasindaki fizyolojik
farkliliklar hayvan deneylerinden elde edilen sonuglarin insan i¢in yorumlanabilmesini

zorlastirmaktadir. Ciinkii teratojenler tiire 6zgii degisiklik gosterebilir (5).

2.1.3. In Vitro Olarak Biiyiitillen Embriyolarda Biiyiime ve Gelismenin

Degerlendirilmesi

Son yillarda postimplante kemirgen embriyo kiiltiir teknikleri, yaklasik in vivo’daki gibi
embriyolarin biliylimesini ve gelismesini saglamaktadir (4). Teratojenik aktivite
hakkinda maternal ¢evrenin karmasik etkisini ortadan kaldirmak i¢in in vitro ortamda
biiyliyen memeli embriyolarin gelismeye devam etme olasilig1 6zellikle teratolojistlerin
dikkatini ¢ekmistir. Postimplante embriyo kiiltiirii, ajanlarin toksitesinin dogrudan

embriyo kiiltiirii tizerinde arastirilmasini kolaylastirmaktadir (4,7).

Embriyonun biiylime ve gelismesini kantitatif olarak hesaplamada tanimlayici
parametreler kullanilmalidir. Objektif skorlama sistemi morfolojik gelisimi 6lgmek
lizere tasarlanmigtir. Skorlamada en gegerli ve sik kullanilan Van Maele-Fabry ve ark.
(8) tarafindan gelistirilen skorlamadir. Bu sistem kullanilarak si¢can gebeliginin 10, 11,
12 ve 13. giinlerinde ¢ikartilan embriyolarda 17 morfolojik 6zellige bakilmaktadir. Her
bir parametre 6 sathaya ayrilmistir ve bu sathalara 0 ile 5 arasinda degisen puanlar
verilmigtir. Bu parametreler sunlardir: Vitellus kesesi damarlanmasi; damar olusmaz
veya kan adaciklar olusursa 0 puan, ektoplasental kon etrafinda kan adaciklar1 olusursa
1 puan, vitellus kesesi lizerinde birka¢ ince damar olusursa 2 puan, vitellus kesesinde
damar ag1 olusursa 3 puan, ana damardan c¢ok sayida ince dallar ¢ikiyorsa 4 puan,
vitellus kesesi sap1 oblitere olup vitellin arter ve ven ayriliyorsa 5 puan verilir.
Allantois; eksosolomda allantois serbest olarak goriiliirse 0 puan, allantois koryon ile
kaynasmis ise 1 puan, umblikal dolasim olusursa 2 puan, umblikal ve vitellin damarlar

aorttan ayrildig1 goriiliirse 3 puan verilir. Fleksiyon; ventral olarak konveks ise 0 puan,
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Ya oraninda rotasyon varsa 1 puan, /2’lik bir rotasyon varsa 2 puan % liikk rotasyon varsa
3 puan, dorsal olarak konveks ise 4 puan, tamamen katlanirsa 5 puan verilir. Kalp;
endokardial yap1 goriiniirse 0 puan, kalp gorilinliyorsa 1 puan, kalp S harfine benzer tiip
seklinde ise 2, atrium ve ventrikiil arasinda bir bolme olusmus ise 3, kalp {i¢ bolmeye
ayrilmis ise 4 ve kalp dort bolmeye ayrilmis ise 5 puan verilir. Kaudal néral tiip; noral
tabaka veya noral katlanti olusmus ise 0 puan, noral tabaka kapanmis ancak noral
katlant1 ile birlesmis ise 1 puan, noral katlanti 4-5 somit seviyesinde birlesmis ise 2
puan, arka ndropor sekillenir ancak agik ise 3 puan, arka néroporda kiigiik bir aciklik
var ise 4 puan, arka noropor kapali ise 5 puan verilir. Arka beyin; noral tabaka olugmus
ise 0 puan, V-seklinde noral katlant1 varsa 1 puan, noral katlant1 U-seklinde ise 2 puan,
on noropor olusmus ancak acik ise 3 puan, 6n ndéropor kapali, thombencephalon
sekillenmis ise 4 puan, dordiincii ventrikiiliin agik iist kenariyla pons birlesmis ise 5
puan verilir. Orta beyin; noral tabaka veya mesensefalik beyin katlantis1 varsa 0 puan,
V-seklinde noral katlant1 varsa 1 puan, U-seklinde noral katlant1 varsa 2 puan, kismen
mesensefalik katlant1 birlesmis ise 3 puan, tamamiyle mesensefalon birlesmis ise 4
puan, mesensefalon ve rhinensefalon arasinda bir bolme varsa 5 puan verilir. On beyin;
noral tabaka olusmus ise 0 puan, V-seklinde noral katlantt varsa 1 puan, U-seklinde
noral katlant1 varsa 2 puan, prosensefalik katlanti kismen birlesmis ise 3 puan,
prosensefalon tamamen birlesmis ise 4 puan, telensefalik evaginasyon goriiniirse 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, sulcus opticus varsa 1 puan,
optik primordium uzamis ise 2 puan, optik primordium oval sekilli ise 3 puan, primer
optik vezikiil olugsmus ve optik sap acgik 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, olfaktdr c¢ikinti belirgin ise 3 puan
verilir. Brangiyal bar; bransiyal bar goriinmiiyorsa 0 puan, bir tane bransiyal bar varsa
1 puan, iki tane bransiyal bar varsa 2 puan, {i¢ tane bransiyal 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, bransiyal bar ile
maksiller ¢ikint1 arasinda igeriye dogru bir ¢ikinti olursa 2 puan, mandibular ¢ikinti ile

On beyin arasinda bir tabaka olusursa 3 puan verilir. Mandibular ¢ikinti; herhangi bir
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sey goriinmiiyorsa 0 puan, mandibular ¢ikint1 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, On ayak tomurcuklanmis ise 2 puan, On ayak
tomurcugu kiirek seklinde ise 3 puan verilir. Arka ayak; herhangi bir sey olugsmamis
ise 0 puan, 26 ila 30 somit seviyesinde disariya 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 (8).

Her bir embriyo i¢in skorlarin toplam sayisal degeri morfolojik skor (MS) olarak
degerlendirilir. Ayrica morfolojik skorlama embriyonik yas1 belli olan embriyolar i¢in
kullanilir. Embriyo kiiltiir deneylerinde morfolojik skorlama sistemin kullanimi
embriyonik gelisimin ayrintili indeksini verir. Spesifik primordia’nin yavaglamasinin ve
dismorfogenezin bulunmasina yardimcr olur. Gelisim ve biiylimenin kantitatif olarak

karsilastirilmasina olanak saglar (8).
2.2. EMBRIYONIK GELISIM
2.2.1. Erken Donem Embriyonik Sican Gelisimi

Sican ve insanin embriyonik gelisimi arasindaki en onemli fark gebelik siiresidir. Bu
stire sicanlarda 21-22 giin, insanlarda ise yaklasik 267 giindiir (9). Cleavage ve blastula
sathas1 benzerlik gosterir. Blastosist sathasindan sonra, sican embriyo gelisimi bazi

yerlerde farklidir (10).

Sicanlarda fertilizasyon ve hiicre boliinmesi (cleavage ve morula safhasi) tuba uterinay1
gecerken meydana gelir ve dordiincii giinde zona pellucida kaybolurken erken blastosist
evresine gecer. Blastosist iki grup hiicreden olusur: i¢ hiicre kiitlesi (embriyoblast) ve
blastosoliin siirin1 olusturan trofoblast hiicreler. Mural trofoblast, trofoblastik biiytik
hiicrelerden olusur ve maternal doku ile baglantiy1 saglar. Polar trofoblastlar ¢cogalarak
ektoplasental konu olusturur. I¢ hiicre kiitlesinin farklilasmasiyla gelisen endodermal
hiicrelerin bir boliimii emriyonel diskin alt boliimiini olustururken bir boliimii visseral
endodermi sekillendirir. Bir kistm endoderm hiicresi ise mural trofoblastin i¢ yiiziini
kaplar ve parietal endodermi olusturur. Bu olay gergeklestigi zaman visseral endoderm

olarak bilinen i¢ hiicre kiitlesi embriyonel endodermi olusturur. Bu zamanda embriyo
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6-7 giinlik, embriyonik ektodermin merkezinde, proamniotik boslukta ve
ekstraembriyonik ektodermde bosluklar goriiliir. Bu bosluklar birleserek embriyonik

silindirin (egg cylinder) i¢inde dar bir liimen olusturur (10).

Reicherts membran: ilk olarak gebeligin altinci giiniinde trophectoderm ve parietal
endoderm arasinda amorf salgi olarak goriiniir ve 8. giinde kalin hyalin membran haline
doner. Ayn1 zamanda primitif ¢izgi olusur ve buradan go¢ eden hiicreler ektoderm ve
endoderm arasma girerek mezodermi olusturur. Mezodermal doku cogalirken ig
kisimda bir aralik goriiliir. Sonunda ¢ogalan bu hiicre kitlesi embriyonik silindirinin
liimenini tamamiyle bloke eder ve 8,5 giinlilk embriyoda araligin birlesmesiyle bu
silindir i¢ ¢embere ayrilir: Bunlar; ektoplasental bosluk, eksosélom ve amniyotik
bosluk olup bunlarin etrafinda vitellus boslugu bulunur. Bu {i¢c kompartiman amniyotik
boslugun ya da eksos6lomun genislemesinden dolayi iki bosluga doniisiir, ektoplasental
bosluk oblitere olmaya baslar. Zemini koriyon olan ektoplasental bosluk ektoplasental
konun dokusuyla birlesir. Ayn1 zamanda primitif ¢izginin iist kismindaki bir alandan

eksosdlomun i¢ine dogru allantois gelisir (10).

10,5 giinliikken embriyo fark edilebilir yapidadir. Noral crest, kas-iskelet sistemi, kalp,
on barsak ve karaciger tomurcuklari ile somitler (7-9 arasinda) belirginlesmistir. Buna
ek olarak allantois eksosdlom karsinda gelisir ve ektoplasental kon ile birlesir. Bu
zamanda, embriyo ventral olarak konveks olup hemen katlanmaya baslar ve kuyrugu
kivrilir. Katlanma olay1 embriyo 11,5 giinliikken tamamlanir ve embriyo dorsal olarak
konveks hale gelir. Embriyo amniyon kesesi i¢inde katlandig1 i¢in amniyon embriyonun
etrafin1 gevreler ve ayn1 zamanda etrafinda vitellus kesesi geligir boylece hem amniyon
hem de embriyo tamamen vitellus kesesi i¢inde gelisir. Sigan embriyosu 12,5 giinliikken
biitiin organlar belirgindir ve bu durum insanlarla karsilastirildigi zaman 8. haftaya denk
gelir (9). Aynm1 zamanda embriyo, korio-allontoik plasenta ve damarlanmig vitellus
kesesi plasenta olmak iizere iki plasentaya sahiptir. Allantoik plasenta gebeligin son
sathasinda onemli olmasina ragmen, vitellus kesesi embriyonik gelisim periyodu

sirasinda esas besleyici organdir (10).

2.2.2. Sican Visseral Vitellus Kese’sinin Yapisi ve Gorevi

Biitiin kemirgenlerin ekstraembriyonik membran yapisi trofoblast, Reicherts membrant,

parietal vitellus kesesi endodermi, vitellus kesesi boslugu gibi yapilar visseral vitellus
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kesesi endoderminden gelisir. Visseral vitellus kesesi, embriyo ve ektoplasental konu
birlestirir. Visseral vitellus kesesinde endodermal hiicreleri tek tabaka halinde bulunur.
Buras1 vaskiiler membrandir ve absortif ve mezotelyal olmak iizere iki epitel ylizeyden
olusur. Absortif ylizey mezensimden olusan basit bir kolumnar epitelium (visseral
endoderm)’dur. Vitellus kesesi damarlariin yonii mezensime dogrudur. Ayrica emilen
maddeler vitellus damarlar1 ile mezensimal tabaka i¢inde visseral endoderme iletilmek
zorundadir. Serosal membran eksosdlomda bulunan yassilagmis mezotelyumdan
mezensimi ayirir. 15. giinde vitellus kesesinin parietal duvari dejenere olur ve daha
sonra visseral endoderm uterinal boslugun igerigi ile karisir (11). 10 giinliik sican
embriyolarinin visseral vitellus kesesi yoklugunda kiiltiirde biiyiimesi ve gelismesinin
miimkiin olmadig1 rapor edilmistir (12). Erken organogenez sirasinda vitellus kesesi
embriyo ve anne arasindaki en Dbiiyik tasiyicidir (13,14). Embriyonun
implantasyonundan koryoallantoik plasentanin fonksiyonel hale gecisinin baslangicini
kapsayan bu erken dénemde embriyonun besin ihtiyaci histiotrofik beslenme ile olur.
Sicanlarda bunu vitellus kesesi saglar (15). Visseral vitellus kesesi, etrafinda bulunan
makromolekiilleri pinosite etme kapasitesine sahiptir. Endodermal hiicrelerle
makromolekiiller lizozoma tasinir, sindirilir ve {iriin gelismekte olan embriyoya iletilir
(16). Baz1 proteinler visseral vitellus kesesinin endodermal hiicreleri araciligi ile alinir
ve vitellus kesesi damarlarindan gecerek embriyoya ulasir. Ayrica visseral vitellus
kesesi tasima fonksiyonunun yani sira, hematopoetik, immunolojik ve metabolik

fonksiyonlar1 da yerine getirmektedir (17).
2.2.3. Embriyoda Erken Donem Damar Gelisimi

Dolagim sistemi, embriyonun hizli gelismesine bagli olarak metabolik ihtiya¢larin
karsilanabilmesi igin ilk olarak gelismeye baslar (18). Embriyonik gelisimin erken
safhasi sirasinda, pek ¢ok organ damarsiz olarak gelismeye baslar. Bu organlarin, damar
kanallarinin ve kilcal damar aginin sekillenmesiyle ayni1 zamanda oldugu belirlenmistir.
Bu olay gelisimi devam eden pek c¢ok organ icin onemlidir (19). Embriyoda dolagim
sisteminin gelisimi iki yolla olur. Birincisi vaskulogenez olup pluripotent mezodermal
prekiirsorlerin - endotel hiicrelerine farklilagsmas: seklinde olusur (20). Bu tip
damarlanma hem kanatli hem de memeli embriyolarinda vitellus kesesi ve embriyonik
organlarda meydana gelir. Ikinci tip damarlanma ise anjiogenez olup daha &nce var olan

damarlardan tomurcuklanma yolu ile gelisir (21). Vaskulogenez erken embriyonik
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periyotta meydana gelirken, anjiogenez hem embriyoda hem de tiim yasam boyunca

devam eder (22-24).

Embriyoda, ekstraembriyonik damarlanma embriyodaki damarlanmadan 6nce ve her
biri bagimsiz olarak gelisir, sonra birlesir ve dolasimin devamliligin1 saglar (25). Hem
damar endoteli hem de kan hiicreleri embriyoda farkli bolgelerde lokalize olan
mezensimal hiicre gruplarindan meydana gelir. Embriyoda somitlerin gelismeye
basladigi donemde, vitellus kesesi ilizerinde kan adaciklari olusmaya baglar. Kan
adaciklarinin ortasinda kalan hiicreler kan hiicrelerini olustururken periferdeki hiicreler
endotele doniisiir. Kan adaciklar1 birleserek ilk damar agini olusturur (26-28). Endotel
hiicrelerin farklilasmasi ayrica embriyo i¢inde de devam eder. Embriyo icindeki kan
damarlar1 vaskulogenez ve anjiogenez ile sekillenir. Farklilasan anjioblastlar mezoderm
icinde ilk kilcal ag1 olusturur ve daha sonra biiylik damarlar (dorsal aorta ve aortik
arklar) kaynasarak yeni biiyilkk damarlart olustururlar. Endodermal organlarin
damarlanmas1 (6rnegin akciger, pankreas, mide ve bagirsak gibi) endotel hiicrelerin
farklilagsmasiyla olusur (22). Bu durum hem organ damarlanmasinin mekanizmasi hem
de endotel hiicre farklilasmasi i¢in ¢ok Onemli bir bulgudur. Diger taraftan, bazi
organlarin damarlanmasi agik bir sekilde anjiogeneze baglidir. Beyin ve bobrek gibi
organlarin damarlanmasi1 organogenezin erken doneminde buraya go¢ eden endotel
hiicreleri tarafindan olusturulur (28). Intra ve ekstra-embriyonik damarlanma bazi
morfolojik farklar gosterir. Ornegin kan adaciklar1 embriyo iginde sekillenmez ve yalmz
angioblastlar amniote embriyolardaki vitellus kesesiyle iligkili oldugu nadir goriilen bir
olaydir (29). Bununla birlikte, endotelial vezikiillerin kaynagmasi, endotel kanallardan
gelenlerle tomurcuklanmasi ve dallanmasi, bunlarin birbiriyle ve vezikiillerle

kaynagmasi tiimiiyle her iki bolgede birbirine benzer.

Sicanlarda, mezodermal germ tabakasi sekillendigi zaman (yaklasik olarak gebeligin
9,5. giinlinde) kan damarlarin ilk gelisimi de baslar (28). Somitler sekillenmeye
basladig1 i¢cin kan adaciklar1 vitellus kesesinin duvarinda gelisir ancak embriyonun
govdesinde gelisen damarlarla damar baglantis1 yoktur. Kan damarlar1 sekillendikten
sonra bu damarlarin birlesmesi sonucunda ilk damar ag1 olusur (23,27). Rudimenter
halde olan kalp embriyo 6 somite ulastiginda hizl bir sekilde gelismeye baslar. Ik goze
carpan embriyonun On kismindaki mezoderm tabakasinin kalinlasmasidir. Ayni

zamanda sadece mezodermal hiicreler birleserek endotel tiipii olusturur. Bu endotel tiip,
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dorsal aortalar1 yapacak olan birinci aortik arkusla devam eder. 9. giinde belli olan 6n
kardinal ven, noral tiiplin kapiller agindan gelen kani alir. Dorsal aorta somit dizisinin
ventralinde goriilebilir. Kalp bundan sonra kan dolasimim1 devam ettirebilme
yetenegindedir (30). Gebeligin 11-12. giiniinde plasental dolasimin olusmasiyla

besleyici molekiilleri vitellus kesesinden embriyoya damarlar araciligtyla tasinir (10).
2.3. DAMARLANMAYI ETKILEYEN FAKTORLER

Kan damarlarinin gelismesinin uyarilmasi c¢esitli kimyasal, metabolik ve mekanik
faktorler araciligiyla oldugu disiiniilmektedir. Bu uyarma ayrica kan akis1 ve cevre
dokunun biiylimesindeki degisikliklerle de olabilir. Yeni damar sekillenmesi bir¢ok
anjiogenik faktdre bagl olabilir. Bu anjiogenik faktorler, bag dokusu icerisinde bulunan
endotel hiicrelerin hem ¢ogalmasint hem de gb¢ etmesini baslatir ve yonetir (31).
Anjiogenez fizyolojik sartlarda tist diizeyde denetim altina almmmig bir hadisedir.
Embriyonik gelisim esnasinda, yaralarin iyilesmesinde ve menstrual siklusta goriilen
normal bir fizyolojik olay iken, tiimor gelisiminde, diyabetik retinopati ve psoriasis’de
kontrol edilemeyen ve patolojik sartlarda gelisen bir anjiogenez goriliir (32,33).
Anjiogenez olugmasi bu olayimn negatif ve pozitif diizenleyicileri arasindaki ¢ok hassas
bir denge araciligryla kontrol edilmektedir. Pek ¢ok arastirmaci tiimorlerin salgiladigt
bliylime faktorleri araciligiyla anjiogenezi harekete gecirdigini rapor etmislerdir. Bu

biiylime faktorleri endotel hiicre gociinii ve kilcallarin ¢ogalmasini uyarir (34-36).

Son yillarda cesitli biiyiime faktorlerinin anjiogenezi dogrudan ya da dolayli olarak
indiikledigi belirtilmistir. Diisiik molekiill agirhigina sahip biiylime faktorlerinden
bazilar1 sunlardir: epidermal biiyiime faktorii (EGF), asidik fibroblast biiylime faktorii
(aFGF), bazik fibroblast biiylime faktorii (bFGF), timor nekrozis faktor-o (TNF-au),
timor nekrozis faktor-f (TNF-f), angiogenin, angiotropin, vaskiiler endotel hiicre

bliytime faktorii (VEGF) (37).

Hayvanlar iizerinde yapilan preklinik ¢aligmalarda anjiogenez inhibitorlerinin yeni kan
damar1 gelisimini bloke ederek tiimor gelisimini engelleyebilecegi ileri stirtilmistiir
(38). Bircok dogal ve sentetik anjiogenez inhibitorii glinlimiizde faz I ve faz Il deneme
asamasindan gecirilmektedir. Bu anjiogenez inhibitorlerinden bazilar1 metalloproteinase
1 ve 2, anti-VEGF, inhibitor of platelet-derived growth factor receptor, interferon, IL-1,
IL-12, TNF-B, retinoic acid, thalidomide, antibodies to integrin (vitaxin, V3), endostatin
and angiostatin gibi doku inhibitorlerini kapsamaktadir (39,40).
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2.3.1. Interleukin-12 (IL-12)

Bir heterodimerik molekiil olan IL-12, biyolojik olarak aktif 74 kDa molekiil
biiylikliigiine sahip bir disulfid bag ile baglanan bir a-zincir ve bir B-zincir’den
olugsmustur (41) ve antianjiogenik bir faktordiir. IL-12, dogustan gelen ve sonradan
olusan bagisikligin tipleri arasindaki etkilesimde onemli rol oynayan bir sitokindir.
Sitokinler; hormonlara benzeyen, nispeten diisik molekiil agirlikli peptid veya
glikopeptidlerdir. Hormonlardan farklar1 6zel bir enzim tarafindan degil de bir takim
farkli doku ve hiicrelerce yapilmalaridir. Sitokinleri hiicreler arasinda sinyal tasiyan
coziilebilir arabulucular olarak tanimlayabiliriz. Gerek dogal gerek spesifik bagisikligin
etkin bir sekilde yapilabilmesi i¢in sitokinlere gereksinim vardir. Bunlar viicut
savunmasinda rol alan immun ve inflamatuvar hiicrelerin ¢ok yonli iletisim ve
etkilesiminden sorumlu olduklar1 gibi, bag dokusu, deri, sinir sistemi ve diger
organlarin somatik hiicreleri arasinda da iletisim saglarlar. Hiicre biiylimesi, yara
tyilesmesi, fibrozis, hematopoez ve diger bir ¢ok biyolojik olayda dnemli rolleri vardir.
Gilintimiizde 100’tin {zerinde sitokin bilinmektedir. Rekombinant DNA teknolojisi

kullanilarak pek cok sitokin iiretilebilmektedir (42).

Fagositik hiicreler, B hiicreleri, dentritik hiicreler ve muhtemelen enfeksiyona neden
olan ajanlarla karsilastiginda diger hiicreler tarafindan da firetilen IL-12, o6zellikle
interferon-gama (IFN-gama) gibi sitokinlerin iiretimi ve ¢ogalmasini indiikleyerek ve
lenfositlerin sitotoksik aktivitesini ve ¢ogalmasini artirarak T lenfositleri ve natural
killer (NK) hiicreleri tizerinde etkili olur (43). IFN-gama bilinen en gii¢lii makrofaj
aktive edici faktor (MAF)’diir. IFN-gama makrofajlarin mikrobisit etkisini
kuvvetlendirir. Muhtemelen TNF’nin de yardimiyla makrofajlarin tiimor hiicreleri
tizerine sitotoksik etki gostermesine katkida bulunur. Natural killer hiicreler, IgG’ nin
FcyRIII olarak bilinen diisiik affiniteli reseptoriinii ve IL-12°nin p70 iinitesini tagirlar
(42). IL-12’nin T lenfositler ve NK hiicreleri gibi efektor hiicreleri aktive ederek ve
IFN-gama gibi sitokinleri indiikleyerek tiimor gelisimini engelleyici etkisi bir¢ok

arastirici tarafindan rapor edilmistir (44-46).

Bir aragtirmada in vitro olarak IL-12 araciligryla NK hiicreleri aktive edilmistir. Daha
sonra aortadan alinan primer endotel hiicrenin kiiltiir ortamindaki kuvvetli sitotoksik
etkisi gosterilmis ve bu etkinin IFN-gama antibadisi kullanilarak nétralize edildigi

gorlilmiistiir (47). Ayrica IL-12, damar endoteli biiylime faktorii ve bazik fibroblast
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bliylime faktorii gibi endotel mitojenlerinin etkilerini azalttigi ve antitiimor etkisinin
yaninda yliksek derecede keratinizasyon, apoptoz, insan tiimorlerinin ¢ogalmasinda
azalma ve murin tiimorlerinde yogun nekroz gibi ilging histolojik degisiklikler oldugu

rapor edilmistir (48).

Insandaki IL-12’nin biyolojik o6zellikleri in vitro olarak degerlendirilmistir. Bunun
sonucunda IL-12’nin NK ve T hiicre biiylime faktorii gibi davrandigi (49-51), NK/LAK
hiicre sitotoksik aktiviteyi artirdigi (51-54), sitolitik T hiicre cevabini (54) artirdigi ve T
ve NK hiicreleri araciligiyla IFN-gama salgilattig1 ortaya ¢ikmustir (52,55). Ayrica IFN-
x> TNF ve diger sitokinler tek basina ya da birlikte tiimor hiicreleri {izerinde sitotoksik
veya sitostatik etkiye sahiptir. [L-12’nin aktive ettigi NK hiicreler sitotoksik aktiviteyi
artirarak tiimoOr hiicre Olimiinii indikler ve tiimor, damar endotelin biitiinligiini

bozabilir.

Insanlardaki damarlasmanin tam anlamiyla anlasilmasi, gelecekte damar hastaliklarini
tedavi etmek igin yeni stratejilerin gelistirilmesine imkan saglamaktadir. Insan vitellus
kesesi, damar ve hemopoetik dokular vitellus kesesinde kan adaciklarinin biiylimesine
bagli olarak gelisir (56,57). Siganlarda ise mezodermal germ tabakasi sekillendigi
zaman kan damari primordias1 gebeligin 9,5. giiniinde ortaya cikar (58). Kan adaciklari,
somitler sekillenmeye bagladigi zaman vitellus kesesi duvarinda gelisir ancak
embriyoda gelisen damarlarla bir damar baglantis1 yoktur. Kan adaciklar1 olustuktan
sonra bu kan adaciklar1 birleserek ilk damar ag1 meydana gelir (59,60). Besin
molekiilleri damarlar araciligtyla vitellus kesesinden embriyoya transfer edildigi zaman
dolagim sistemi gebeligin 11-12. giiniinde olusur. Bu zamana kadar embriyonun 2
plasentasi, bir korioallantoik plasentasit ve bir damarlanmis vitellus kese plasentasi
vardir. Allantoik plasenta gebeligin sonraki sathalarinda 6nemli olmasina karsin

embriyonik gelisim periyodu sirasinda vitellus kesesi esas besleyici organdir.

Organogenez doneminde sigan embriyolarini kiiltiire etmek miimkiindiir (4). Bu in vitro
yontem hem normal hem de anormal gelisimi ve teratojenik mekanizmalar arastirmada
kullanilmaktadir. Organogenez donemde kan dolasimi ve kalp atimi baslamistir.
Ozellikle visseral vitellus kesesi 48 saatlik in vitro periyodundan sonra damarsiz bir
dokudan vitellus damar agina doniisiir. Embriyolu ve embriyosuz vitellus kesesi kiiltiir
teknikleri kullanilarak antianjiogenik faktorlerin anjiogenik etkileri embriyonik gelisim

ve damarlanmada calisilabilmektedir. Organogenez donemde anjiogenik ve
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antianjiogenik faktorlerin teshisi patalojik damar gelisimi tiimor sekillenmesini

sinirlamada ¢ok énemli bir ipucu olabilir.



3. GEREC VE YONTEM

3.1 DENEY HAYVANLARININ SECIiMIi VE CIFTLESTIRILMESI

Bu ¢alismada Erciyes Universitesi, Tip Fakiiltesi, Hakan Cetinsaya Deneysel ve Klinik
Arastirma Merkezinde (DEKAM) vyetistirilen Wistar tiirli disi siganlar kullanildi.
Kafesler icinde tutulan siganlara giliniin normal diizeninde 21°C ve 12 saatlik

aydinlik/karanlik ortaminda su ve besin ihtiyaclar1 saglandi (Resim 3.1 ve Resim 3.2).

Sicanlar polyestrous’dur ve ovulasyon dogal bir sekilde olusur. Sicanlarin estrus siklusu
4 ya da 5 giin siirer. Hayvanlar karanlik periyodun ortasinda ciftlesmeye meyillidirler
(61). 150-250 gr agirhigindaki 4-10 aylik disiler dollenme yetenegi olan erkeklerle bir
kafese konulmadan Once vajinal smear alinarak estrus siklusuna bakildi ve estrus ve
proestrus periyodundaki disiler bir gece boyunca (saat 17.00 ile 9.00 aras1) erkek sican
ile aym kafeste tutuldu. Sabah erkeklerden ayrilan disilerden tekrar vajinal smear
almarak 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.
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Resim 3.1. Disi siganlarin kafesteki goriiniimii

Resim 3.2. Disi sicanlarin yakindan goriiniimii
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3.1.1. Sicanlarda Estrus Dongiisii

Sican estrus dongiisii 4 periyoda ayrilir. Bu periyotlar bir dongii i¢inde ve birbiri ardina
olusurlar. Ancak gebelik, ciftlesme sonras1 donem ve hemen dogum sonrasi donemde
goriilmez (anestrus). Sicanin siklusunu tespit ederken vajinasindaki epitel dokiintii
sekline ve 16kosit sayisina gore karar verilir. Sicanin siklusunu belirlemek igin vajinal

smear yapildi ve alinan 6rnekler incelendi.

Diestrus evresi; ortalama 57 saat siirer. Yayma preparatlarda ¢ok ince bir mukus i¢ine
karismis ¢ok sayida 16kosit ve bir ka¢ nukleuslu epitel hiicresi goriilmektedir (Resim

3.3A).

Proestrus evresi; ortalama 12 saat siirer. Yayma preparatlarda genis, kii¢iik, yuvarlak
tek tek veya tabaka seklinde nukleuslu epitel hiicreler goriilmektedir. Lokosit hi¢ yok
veya ¢ok az bulunabilir (Resim 3.3B).

Estrus evresi; dongiiniin 3. giinliinden sonraki gecede dogal olarak baglar ve 12-14 saat
siirer. Ovulasyon estrusun 8-12. saatleri arasinda gercgeklesir. Disinin maksimal birlesme
istegi siklus i¢inde yaklasik 24 saatlik bir siireyi kapsar ve kuru vajina ve kabarik vulva
ile belirlenebilen estrus safhasinda olusur. Yayma preparatlarda ylizlerce biiyiik
dejenere nukleuslu kornifiye (yassilagsmis) hiicre icermektedir. Estrusun sonuna dogru
yapismis kornifiye hiicrelerden dolayr smear peynirimsi bir goriiniime dontigsmiistiir

(Resim 3.3C).

Metestrus evresi; ortalama 21 saat siirer. Yayma preparatlarda ¢ok sayida lokosit ve

¢ok az kornifiye hiicre goriilmektedir (Resim 3.3D) (61).
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Resim 3.3. Disi siganlardan elde edilen yayma preperatlarda estrus dongiisii:
A-Diestrus evresi, B-Proestrus evresi

Resim 3.4. Disi siganlardan elde edilen yayma preperatlarda estrus dongiisii:

A-Estrus evresi, B-Metestrus evresi
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3.2. EMBRIYO KULTURU
3.2.1. Kiiltiir Ortaminin (serum) Hazirlanmasi

Disi veya erkek sicanlar eter ile anestezi kutusunda bayiltilir (Resim 3.5A-B).
Anestezinin gerceklestigi goz refleksi ile kontrol edildikten sonra hayvanlar anestezi
kutusundan ¢ikarilarak diiz bir satih tlizerine sirt tistii yatirilir (Resim 3.5C). Anestezinin
devamui i¢in iginde eter ile 1slatilmis pamuk ihtiva eden bir cam kavanoz hayvanin burun
kismi i¢inde olacak sekilde bas kismina yerlestirilir ve karin duvart %70’lik alkol ile
temizlenir. Pens ve makas yardimiyla hayvanin karninda V seklinde kesi yapilarak deri
bas hizasina katlanir (Resim 3.5D). Karin i¢i organlar bir tarafa itilerek abdominal aorta
gorliniir hale getirilir. Aortun catallanma yerinden 10 cc’lik enjektér yardimiyla giris
yapilarak aliabildigi kadar kan almir (yaklasik 8-10 cc). Kan almir alinmaz 3500
rpm’de 5 dk santrifiij edilir. Lamin-air flow altinda steril pensle kan karigtirilarak tekrar
santrifiij edilir. Santrifiij edildikten sonra steril Pasteur pipeti ile serum ¢ekilir ve kiiltiir
sisesine konur. Sonra 56°C’ye ayarlanmis olan su banyosunda 30 dk bekletilir. Su
banyosunda bekledikten sonra 0,22 um’lik filtreden gegirilir. Serumun miktarina gore
100 IU/ml penisilin ve 100 ug/ml streptomisin eklenir (1 cc’lik seruma 10ul
streptomicin /penicilin). Serum hazirlandiktan sonra -20°C’ye kaldirilir. Serum

kullanilacag1 zaman su banyosunda 37°°de bekletilerek kullanima hazir hale getirilir.

3.2.2. Embriyolarin Anne Karnindan Cikarihsi ve Kiiltiirii

9.5 giinliik gebe sicanlar boliim 3.2.1°de belirtildigi gibi, eter anestezisi altinda
bayiltilarak karinlar1 agilir. Karm i¢i organlart bir kenara itilerek abdominal aorta
gorilinlir hale getirilir ve 10 cc’lik enjektor yardimiyla aortun catallanma yerinden
girilerek alinabildigi kadar kan alinir. Alinan kan 3500 rpm’da 5 dk santrifiij edilir ve
serum elde edilmek iizere saklanir. Daha sonra uterus boynuzunda dizili bir sekilde yer
alan embriyolar steril bir pens ve makas kullanilarak i¢cinde Hanks solusyonu bulunan

steril bir petri kabina transfer edilir (Resim 3.6).
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Resim 3.5. Disi ve erkek sicanlardan serum ig¢in kan alimi. A- anestezi altindaki disi

siganin goriiniimii, B- anestezi etkisini gosterdikten sonraki disi siganin goriiniimii, C-

Disi siganin sirt listii yatmis hali, D- Aort’un ¢atallanma yerinden alinan kanin gériiniimii

Bu asamadan sonraki tiim islemler Laminar kabinde, yari steril sartlarda ve stero
mikroskop altinda gergeklestirilir. Forceps yardimiyla uterus kasi antimezometrial kenar
boyunca dikkatlice kesilir. Desidual doku kitlesi ortadan ayrilarak i¢inde embriyo
gorilinlir hale getirilir. Embriyoya zarar vermeden disekte edilerek embriyo desidual
dokudan ayrilir. Sonra kemirgenlerde bulunan embriyoyu ¢epecevre kusatan Reicherts
membrani embriyonal kutupta pens yardimiyla pargalanarak ¢ikartilir. Embriyo medium
iceren kiigiik steril petri kabina konur (Resim 3.7). Bu islem biitiin embriyolar i¢in
tekrarlanir. Zarar géren embriyolar kiiltiir ortamina konulmaz. Saglam embriyolar
beserli gruplara ayrilir ve igerisinde Sml normal sican serumu bulunan 50 cc’lik steril

cam kiiltiir sigselerine (1 embriyo/lml serum) steril bir cam Pasteur pipeti yardimiyla
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konur. Embriyo bulunan siselere % 5’lik Oy, % 5’lik CO3, % 90’11k N, (1. gaz karigimi)

gaz karisimi 1dk siire ile verilir.

Resim 3.6. Gebe sicanlardan embriyolarin ¢ikarilisi. A-Karin iginde embriyolarin

goriiniimii, B- Uterus boynuzunda bulunan embriyolarin goriiniimii, C- Embriyolarin
uterus boynuzundan ¢ikarildiktan sonra Hanks solusyonuna transferi, D- Hanks

solusyonu igindeki embriyolarin gériiniimii

Sisenin agz1 plastik tipa ile kapatilir. Kiiltiir siseleri 37°C’ lik inkiibatore konur. Kiiltiir
siseleri dakikada yaklasitk 30 devirle (30rpm/dk) donen roller’a yerlestirilir.
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Eksplantasyondan 24 saat sonra kiiltlir siseleri inkiibatérden alinarak plastik tipalari
acilir ve % 20 O3, % 5 CO,, % 75 N, ihtiva eden (2. gaz karisimi) gaz karisimi ile 1 dk
stire ile gazlanir. Kiiltiir siseleri tekrar inkiibatore konur. Embriyolarin morfolojik
skorlamalar1 yapilmadan 4 saat 6nce % 40 Oy, % 5 CO,, % 55 N, (3. gaz karisimi) gaz
karisimi ile giselere 1 dk stire ile tekrar gaz verilir. 48 saatlik kiiltiir ortaminda biiytitiilen
embriyolar icerisinde Hanks solusyonu bulunan petri kaplarina transfer edilir ve van
Maele-Fabry ve ark. (1990) tarafindan gelistirilen Morfolojik skorlama sistemine gore
stero mikroskop altinda degerlendirilir (8).

-

Resim 3.7. Embriyolarin ekstraembriyonik dokudan ¢ikarilisi. A- Uterus parcasi, B-

Decidua, C- Reicherts membranli embriyo, D- Reicherts membrani ¢gikartilmig embriyo
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Resim 3.8. Oksijen tiipleri ve lamin-air flow

Resim 3.9. Roller inkiibator
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3.2.3. IL-12’nin In Vitro Sartlarda Embriyonik Gelisim Uzerine EtKisi

Bu calismada kullanilan deney hayvanlar1 (20 disi ve 20 erkek sican) Hakan Cetinsaya
Deneysel ve Klinik Arastirma Merkezin’den saglandi. Disi siganlar c¢iftlestirilerek
embriyolart kiiltiir ortaminda kullanilirken, hem disi hem de erkek ratlarin kanlari
alinarak kiiltiir ortami icin serum elde edildi. IL-12 ve Hanks (Hanks Balanced Salt

Solution) Sigma’dan saglandi.

Sunulan ¢aligmada, IL-12 degisik dozlarda kiiltlir ortamina verilerek genel embriyonik
gelisim ve vitellus kesesi iizerine etkileri arastirildi. Gebe sicanlardan elde edilen 9,5
giinliik embriyolar, her grupta 10 embriyo olacak sekilde dort gruba ayrildi. Birinci grup
embriyolar (kontrol) normal sican serumunda biiyiitiiliirken ikinci, {i¢lincii ve dordiinci
deney gruplarini olusturan embriyolarin kiiltiir ortamina sirasiyla 50 ng/ml, 100 ng/ml
ve 200 ng/ml IL-12 ilave edildi. Embriyolar bolim 3.2.2°de belirtildigi gibi 48 saat
kiiltiir ortaminda biiytitiildii ve daha sonra stero mikroskop altinda morfolojik olarak

incelenip degerlendirilerek resimleri ¢ekildi.



4. BULGULAR

48 saatlik kiiltiir periyodu sonunda kontrol grubunu olusturan embriyolarin gelisiminin
normal oldugu ve boliim 2.1.3°de verilen morfolojik skorlama sistemine gore 11,5
giinliik embriyonik gelisime yakin bir gelisme gosterdigi gozlendi (Resim 4.1). Deney
gruplarinda ise, verilen doza bagli olarak embriyonik gelisimde bir gerilemenin varligi
gozlendi. Embriyonik gelisimdeki en belirgin gerileme en yliksek doz olan 200 ng/ml
IL-12’de mevcuttu (Resim 4.2).

Morfolojik skorlama sistemine gore toplam morfolojik skor, vitellus kesesi ¢api,
embriyo bas-ki¢ uzunlugu ve somit sayisi karsilastirildiginda kontrol grubu ile deney
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkliligin oldugu goriildi (Tablo 4.1).
Bu fark IL-12’nin verilen yliksek dozlarinda daha fazlaydi. Ayrica vitellus kesesi
damarlanmasi incelendiginde IL-12 verilen grupta vitellus kesesi damarlanmasinin
geriledigi ve vitellus kesesinde kan adaciklarmin varligina karsilik damar aginin iyi
gelismedigi goriildii (Tablo 4.2). Benzer bir gelisme geriligi kalp gelisiminde de
mevcuttu. Normal sigan serumunda biiyliyen embriyolarda kalp ii¢ odacikli iken (2
atrium, 1 ventrikiil), kiiltiir ortamina IL-12 verilen embriyolarda kalp gelisimi bu diizeye

ulasamamist1 (Tablo 4.3).
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Resim 4.1. Sican serumunda biiyliyen 11,5 giinlik sigan embriyolar1 A-Vitellus kesesi

cikartilmamig embriyo B- Embriyonun yandan goriiniisii

Resim 4.2. Kiiltiir ortamma 200 ng/ml IL-12 ilave edildikten sonraki 11,5 giinliik si¢an

embriyolar1 A- Vitellus kesesi ¢ikartilmamis embriyo B- Embriyonun yandan goriiniigii
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Tablo 4.1. Sigan serumu ve IL-12’nin toplam embriyonik gelisim iizerine etkisi

j
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Sican Serumu 10 58,45+0,47 3,17+0,14 2,80+0,11 24,20+0,68
50 ng/ml IL-12 10 53,20+1,23 2,86+0,14 2,46x0,17 23,00+1,45
100 ng/ml IL-12 | 10 50,90+1,53* 2,60+0,12* 2,12+0,13* 21,80+1,21
200 ng/ml IL-12 | 10 |41,30+2,93%** | 2,31+0,13*** | 1.99+0,14** | 17,80+1,06%*

Sonuglar ortalama deger olarak ifade edildi.
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001

*p<0,05 sigan serumu ile 100 ng/ml I1-12, **p<0,01 sigan serumu ile 200 ng/ml IL-12,

*%*p<0,001 sigcan serumu ile 200 ng/ml IL-12 karsilastirildi.

Normal si¢can serumu ile 50 ng/ml, 100 ng/ml ve 200 ng/ml IL-12 kiiltiir ortamina ilave
edildikten sonra biiyliyen embriyolar karsilagtirildigi zaman 100 ng/ml IL-12 varliginda
toplam morfolojik skor, vitellus kesesi ¢ap1 ile bas-ki¢ uzunlugunun 0,05’den (p<0,05),
200 ng/ml IL-12 varliginda ise toplam morfolojik skor ile vitellus kesesi c¢apinin

0,001°den (p<0,001) ve bas-ki¢ uzunlugu ile somit sayisinin ise 0,01’den (p<0,01)

kiigiik oldugu goriildii (Tablo 4.1).
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Tablo 4.2. Kontrol grubu ile deney grubunun vitellus kesesi damarlanmasi

Morfolojik skor
- 0 1 2 3 4
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5 S8R S§3 T8 TS |£3
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= S |58/ 238 | Sy ¥ = S o
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Sican Serumu
(Kontrol grubu) 10 ) ) ) 10
50 ng/ml IL-12
(Deney grubu) 10 ) ) 3 1 6
100 ng/ml IL-12
(Deney grubu) 10 ) ) 4 ) 6
200 ng/ml IL-12
(Deney grubu) 10 ) 6 ) 2 2

Tablo 4.2, kontrol grubunda biiyiiyen embriyolarin vitellus kesesi ilizerinde ¢ok sayida
damarlarin gelistigini, 50 ng/ml IL-12 varliginda 6 embriyoda ¢ok sayida damar, 1
tanesinde damar agi, 3 tanesinde ise birka¢ ince damarin meydana geldigi, 100 ng/ml
IL-12 varliginda 6 embriyonun vitellus kesesi lizerinde ¢ok sayida damarlarin olustugu,
4 tanesinde ise birka¢ ince damarm gelistigi, 200 ng/ml IL-12 varliginda ise 6
embriyonun vitellus kesesi lizerinde kan damari olusmadig1 2 tanesinde birkag¢ ince

damar olustugu ve 2 tanesinde ise ¢ok sayida damar gelistigi gézlenmistir.

Tablo 4.3, sigan serumu, 50 ng/ml IL-12 ve 100 ng/ml IL-12 ve 200 ng/ml IL-12
konulan kiiltiir ortamindaki embriyolarin kalp gelisiminin morfolojik yapisini
gostermektedir. Buna gore, sadece sigan serumu bulunan kiiltiir ortaminda biiyiiyen
embriyolarin tamaminin kalplerinin ii¢ odacikli oldugu goriilmektedir. Ortama 50 ng/ml

IL-12 ilave edilen embriyolardan 2’sinin kalbindeki atrium ile ventrikiil birbirinden
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ayrilmis, bulbus kordisin olustugu ve 8’inin kalbinin ii¢ odacikli oldugu saptanmistir.
Ortama 100 ng/ml IL-12 ilave edilmesi sonucunda, 8’inin kalbindeki atrium ile
ventrikiil birbirinden ayrilmis ve 2’sinin ise kalbinin li¢ odacikli oldugu gézlenmistir.
Ortama 200 ng/ml IL-12 konulmasi neticesinde 2 embriyonun kalbi S harfine benzer bir
tiip seklinde, 7’sinin kalbindeki atrium ile ventrikiil birbirinden ayrilmis ve 1’inin ise

kalbinin ii¢ odacikli oldugu gézlenmistir.

Tablo 4.3. Kontrol grubu ile deney grubunun kalp gelisimi

Morfolojik skor
2 3 4 5
g
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Sican Serumu
(Kontrol grubu) 10 ) ) 10 )
50 ng/ml IL-12

(Deney grubu) 10 ) 2 8 )

100 ng/ml IL-12
(Deney grubu) 10 ) 8 2 )

200 ng/ml IL-12
(Deney grubu) 10 2 7 1 )




5. TARTISMA VE SONUC

Pek cok arastirmaci vaskulogenez ve anjiogenezi, damar gelisiminde farkli iki yol
olarak tanimlamiglardir. Bu olaylar erken embriyogenez ve postnatal yasam sirasinda
meydana gelmektedir (62-63). Anjiogenez daha onceden var olan kan damarlarindan
yeni kapillerlerin meydana gelmesi anlamina gelir. Hem gelisen embriyo hem de
postnatal hayatta bu olay gerceklesir (64,65). Vaskulogenez de ise mezensimal hiicreler
angioblastlara, angioblastlar endotel hiicrelerine, endotel hiicreleri ise primer kan
damarina doniisiir (66). Dolayisiyla vaskulogenez erken embriyogenez sirasinda olusur
ve eriskinlerde meydana gelmez (66-68). Bununla birlikte Shi ve ark. (1998)
vaskulogenezin sadece erken embriyonik donemde meydana gelmedigini ve bu olayin
eriskinlerde saglikli durumda veya hastalikta fizyolojik ve patolojik rollere sahip
oldugunu ileri siirmiistiir (69). Gelecekte insanlardaki vaskulogenez ve anjiogenez
tamamiyla anlasildigi zaman damar hastaliklarini tedavi etmede yeni metotlarin

gelismesine katki saglayacaktir.

Giliniimlizde kanserli insanlarin daha uzun siire yasayabilmesi ve yasam kalitesini
artirabilmesi icin pek c¢ok caligma yapilmaktadir. Kanserin erken teshis edilmesi i¢in
daha iyi metotlarin bulunmasi sonucunda ilerleme kaydedilmistir. Diger taraftan kanser
tedavisinde uygulanan yontemlerin (radioterapi, kemoterapi gibi) bir¢cok yan etkilerinin

oldugu bilinmekte ve bu yan etkileri azaltmak i¢in pek ¢ok ¢alisma yapilmaktadir. Bilim
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adamlar1, kanser hiicrelerini diger hiicrelerden ayirmak i¢in ne yapilmasi gerektigini
o0grenmeye c¢alismakta ve bu bilgi dogrultusunda cesitli ilaglar gelistirilmektedir. Bu
calismalarin amaci normal hiicrelere zarar vermeden sadece kanser hiicreleri yok
etmektir. Son yillarda buna benzer ¢alismalar yayginlagmistir. Judah Folkman 1971°de
yaymladigi ve bir dokunun damarlanmadan ancak 2mm?” kadar biiyiiyebildigini rapor
ettigi calismadan sonra kanser tedavisinde antianjiojenik faktorlerle ilgili ¢alismalar hiz
kazanmig bircok antianjiogenik faktdr izole edilmistir (22). Son ¢alismalar bazi
deneysel antianjiogenik ilaglarin giivenilir oldugunu gostermistir. Ayrica bu ¢alismalar
kullanilan ilaglarin damarlanmay1 engelleyerek kanser hiicrelerinin metastazini ortadan
kaldirabilecegini gostermektedir. Bunun yani sira giiniimiizde yaygin olarak kullanilan

tedavilerden daha az yan etkiye sahiptir.

Pek ¢ok antianjiogenik ilaglar ilk olarak yeni kan damari yapimini engellemektedir.
Endotel hiicreleri biiyliyerek kan damarlarin i¢ yiliziini kaplar. Bu endotel hiicreleri
olmadan yeni kan damarlar1 olusamaz. Baz1 antianjiogenik ilaclar protein yapisindadir;
laboratuarda yapilmaktadir, bunlar organizmada yapilan proteinlerle aynidir. Bu
proteinler endotel hiicrelerin biiyiimesini yavaslatir. Organizmaya verildigi zaman bu
insan yapimi proteinler dogal olarak organizmada yapilanlarla ayni etkiye sahip olabilir.
Son zamanlarda arastirmacilar endotel hiicrelerinin biiylimesini engelleyerek ¢alismay1

diistiinmektedirler.

Hizl1 bir sekilde biiyiiyen embriyonun metabolik ihtiyaclariin karsilanabilmesi igin ilk
olarak dolasim sistemi gelismeye baglar. Ekstraembriyonik dokuda ve gelisen
embriyoda damarlanma birbirinden bagimsiz olarak gelisir ve daha sonra gelisen bu
damarlar birleserek dolasgimin devamliligi saglanir (70). Damarlanma, embriyonik
gelisim esnasinda, yaralarin iyilesmesinde ve menstrual dongilide normal fizyolojik bir
durumdur. Timorlerin gelismesi ve ilerlemesi ise biiyiilk Ol¢iide damarlasmasina
baghdir. Yetigskinde yeni damar olusumu anjiogenik ve antianjiogenik faktorler arasinda
meydana gelen bir denge ile saglanir. Spesifik genlerin ekspresyonunu sonucunda
antianjiogenik degisim meydana gelir. Bu degisim timor hiicreleri ve konak¢i mikro
cevrenin hiicreleri tarafindan yapilan anjiogenik ve antianjiogenik molekiiller arasindaki
dengeyi degistirir. Bu olay Onemlidir ve primer tiimoriin damarlasmasi timoriin
gelismesine ve metastatik olarak yayilmasina yol acar (71). Son zamanlarda yapilan

birgok c¢aligma IL-12°nin IFN-gama’yr indiikleyerek antianjiogenik etki gosterdigini
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ortaya koymustur (48,59). Voest ve ark. (1995), IL-12 uyguladiklar1 farelerde
anjiogenik faktorlerle indiiklenmis korneal neovaskularizasyonun inhibe edildigini ve
bu etkinin IFN-gama notralize antibadi kullanilarak engellendigi rapor ettikleri
calismalarinda, bu antianjiogenik etkiye bagisiklik sistemin spesifik tipinin aracilik
etmedigini ve bunun yerine IL-12’nin IFN-gamay1 uyararak antianjiogenik etki
gosterdigini  belirtmislerdir (72). Majewski ve ark. (1996) yaptiklar1 benzer bir
calismada, IL-12’nin sistemik uygulanmasinin zamana ve doza baglh olarak
damarlanmay1 engelledigini, in vitro hiicre kiiltiirii lizerinde ise bir etkiye sahip
olmadigin1 rapor ettiler (73). Bu durum IL-12’nin etkisini in vivo sartlarda gosterdigini
ortaya koymaktadir. Ayni ¢alismada insan IFN-gama’nin insan tiimdr hiicre kiiltiiriinde
anjiogenik aktiviteyi inhibe ettigi gosterilmistir. In vitro olarak IL-12 ile aktive edilen
NK hiicrelerinin aortadan elde edilen primer endotel hiicre kiiltiiriinde kuvvetli
sitotoksik etki gosterdigi ve bu etkinin IFN-gama antibadi kullanildiginda nétralize
edildigi gosterildi (59). Ayrica IL-12, vaskiiler endotel biiylime faktéri ve bazik
fibroblast biiylime faktorii gibi endotel mitojenlerinin etkilerini azalttig1 ve antitimor
etkisinin yaninda yiiksek derecede keratinizasyon, apoptoz, insan tlimorlerinin
proliferasyon oraninda diisme ve murin tiimorlerinde yogun nekroz gibi ilging histolojik
degisikliklere neden oldugu rapor edilmistir (48). IL-12 bagisiklik sistemin anahtar
diizenleyicisidir. Yapilan son ¢alismalarda IL-12’nin antianjiogenezdeki Onemi
gosterilmis, timor gelisimi ve metastaz neovaskularizasyonundaki gelismeye bagh

olarak kanser tedavisinde IL-12’nin antianjiogenik etkisine dikkat ¢ekilmistir (48).

IL-12 anjiogenezi inhibe ederek anti-tiimdr etki gosterir. IL-12 NK hiicrelerini uyararak
IFN-y ‘nin serbest kalmasini saglar ve sitolitik yolu aktive eder (74). IL-12’nin anti-
timor ve anti-anjiogenik Ozelligi konak¢idaki immuniteyi artirabilme, Ozellikle
sitotoksik T ve NK hiicreleri aktive etme yetenegine baglanmaktadir (44) T ve NK
hiicreler merkezi bir role sahiptir ve IL-12‘nin biyolojik aktivitesinin mediyatorii olarak
rol oynar (59). IL-12’nin embriyonik vitellus kesesi damarlanmasi iizerine in vitro
etkisinin arastirildig1 bu ¢alismada, doza bagl olarak vitellus kesesi damarlanmasini ve
kalp gelisimini engelledigi tespit edildi. Ayrica kiiltiir ortamma IL-12 verilen
embriyolarda total gelisimde de biiyiik Olgiide gerileme mevcuttu. Embriyolarin
morfolojik skorlarinin ortalama degerleri, somit sayisi, bas-ki¢c uzunlugu, vitellus kesesi
capi, vitellus kesesi damarlagsmasi ve kalp gelisimindeki gerileme istatistiksel olarak da

anlamliydi.
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Bir antianjiogenik faktér olan IL-12 ile ilgili daha once yapilan ¢aligmalar ile bizim
yapmis oldugumuz c¢alismada elde edilen sonuglar bu faktoriin  embriyonik
damarlanmay1 engelledigini ve toplam embriyonik gelismede goriilen gerileme ise IL-

12’nin antianjiogenik etkisine bagl olabilecegini gostermektedir.
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