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OZET

DENEYSEL OLARAK OLUSTURULAN NORAL TUP DEFEKTINDE
MEZENKIMAL VE HEMOPOETIK KOK HUCRELERIN BELIRLENMESI

Zeynep Deniz SAHIN INAN
Doktora Tezi, Histoloji-Embriyoloji Anabilim Dali
Damisman: Prof. Dr. Serpil UNVER SARAYDIN
2015

Kok hiicreler gelisimin erken donemlerinde goriilmeye baslayan, hem sinir hem
de diger sistemlerin gelisiminde Onem tasiyan hiicre grubudur. Noral tiip defektleri
ndriilasyon siirecinde néral tiiplin kapanmamasiyla olugsan anomalilerdir. Bu ¢alismada
noral tiip defekti olusum siirecinde secilen mezenkimal ve hemopoetik kok hiicre
belirteglerinin erken ve ge¢ donemdeki lokalizasyonlari immiinohistokimyasal olarak
belirlenerek, defekt olusum mekanizmasindaki degisimin tespit edilmesi amaglanmustir.

Bu ¢alismada gebe siganlara 40 mg/kg all-trans retinoik asit uygulanarak deneysel
noral tlip defekti olusturulmustur. Siganlarin E10,5 ve E15,5 deney (D1-D2) ve kontrol
(K1-K2) gruplarina rutin 1s1k mikroskobik teknikler uygulanarak histokimyasal ve
immiinohistokimyasal boyamalar yapilmistir. Boyamalarda noroepitel, noroepiteli saran
bazal membran, somitler, primitif ependimal tabaka, pleksus koroideus
degerlendirilmistir.

Calismamizda mezenkimal kok hiicre antikorlarindan CD44, CD56, CD90 ve
CD105’in kontrol grubu erken donemde ge¢ doneme oranla daha yiiksek miktarda
lokalize oldugu, CD73’iin fotal donemde lokalizasyonunun arttigi CD271’in ise
degismedigi goriilmiistiir. Deneysel noral tiip defekti olusturulan gruplarda CD105,
CD271 lokalizasyonlarimin kontrol gruplarina oranla arttigi, CD56, CD73, CD90
lokalizasyonlarinin azaldigi ve CD44 lokalizasyonunun embriyoner donemde azaldigi
fotal donemde arttig1 belirlenmistir. Hemopoetik kok hiicre antikorlarindan CD14 ve
CD45’in kontrol gruplarinda fotal doneme dogru immiinolokalizasyonlarinin arttig
izlenmistir. Noral tiip defekti olusturulan deney gruplarinda CD14, kontrol gruplarina
oranla embriyoner donemde yogunken fotal donemde immiinolokalizasyonunun
azaldigr belirlenmistir. Noral tlip defekti olusturulan deney gruplarinda CDA45
lokalizasyonu kontrole oranla embriyoner donemden fotal doneme dogru artis
gostermistir. Noral tiip defekti olusumu sirasinda pek ¢ok gen bolgesinin g¢alisma



mekanizmas1 ve hiicre i¢i isleyis mekanizmasi etkilenir. Calismada mezenkimal ve
hemopoetik kok hiicre antikorlarinin erken ve ge¢ donemde degisen ekspresyonlari
belirlenerek, kok hiicrelerin defekt olusumuna etkisi belirlenmistir. Boylece ileride
yapilacak c¢alismalarda noral tiip defektlerinin patogenezinin ortaya c¢ikarilmasinda

fayda saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: Deneysel noral tiip defekti, atRA, CD14, CD44, CD45,
CD56, CD73, CD90, CD105, CD271



ABSTRACT

DETERMINATION OF MESENCHYMAL AND HAEMOPOETIC STEM
CELLS IN EXPERIMENTALLY DEVELOPED NEURAL TUBE DEFECTS

Zeynep Deniz SAHIN INAN
PhD Thesis, Department of Histology—Embryology
Supervisor: Prof. Dr. Serpil UNVER SARAYDIN
2015

Stem cells are a critically important cell group that play crucial roles in the
development of both nervous and other body systems during the early developmental
stages. Neural tube defects are congenital anomalies occures via not closing of the
neural tube during the neurulation process. The aim of the present study was to
determine the early and late stage localizations of selected mesenchymal and
haemopoetic stem cell markers immunohistochemically throughout the neural tube
defect formation procedure along with the determination of their role in the defect
formation mechanisms.

The constitution of neural tube defect was done by the application of 40 mg/kg
all-trans retinoic acid to pregnant rats. Following the conventional light microscopical
tissue processing techniques, tissue sections were visualized using histochemical and
immunohistochemical methods in the E10,5 and E15,5 experimental groups (D1-D2)
and in the control groups (K1-K2). Neuroepithelium, basement membrane covering of
the neuroepithelium, somits, primitive ependymal layer and plexus choroideus were
evaluated in the stained tissue sections.

While mesenchymal stem cell antibodies CD44, CD56, CD90 and CD105 were
found to be highly localized in early stages of development, CD73 localization was
found to be higher in fetal period and CD271 localization was seen unchanged
throughout all developmental stages. On the other hand, in the experimental neural tube
defect groups CD56, CD105, CD271, localizations were increased when compared to
the controls whereas CD73, CD90 localizations were decreased and CD44 localization
was decreased in the embryonal stage and increased in the fetal stage. Localizations of
haemopoetic stem cell antibodies CD14 and CD45 were found to be increased in the

control groups through the fetal period. In the experimental neural tube defect groups,
iii



while CD14 localization was more intense during the embryonal period than the
controls, their immunolocalizations was decreased in the fetal period. CD45
localization was started to increase from the embryonal period through the fetal period
when compared to the control groups.

During the neural tube defect formation process, the operation and intracellular
action mechanisms of many gene regions are affected. In the present study, expressions
of mesenchymal and haemopoetic stem cell antibodies were determined and effects of
stem cells on defect formation was also found out. Therefore findings of the present
study could give a new perspective to the future studies on the determination of neural

tube defect pathogenesis.

Key Words: Experimental neural tube defect, atRA, CD14, CD44, CD45, CD56,
CD73, CD90, CD105, CD271
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1. GIRIS

Noriilasyon ismi de verilen noral tiip olusum siireci insanda fertilizasyonun
yaklagik 17.giintinde (3.haftanin basi), farede 8. giiniinde ve ratlarda 8,5. giiniinde
gelismeye baslar (O’Rahilly ve Miiller F., 1987; Sadler T.W., 1998; Padmanabhan R.,
2006; Au K.S., ve ark 2010). Notokordun ve prekordal mezodermin ortaya ¢ikmasiyla
bu yapilarin iizerini kaplayan ekdoderm kalinlasir ve bdylece noral plak olusur. Noral
katlantilarin arasinda kalan ¢ukur, ndriilasyon siirecinin devaminda noéral olugu
meydana getirir. Noroporlarin kapanmasiyla noriilasyon tamamlanmig olur. Merkezi
sinir sistemi, beyin keseciklerinin bulundugu genis bir sefalik parga ve dar bir kaudal
parca olan spinal korddan meydana gelir (Carlson B.M., 2009). Noriilasyon
gerceklesirken, ekstraseliiler matriks elemanlari, farkli gen bdlgeleri 6nemli rol
oynarlar. Bunlar kraniokaudal eksenin organizasyonunda ve segmentasyonunda

onemlidir. Ayn1 zamanda ¢esitli gen bolgelerinin ekspresyonunu diizenlemede rol oynar

(Copp A.J., ve ark 2003 (a); Wallingford J.B., 2005; Au K.S., ve ark 2010).

Noral tlipiin kapanmamasi ile olusan anomaliler, noral tiip defektleri olarak ifade
edilmektedir. Noral tiip defekti olusumu, noral tiipiin gelismeye bagladigi andan itibaren
pek ¢ok mekanizma ve gen bolgesinin isleyis bozukluguna bagli olabilir. Noral tiip
defektlerinin olusumunda genetik ve ¢evresel faktorler etkindir (Au K.S., ve ark 2010).
Yapilan son ¢alismalarda diinya genelinde %6,42 oraninda goriildiigii belirlenmistir (Li
Z. ve ark 2006; Au K.S., 2010; Yu M. ve ark 2015). Ulkemizde ise yetersiz veriler
olmasina ragmen noral tlip defekti siklig1 yaklasik % 0.15-0.63 arasinda degismektedir
(Yesilipek M.A., ve ark 1989; Giivenc H., ve ark 1993; Tungbilek E., 2004). insanlarda
meydana gelen noral tiip defektini anlamak igin genellikle deney hayvanlarina teratojen
ajan verilerek gerekli bilgiler toplanir. Bilinen en iyi teratojen maddelerden biri retinoik
asittir (Moise A.R., ve ark 2007). Deneysel noral tiip defekti olusturmak igin kullanilan
retinoik asit embriyonun gelisimi sirasinda ¢ok onemlidir. Fazlalig1 veya azligi ciddi
defektlere neden olur (Maden M., ve ark 1996; Clagett-Dame M. ve DelLuca H.F.,
2002). Noral tiip defektleri olusurken, pek ¢cok gen bdlgesinin ¢aligmasini bozarak hiicre
i¢ci isleyis mekanizmasi etkilenmektedir. Yapilan ¢aligmalarda asirt retinoik asit
verilerek olusturulan deneysel noéral tiip defektlerinde kok hiicrelerin ¢ogalmast,
farklanmas1 ve metabolizmasi etkilenmektedir (Sulik K.K. ve Dehart D.B. 1988).

Bunun yaninda noroepitelde bulunan kok hiicrelerin aktiviteleri bozulur, embriyonun
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gelisim déoneminde aksiyal rotasyon gibi anomaliler meydana gelir (Rogers J.M., ve ark.
1985; Wei X., ve ark. 2012). Ayrica retinoik asit verilerek olusturulan deneysel noral
tiip defektlerinde vaskiiler akis bozulur, yeni damar olusum mekanizmalari etkilenerek

defekt olusumuna neden olur (Oikawa T., ve ark. 1989; Lai L., ve ark. 2003).

Kok hiicreler, uzun zaman dilimleri boyunca bdliinebilme ve kendini
yenileyebilme yeteneginde olan, Ozellesmemis, farkli hiicre tiplerine doniigebilme
yeteneginde ve hasarli dokularda dokunun islevini kazanmasini1 saglayan hiicrelerdir.
Kok hiicreler erken embriyoner dénemden itibaren embriyoda yaygin sekilde bulunur
ve ilerleyen donemlerde farklanir. (Kalyani A., ve ark. 1997; Kalyani A., ve ark 1998).
Giliniimiizde tizerinde c¢ok calisilan yetiskin kok hiicre tipleri hemopoetik kok hiicreler,
mezenkimal kok hiicreler, noral kok hiicreler, bagirsak kok hiicreleri ve endotel kok
hiicreleridir (Temple S., 2001; Can A., 2014). Arnold Caplan 1991 yilinda bu hiicre
serilerinde ‘mezenkimal kok hiicre’ ve buna benzeyen baska bir kok hiicre hatt1 olan
‘hemopoetik kok hiicre’ tanimini ortaya koyarak smiflandirma yapmistir. Kok hiicreler
hiicre yiizeylerinde bulunan CD (cluster of differentiation) tiirlerine gore siniflandirilir.
Mezenkimal kok hiicrelerin 6zgiin yiizey belirtegleri CD44, CD56, CD73, CD90,
CD105, CD271 olarak belirtilmektedir. Hemopoetik hiicrelerin  6zgiin  yiizey
belirteglerinden bazilari ise CD14 (Dominici M., ve ark 2006) ve CD45tir (Sally A. ve
Jones B., 2012).

Bu c¢alismada siganlara 40 mg/kg all-trans retinoik asit uygulanarak noral tiip
defekti olusturulmustur. Sicanlarin embriyoner donem (E10,5) ve fotal donem (E15,5)
deney (D1-D2) ve kontrol (K1-K2) gruplarina histokimyasal ve immiinohistokimyasal
yontemler uygulanmistir. Toplanan embriyolara, mezenkimal kok hiicreleri belirlemek
amaciyla CD44, CD56, CD73, CD90, CD105, CD271 ve hemopoetik kok hiicreleri
belirlemek i¢in ise CD14 ve CD45 belirtecleri uygulanmistir. Segilen mezenkimal ve
hemopoetik kok hiicre belirteclerinin normal ve noral tiip defektli gruplarda embriyoner
ve fotal donemde ne sekilde degistigini ifade eden ¢alismalar yetersizdir. Buradan
hareketle, mezenkimal ve hemopoetik kok hiicre belirteglerinden faydalanarak noral
tipiin normal gelisim ve defekt olusum siirecindeki dagilimlarimi belirlemek
amaclanmistir. Boylece, kok hiicrelerin ¢ogalma ve farklanma mekanizmalarinin tespit
edilmesi beraberinde defekt patogenezinin ortaya c¢ikarilmasinda fayda saglayacagi

diistiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Noral Tiip Gelisimi

Noral tiip, beyinden baglayip, omuriligi de igine alacak sekilde asagi dogru uzanan
yapidir. Bu yapi, fertilizasyonun yaklagik 17.gliniinde (3.haftanin basi) gelismeye
baslar (Sadler T.W.,1998; Padmanabhan R., 2006; Au K.S., ve ark 2010). Bu haftanin
basinda ektodermal germ yapragi sefalik bolgede genis, kaudalde daha dar yass1 bir disk
bi¢cimindedir. Notokordun ve prekordal mezodermin ortaya ¢ikmasiyla bu yapilarin
tizerini kaplayan ektoderm kalinlasir ve bdylece ndral plak olusur. Noral plak
olusumunda, ektoderm kaynakli E-kaderin ve noral plak kaynaklit N-CAM gibi hiicre
adezyon molekiillerinin ekspresyonu énemlidir (Sekil 1-2) (Carlson B.M., 2009; Au
K.S., ve ark 2010).

6n beyin noral plagi

noral oluk

noral katianty

1. oksipital somit

noral Gizgl 20 giinkik embriyo
(dorsal)

noral plak
noral oluk

noral katiant!

birlegmis noral katiantilar

1. servikal somit

kaudal néropor

r
e 4 N>

21 ginliik embriyo A4V

(dorsal) 1o

Sekil 1.Norulasyon, 20. ve 21.giinde noral tiip olusumunun sematize edilmis goriintiisii
(Cochard L.R., 2002).


http://tr.wikipedia.org/wiki/Beyin
http://tr.wikipedia.org/wiki/Omurilik

Vertebral1 gelisimsel embriyolojisini, insan ve diger tiirlerle karsilastirmak
amacityla, 23 agsamayla standardize edilen ve Carnegie evreleri adi verilen kronolojik
tablodan yararlanilmaktadir. ilk olarak 1942’de Streeter daha sonra ise O’Rahilly ve
Miiller’in 1987°de yaptiklar1 ¢aligmalarla, Washington Carnegie Enstitiisii’nde biraraya
getirildigi i¢in aymi adli enstitiiniin ismini almistir. Bu asamalar, Cizelge 1’de
Ozetlenmistir. Carnegie asamalarina gore, si¢an ve farelerde noriilasyon yaklasik olarak
7,5. glinde baglar 11,5. giinde sonlanir (Streeter G.L., 1942; O’Rahilly R. ve Miiller F.,
1986).



Cizelge 1. Carnegie asamalar1 (O’Rahilly R. ve Miiller F., 1986)

Insan glinler 1 2-3 4-55-6 12 15 17 19 20 22 24 28 30 33 36 40 42 44 48 52 54 55 58
Fare ginler 1 2 3 4 5 6 7 8 9.0 95 EI10 105 11 115 12 125 13 135 E14 145 15 155 16
Sican glinler 1 35 455 6 75 85 9 105 11 115 12 125 13 135 14 145 15 155 16 165 17 175
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http://embryology.med.unsw.edu.au/embryology/index.php?title=Category:Mouse_E12.5
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200 micron

Sekil 2. Noral tiip kapanma siireci SEM mikroskop goriintiisii. A) Carnegie satha 9
olarak ifade edilen goriintii ratlarda 10,5.giine karsilik gelmektedir. Noral tiipiin
kapanmaya basladigi, kranial ve kaudal néroporlarin acik oldugu izlenmektedir B)
Carnegie safha 10 olarak ifade edilen goriintii, ratlarda 11.giine karsilik gelmektedir.
Noral tiip kapanmaya baslamis ancak kranial ve kaudal noroporlar agiktir. C) Carnegie
safha 11 olarak ifade edilen goriintii, ratlarda 11,5.giine karsilik gelmektedir. Noral tiip
dorsalde kapanmis, embriyo kivrilmaya baslamis, kranial noropor kapanmis ancak
kaudal néropor tam olarak kapanmamustir.

(http://php.med.unsw.edu.au/embryology/index.php?title=Carnegie_stage_9-10-11).

Ekstraseliiler matriks, 6zellikle noral katlantilar olusurken siirecin devami i¢in
onemlidir. Matrikste noral tiipiin olusumu i¢in gerekli sinyallerde meydana gelen
bozukluklarin anensefali, spina bifida gibi noral tiip defektlerine neden oldugu
bildirilmistir. (Morris-Kay G.M., 1982).

Baglangicta matriks hiyaliironik asit¢e zenginken, ilerleyen dénemde kondroitin
stilfat ve diger maddeler artmaya baslar. Plagin hiicreleri ndroektodermi olusturur ve bu
hiicrelerin indiiksiyonu nériilasyon siirecinin baslangicini temsil eder (Carlson B.M.,
2009).

Noral katlantilarin arasinda kalan ¢ukur, ndériilasyon siirecinin devaminda noral
olugu meydana getirir. Noral katlantilar zamanla orta hat boyunca birbirlerine dogru
yaklagip kaynasirlar. Kaynasma sirasinda burada bulunan hiicrelerin sekli alcak
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kiibikten ¢ok katli yassiya dogru degisir (Wallingford J.B, 2005). Bu sirada SHH ve
WNT sinyalleri ile diizlemsel hiicre kutuplasmasi (planar cell polarity, PCP) ad1 verilen
bir mekanizma ile kaynasma sirasindaki hiicre sekilleri degisir (Copp A.J., ve ark 2003).

Vertebralilarda noral tiip olusumunda rol oynayan pek cok gen bolgesi
bulunmaktadir (Wallingford J.B., 2005; Au K.S., ve ark 2010). Bu gen bolgelerinden
biri transforming biiyiime faktori B dir (TGF-f). TGF-f ailesinin {iyelerinden biri olan
kemik morfogenetik protein 4 (BMP-4), ektoderm ve endodermin ventralizasyonundan
sorumludur. Ektoderm ve endoderm ventralizasyonu sirasinda, BMP-4 aktivitesi bloke
edilir ve fibroblast biiyiime faktorii (FGF) aktive olur. FGF sinyalinin aktive olmasi
noral plagin olusumunu baslatir ve bu sinyal bir yandan da BMP transkripsiyonunu
baskilayan chordin ve noggin ekspresyonunu artirir. Gastrulasyon déneminde, BMP-4
sinyaliyle ektoderm epidermise, mezoderm ise paraksiyal mezoderme doniisiir. BMP;
noggin, chordin ve follistatin gibi molekiillerin salgilanmasiyla baskilandigindan,
ektodermden sinir dokusu sekillenmeye baslar. Noggin, chordin, follistatin primitif
diiglim, notokord ve prekordal mezodermde mevcuttur. Bu proteinler ektodermi
notralize eder, mezodermin de dorsalizasyonunu saglar (notokord ve paraksiyal
mezoderme doniistiiriir). Ancak bu proteinler sadece on beyin ve orta beyin gibi
dokular etkileyebilirler. Arka beyin ve spinal kord gibi kaudal yapilarin gelisimi WNT
ve FGF gibi proteinlerin salinmasiyla baslar ve bu iki proteinin uyardigi bazi gen
bolgeleriyle beraber ndral tiipiin segmentasyonu gergeklesir. Bunlara ek olarak
kraniokaudal eksenin organizasyonunda ve segmentasyonunda retinoik asitin (RA)
kritik bir rolii vardir. RA ayn1 zamanda homeobox genlerinin (HOX, PAX, SLUG gibi)

ekspresyonunu diizenler (Sekil 3, 4).



Posterior

Sekil 3. Erken embriyoner donemde sinyal bolgelerinin sematik gosterimi. A) Anterior
viseral endodermden (sar1), prekordal plak (kirmizi), notokord (turuncu) ve noral tiipten
FGF8 (yesil ok) sinyalleri araciligr ile Otx-2 gelecekte 6n ve orta beyin bolgelerini
olusturmak {izere, Gbx-2 ise orta beyin bdlgesini olusturmak tizere eksprese edilir. B)
Gelisimin devaminda FGF-8 (yesil oklar) ve Wnt-1 (sar1) sinyalleri ile En-1 ve En-2
(Engrailed 1,2) (mavi) azalan miktarda salinarak istmik bdlge organizasyonu sekillenir.
Diger organizer alan anterior ndral sirttir. Buradan salinan Sonic Hedgehog (SHH)
(kirmiz1) ve FGF-8 (yesil) alanlarla noral tiipten salinan SHH ile zona limitans ve

ventral boliim sekillenir (Carlson B.M., 2009).

Fardlanmamiy neeal kok h

=
- Retinolk ast

Sekil 4. Erken embriyoner donemde noral tiipiin uzamasi. Presomit paraksiyal
mezodermden FGF-8 salinimiyla hiicreler daha posterior alandan proliferasyona devam
eder, yeni olusan somitlerden retinoik asit salinarak ndronal farklanmay1 uyarir (Carlson
B.M., 2009).

Yapilan son ¢alismalara gore ndral tiipin kapanmasi embriyonun dorsal siniri

boyunca birkag bolgede olabilir (O’Rahilly R. ve Miiller F., 2002; Copp A.J., 2005;
8



Padmanabhan R., 2006). Kaynasma servikal bolgede besinci somit hizasindan baslar,
kranial ve kaudal yonlerde devam eder. Sonucta noral tiip olusur (Sekil 2). Bu durum
tirlere gore degiskenlik gostermektedir. O’Rahilly ve Miiller’in 2002 yilinda yaptigi
calismaya gore insan embriyolarinda iki bolgeden, yaklasik 25. giinde kranial noéropor,
27. giinde kaudal néropor kapanir. Buna karsilik fare ve ratlarda 3 bolgede kapanma
gerceklesmektedir (Sekil 5-6) (Copp A.J., 2005; Padmanabhan R., 2006).

Noroporlarin kapanmasiyla ndriilasyon tamamlanmis olur. Bu asamadan sonra
merkezi sinir sistemi beyin keseciklerinin bulundugu genis bir sefalik par¢a ve dar bir

kaudal parca olan spinal korddan ibarettir (Carlson B.M., 2009).

Sekil 5. Fare (10. giin), insan (35. giin) de noriilasyon. A) Fare embriyosunda 3 temel
kapanma bélgesi oldugu goriilmektedir. B) Insan embriyosunda 1 ve 3 numaralarla
gosterilen iki kapanma bolgesi goriilmektedir (Van Straaten HW.M. Copp A.J. 2001;
Padmanabhan R., 2006).
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giiniinde 6-7 somitlik evrede orta beyin/servikal sinirda 1. kapanma bélgesi, 6n beyin ile
orta beyin siirinda 2. kapanma bolgesi ve 6n beyin bolgesinde ise 3. kapanma bolgesi
bulunmaktadir. 2. ve 3. kapanma bolgeleri birlestiginde anterior veya rostral bolim
tamamlanmis olur. Daha sonra 2. ve 1., en sonunda da 1. kapanma bolgeleri ile

birleserek kaudalde 36 saat iginde kapanma tamamlanir (Copp A.J., ve ark 2003 (b)).

Noriilasyon siirecinde ve noral tiip olusumunda bazi temel olaylar etkin rol oynar
(Copp A.J., 2005). Bu olaylar1 asagidaki gibi dzetleyebiliriz;

1) Aktin Mikrofilamanlar: Aktin mikrofilamanlar kapanma bdlgesi hiicrelerinde
biikiilerek ndral tliplin kapanmasint saglar (Wallingford J.B., 2005). Yapilan bazi
calismalarda noral tiipte bulunan hiicrelerin sitoiskelet yapisinda (6zellikle aktin
mikrofilaman) bozulmayla beraber noral tiip defektine yol agtigi rapor edilmistir
(Smedley M.J.ve Stanisstreet M., 1986). Aktin molekiilii ile ilgili shroaom, mena, rho
GAP gibi bircok gen bolgesinin etkin oldugu bulunmustur. Bu gen boélgelerinde
meydana gelebilecek bozuklugun, aktin molekiiliiniin yapisinin bozulmasina neden

olacagi ifade edilmektedir (Wallingford J.B., 2005) (Sekil 7- 8).
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Sekil 7. Noroepitelde bulunan hiicrelerin sitoplazmasinda bulunan kasilabilir

elemanlarin kapanmaya etkisi gosterilmistir. A ve B’de apikal yiizeyde bulunan
kasilabilir elemanlarin biiziilmeyle, C’de ise hiicrenin boyuna uzanan kasilabilir
elemanlarin kapanmaya etkisi gosterilmektedir (Wallingford J.B., 2005).

2) Noral Krista Hiicreleri ve Gocii: Noral katlantilar birbirlerine dogru
yaklasirken, noroektodermin lateral sinir1 veya sirtinda yer alan hiicreler komsularindan
uzaklagsmaya baglarlar. Noral krista olarak bilinen bu hiicreler aktif gogcle
noroektodermden ayrilip altlarindaki mezodermin i¢ine dogru go¢ ederlerken epitelyal
ozelliklerini kaybederek mezenkimal hiicrelere doniisiirler. Noroektoderm govdesinde
bulunan bu hiicreler, kapanmanin ardindan iki yoldan birini izleyerek go¢ ederler;

e Dermis i¢inden gegen dorsal yolu izleyerek ektoderme bazal lamina
icinden geger ve deri ve kil follikiillerindeki melanositleri olustururlar.

o Her somitin oniinden gecerek ventral yolu izlerler, bdylece duyu
gangliyonlarini, sempatik ve enterik noéronlari, Schwan hiicrelerini ve adrenal medulla
hiicrelerini olustururlar.

Noral krista hiicreleri ayn1 zamanda, noral tiip kapanmadan once kranial noral
katlantilardan da go¢ ederler. Bu hiicreler bas ve yiiz kemiklerinin kranial gangliyon
noronlarinin, glial hiicrelerin, melanositlerin ve diger hiicre tiplerinin olusumuna

katilirlar. Noral krista hiicreleri noral plakla yiizey ektodermi (epidermis) sinirinda
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gerceklesecek karsilikli bir etkilesim olmadan harekete gegemezler. Noggin ve chordin,
BMP diizeyini kontrol ederler. Orta diizeydeki BMP konsantrasyonu FGF ve WNT
proteinleriyle birlikte PAX3 ve diger transkripsiyon faktorlerini harekete gegirerek noral
plagim smiri belirler. Buna karsilik ayni faktorler noral krista hiicrelerine kimligini
veren FOXD3, noral krista hiicrelerinin ektodermden ayrilmasini saglayan SLUG gibi
ikinci dalga transkripsiyon faktorlerini harekete gegcirir. Tiim ektoderm tabakasinin
diizenlenimi BMP’ye baglidir. BMP ayni zamanda noéral krista hiicrelerinin gog¢iinii,
¢ogalmasini ve farklanmasini diizenlemektedir (Sadler T.W., 2006).

Beyin ve omurga gelisimiyle ilgili noral krista hiicreleri farkli 6zelliklere sahiptir.
Orta ve arka beyinde noral krista kok hiicreleri noral katlantinin tepesinden ayrilmaya
baglar ve noral tiiplin kapanma bdolgesine go¢ eder (Morriss-Kay G. ve Tan S.S., 1987).
Buna zit olarak spinal alanda noéral krista hiicreleri, noral tiipiin kapanmasindan saatler
sonra go¢ etmeye baslarlar. Kranial noral krista hiicrelerinin nasil go¢ ettigi, noral
katlantilarin dorsolateral kisimlarini nasil sekillendirdigi tam olarak anlagilamamustir
(Erickson C.A. ve Weston J.A., 1983). Yapilan aragtirmalarda, 6zelikle kranial alanda
noral tiip kapanmasinin O6nemli oldugu, Cited2, Pax3 (splotch), twist genlerinin
kapanmay1 kontrol ettigi ortaya konmustur (Sekil 8). Calismalarda farede bu gen
bolgelerinin kapatilmasi kranial noral krista hiicre defekti ve anensefaliye neden
olmustur (Copp A.J., ve ark 2003 (b)). Kranial bolgede, noral krista hiicrelerinin
yolundan saparak noral krista hiicre yogunlugunda da azalmaya neden olmasi ve
noroepitelin mekanik esnekliginin azalmasiyla iligkili oldugu diisiiniilmektedir (Copp
AlJ., 2005).

3) Hiicre Cogalmasi ve Farklanmasindaki Denge: Noriilasyonda hiicreler
proliferatiftir. Noriilasyon tamamlandiktan sonra farklanma siirecine girerler. Notch
sinyallerinin bu doniisiimde énemli oldugu ortaya konmustur. Bunun yan1 sira, RBP-JK,
Hes 1 ve Nmb gibi gen bolgelerinin farklanmada 6nemi belirlenmistir (Zhong W.M., ve
ark 2000). Hiicre farklanmasi erken donemde olursa, noral tiipiin mekanik olarak
biikiilmesi engellenmis olur. Boylece defektlere yol agar. Yapilan bir ¢alismada, asiri
Notch3 ekspresyonunun, asiri hiicre ¢ogalmasina yol acarak kranial noral tiip defektine
neden oldugu gosterilmistir (Lardelli M., ve ark 1996).

4) Noroepitelde Apopitoz: Noroepitelde 6len hiicrelerin varliginin apopitoz ile
iliskili oldugu belirlenmistir (Lawson A. ve ark 1999). Apaf-1, Casp9, p53 gibi baz1 gen

bolgeleri kapatildiginda apopitozun engellendigi ve eksensefali olustugu goriilmiistiir.
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Buna karsilik Ap-2, apoB, bcl10, mdm4 gibi gen bolgeleri kapatildiginda kranialde,
noral katlanti bolgesinde apopitotik hiicrelerin arttig1 belirlenmistir. Apopitotik
hiicrelerin artmasi ya da azalmasi durumu ensefalosele yol agmaktadir (Harris B.S., ve
ark 1997).

Apopitotik hiicreler, kranial bolgede, noral katlantilarin dorsolateralinde ve
tepesinde yer alir. Dorsolateral bolgedeki hiicre 6liimii, noral krista hiicrelerinin gocii ile
iliskilidir. Bu iligki noral katlantilarin bikonveksten bikonkava doniisiimiine izin verir.
Noral katlantidaki apopitozdan sonra hiicreler arasi baglantilar kurulur ve yapisma

gerceklesir (Sekil 8) (Weil M., ve ark 1997).

apopitoti hicraler Noral knsta
D qocu
Apall, caspase 9~ 0_3:’,:,,1:'3 Pax3,

bel10, TulpT \ noitalan Ul Connexind3,
,\"‘ : “.\. \. Chod?2, Twist

R
$ /i
‘ " f .‘.' ('Y

ndroeptel cojaima

apdkea! aktin mukroflamaniann

RBP.-Jk, Hog1, Numb A EFVR
kontrakssyonu

Shroom, vinculin,
MARCKS, mena, profilin

Sekil 8. Noral tlipiin kapanmasinda apopitotik hiicrelerin, noral krista hiicrelerinin,
noroepitel hiicrelerinin, aktin filamanlarin gorevi ve bunlarla iliskili molekiiller

Ozetlenmistir (Copp A.J., ve ark 2003 (a, b)).

Noral tip kapandiktan sonra ileri farklanma igin ektoderm, endoderm ve
mezodermin ¢esitli yapilara doniismesi gerekmektedir. Baslangicta diiz ve yassi olan
embriyonik disk, organ sistemlerin olusumu ve merkezi sinir sisteminin hizla
biiyiimesiyle sefalokaudal yonde hizla kivrilir. Boylece bas ve kuyruk katlantilar
olusur. Bu kivrilma gergeklesirken, embriyonun transvers yonde de (lateral katlantilar)
katlanmasiyla embriyonun bedeni kabaca silindirik bir gériiniim alir (Carlson B.M.,

2009).
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2.2. Noral Tiip Defektleri

Embriyo sekillenirken pek ¢ok mekanizma rol oynamaktadir. Noral tlipiin kapanmamasi
ile olusan anomaliler noral tiip defektleri olarak ifade edilmektedir. Noral tiip defekti
olusumu noral tiipiin gelismeye basladig1 andan itibaren pek ¢ok mekanizma ve gen
bolgesinin isleyis bozukluguna bagli olabilir. Noral tipiin kranial bolgede
kapanamamasi durumunda beynin énemli b6liimii olusamaz. Bu tip defekte anensefali,
tiiplin kaudalinde bir yerde kapanamamasi sonucunda olusan defekte spina bifida denir.
Spina bifidanin en sik goriildigli alanin lumbosakral bolge olmasi bu bolgedeki
kapanma siirecinin genetik ve/veya cevresel faktorlere karst en duyarl bolge oldugunu

gosterir.
2.2.1. Noral Tiip Defektlerinin Cesitleri

Temelde anensefali ve spina bifida olmak iizere iki ¢esit ndral tiip defekti tanimlansa da

cok sayida alt tipi bulunmaktadir (Au K.S., ve ark 2010) (Sekil 9).
2.2.1.1. Anensefali ve eksensefali

Beyin bolgesini olusturacak olan noral katlantilarin agik kalmasi, kranial noral tiipiin
kapanmamasi, beyin dokusunun dis ortamla temas halinde olmasi ile olusan defekttir
(Sekil 9, 1a). Biiyiime ve farklanma siirecinin devaminda noroepitel, gelisen beyin
bolgesinde disariya dogru ¢ikinti yapmus sekilde goriiliir (Sekil 9, 1b). Anensefali noral
tip defektlerinin en sik goriileni (1/1000) ve en agir tipidir. Genellikle oldiiriictidiir
(%80). Kizlarda daha sik goriliir (kiz/erkek 4/1dir). Anensefali olarak adlandirilan
defektte kemik doku olugsmamistir. Kraniumun olusmamasina akrani veya eksensefali
denir. Noral dokular ise dejenerasyon nedeniyle gelismemistir (Sekil 9, 1c). Insanda
anensefali beynin rostral bolgesinde (meroacrania), posterior bolgesinde (holoacrania)
olmak ftizere alt gruplara ayrilabilir (Seller M.J., 1995). Farelerde benzer sekilde 6n
beyin, orta beyin, arka beyin ve bu alanlara bagli bolgeler etkilenir (Copp A.J.
ve Greene N.D., 2013).

2.2.1.1.a. Ensefalosel

Kranial noral tiipiin kapanmasindaki bozukluktur. En az goriilen noral tiip defektidir.

Kranial mezodermden kaynaklanir. Kafatasi oksipital ve paryetal kisimlar1 veya

frontomedial alan1 ekstrakranial igerigin meninsklerden fitiklasmasina yol agacak

sekilde agik kalir. Bazi siddetli durumlarda, beyin dokusu da fitiklasir. Beyin dokusuna
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yapilacak patolojik incelemelerde morfolojinin normal oldugu ortaya ¢ikar (Harding
B.N., ve Copp A.J., 2008).

Son yillarda yapilan bir ¢alismada ensefalosel ile Meckel-Gruber sendromu
arasinda bir iligki bulunmustur. Meckel-Gruber sendromunda, primer silya yapist ve
islevinde anahtar rol oynayan gen bdlgelerinde bozulmalar goriilmiistiir. Bu durum
siliyopati olarak ifade edilir. Insanda pek ¢ok hastaligm ortaya ¢ikmasinin yani sira
siliyopati, noral tiip defektlerine de neden olmaktadir. Siliyopatinin olusumunu saglayan
gen bolgelerinin, noriilasyon siirecine zarar vermesiyle ensefalosel olustugu sdylenebilir
(Logan C.V., ve ark 2010). Spinal meningosel ensefalosel olusumundan sorumludur ve
tamamen meningeal dokular1 da iceren iskelet acikligi (vertebral kolonda)
fittkklagsmasidir. Meningoselin etyolojisi ve patogenezi ensefaloselden daha az bilinir.

Hayvan modelleri bu defektin anlasilmasinda avantaj saglar (Logan C.V., ve ark 2010).
2.2.1.1.b. Iniensefali

Nadir goriilen bir defekttir. Servikal ve iist torakal omurgada aciklik vardir. Bifid noral
arklar, iskeletin geriye dogru biikiilmesi ve ekstremitelerin kisa olmas1 karakteristiktir.
Oksipital ensefalosel ile birlikte goriiliir. Bu hastaligin noriilasyon sirasinda mi1 yoksa
sonradan servikal iskelet olusum siirecinde mi ortaya ¢ikti§ina karar vermek i¢in ¢ok az

bulgu vardir (Erdingler P., ve ark 1998).
2.2.1.2. Spina Bifida
2.2.1.2.a. Kraniyorasisiz

Kranial ve spinal néral tiipiin ayr1 ayr1 lezyonlaridir. Noral tiip defektlerinin yaklagik
%10 una karsilik gelir. Orta beyinden alt spinal bdlgeye kadar kalan acik noral tiipii
ifade eder. Kisa rostrokaudal viicut plani en tipik goriintiisiidiir. Diizlemsel hiicre
kutuplasmas1 (Planar cell polarity, PCP) ile ilgili sinyaller yoluyla olusan bu
morfogenik olaylar, 6zellikle kraniyorasisiz olarak tanimlanir (Copp A.J. ve Greene
N.D., 2013)

2.2.1.2.b. Miyelomeningosel (Spina Bifida; Spina Bifida Aperta)

Spinal noériilasyon viicut ekseni boyunca ciddi hasara ugrarsa spina bifida adi verilen
defektle sonuglanir. Morfolojik goriinimii Sekil 9, 1d-f’deki gibidir. Spina bifida
okkiilta, noral dokularin veya vertebral patolojilerin agikta olmadigi bir durumdur,

burada spinal kanalda bir genisleme diginda bulgu goriilmeyebilir.
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Spina bifida aperta veya sistika ise; noral dokularin ve meninkslerin bir keseyle
cevrili olmasiyla olusan temel sekildir. Meningosel ve meningomyelosel ultrasound
bulgularinda ayirt edilmez ancak meningoselde ndral doku direkt amnion sivi ile
iligkilidir. Noral dokular meningeal kese i¢indeyse miyelomeningosel tanimi kullanilir.
Normal embriyolarda, kapanan noral tiipiin ¢evresinde kikirdak ve kemik
farklanmasinin altinda vertebral arklar, aksiyal mezodermin sklerotomal bilesenlerinden
gelisir. Noral katlantilar agik kaldiginda sklerotom, ndroepiteli karsilayamaz duruma
gelir ve iki esit pargadan olusan (bifid) yap1 ortaya ¢ikar (Copp A.J. ve Greene N.D,.
2013).

Kranlyal norulasyon

Eksensefali Anensefali

Spinal nérilasyon Erken spina bifida Myelo(meningojsel

Sekil 9. Fare embriyosunda a-c: agik kranial defektler, d-f: spinal bolgede noral tiip
defektleri (Copp A.J. ve Greene N.D., 2013).
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2.2.2. Noral Tiip Defektlerinin Etyolojisi

Yillardir detayli epidemiyolojik ve deneysel caligsmalar yapiliyor olmasina ragmen noral
tip defektlerinin tam olarak etyolojisi anlagilamamigtir. Noral tiip defektlerinin
gelisiminde genetik faktorlerin yani1 sira cevresel faktorlerin de etkili oldugu
bilinmektedir (Au K.S., ve ark 2010). Noral tiip defektlerini etyolojik agidan izole
gelisimsel noral tiip defekti ve multifaktoriyel noral tip defekti olmak iizere iki grupta

inceleyebiliriz.

2.2.2.1. izole gelisimsel noral tiip defekti

Izole néral tiip defektlerin multifaktoriyel etyolojiye sahip oldugu bilinmektedir.
Multifaktoriyel kalitim ile gegen hastaliklar, tiim genetik bozukluklar i¢inde toplumda
insidansi ve prevalansi en yiiksek olan grubu olusturur. Multifaktoryel kalitim ile gegen
hastaliklarin iki ya da daha ¢ok sayida mutant gen ve cevresel faktorlerin birlikte
etkilesimi sonucu ortaya c¢iktigi dislinlilmektedir. Cocuklarda konjenital kalp
anomalileri, konjenital kalga ¢ikigi, pilor stenozu, yarik damak-dudak gibi sik goriilen
izole konjenital malformasyonlar, eriskinlerde ise iskemik kalp hastaliklari, sizofreni,

alerjik hastaliklar, hipertansiyon multifaktoryel kalitim ile gegen bozukluklara drnektir.
2.2.2.1.a. Cevresel faktorler

Noral tiip defekti, cografi bolgeye, ebeveynin sosyoekonomik durumuna (egitim
durumu, yast, beslenmesi, kullandig1 ilaclar gibi), mevsimsel degisikliklere gore farkl
insidans gosterir. Bu durum etyolojik acidan ndral tiip defektinin ¢evresel faktorlerden
etkilendigini gdsterir. Sosyoekonomik diizeyi diisiik olan ve evsiz gebelerde noral tiip
defekti insidansinin yiiksek olmasi gebelerin daha yetersiz beslenmelerine
baglanmaktadir (Farley T.F., ve ark 2002; Meyer R.E., ve Siega-Riz A.M., 2002).

Son yillarda yapilan bir ¢aligmada Kaliforniya’da yasayan diisiik egitim durumlu
gebelerin, yiiksek egitim durumlu olan gebelerden daha fazla noral tiip defektli bebek
diinyaya getirdigi bildirilmistir (Grewal J., ve ark 2008). Bu bulgular annelerin egitim
durumu ile gebelik doneminde haberdar olduklar1 koruyucu 6nlemlerden biri olan folik
asit kullanimiyla ilgili olabilecegi ve bdylece ndral tiip defektinin daha az goriilmesinin
nedeni olacag disiiniilmiistiir (Brough L., ve ark 2009).

Noral tiip defekti ile ilgili risk faktorleri arastirildiginda, anomali sikliginda

annenin yaginin etkili oldugu, 19 yasindan az, 40 yasin iizererindeki gebeliklerde noral
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tiip defekti riskinin arttig1 belirlenmistir (Vieira A.R. ve Taucher S.C., 2005). Gebelik
yast kadar potansiyel risk olusturan diger durum da gebeligin planlanmasidir. Planh
gebeliklerde noral tiip defekti riski daha azdir (Vieira A.R., 2003).

Cografik farkliliklar ve etnik kimlik noral tip defektlerini etkilemektedir.
Amerika’da 2003-2005 yillar1 arasinda yapilan ¢alismalarda, noral tiip defektli dogum
oraninin beyazlarda yaklasik 1000 dogumda 2 iken, Ispanyollarda 1.96, siyah 1rkta ise
1.74 olarak belirlenmistir (Boulet S.L., ve ark 2009). Noral tiip defekti goriilme sikligi
Kuzey Afrika zencilerinde her 1000 dogumda 1.99 iken bu oran 1000 dogumda 1.74
olan Amerika zencilerinden fazladir (Njamnshi A.K., ve ark 2008).

Yapilan c¢alismalarda calisan gebe bireylerin calisma kosullar1 igerisinde
kimyasallara maruz kalanlarla noral tiip defekti arasinda baglanti oldugu goézlenmistir
(Brender J.D. ve Suarez L., 1990). Kaliforniya’da 2002 yilinda yayinlanan bir
calismada, 1989-1991 yillarin1 kapsayan donemde, 538 noral tiip defektli olgu rapor
edilmistir. Bu kisilerin gebelik déneminde temizlikgilik, ¢iftgilik gibi kimyasallarla
kars1 karsiya kalinan mesleklerde ¢alistiklari belirtilmistir (Shaw G.M., ve ark 2002).

2.2.2.1.b. Tla¢ kullanim ve néral tiip defekti

Gebelikte maternal folik asit eksikligi noral tiip defekti riskini artirir. Folik asit alim
noral tiip defekti ile iliskili 6nemli bir etyolojik faktordiir. Amerika, Hollanda, Norveg,
Macaristan, Avustralya gibi c¢esitli {ilkelerde yapilan caligmalar giinde 400 pg folik
asitin gebelik dncesi donemde kullanilmaya baslandiginda noral tiip defektini azalttig
gosterilmistir (Cosar E., ve ark 2009). Annenin hamilelik doneminde aldig: ilaglar folik
asit diizeyini olumsuz yonde etkileyerek noral tiip defektine neden olur. Folik asit
antagonistleri (metotreksate, trimetreksate, trimethoprim) basta olmak tizere (Matok 1.,
ve ark 2009) antimalaryal ilaglar, antibakteriyal ilaglar (Crider K.S., ve ark 2009),
antikonviilzanlar (fenitonin, valpronik asit, karbamazepin), psikiyatrik ilaclar
(fenotiazin, trisiklik antidepresanlar) antiasitler, safra asidi baglayicilari, eritropoetinler,
nonsteroid antiinflamatuar ilaglar gibi bir¢ok ilacin noéral tiip defektinde etkili oldugu
bildirilmistir (Hernandez-Diaz S., ve ark 2001). Ozellikle néral tiip gelisimi sirasinda
annenin bu ilaclar1 kullanmasinin fetiiste noral tiip defekti riskini artirdigir gézlenmistir
(Schultz A.W., 1999). Ilaclar yaninda gebelikte kafein alimi ile ilgili de ¢alismalar
yapilmis, gebelikte yogun miktarda kafein alimimin 6zellikle spina bifida gibi noral tiip

defektine yol ag¢tig1 belirlenmistir (Schmidt R.J., ve ark 2009).
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2.2.2.1.c. Hiperemi ve noral tiip defekti

Viicut sicakhiginin 41 °C veya daha yiiksek bir degere ulasmasiyla termoregiilator
mekanizmalarin bozulmasina hipertermi denilmektedir. Artmis viicut 1sis1, hiicrelerin
¢ogalmasini, gociinii, farklanmasini ve apopitozunu etkiler. Gebelerin ilk ii¢ ayinda
(sinir sistemi gelisimi sirasinda) influenza gibi enfeksiyonlardan dolay1 hipertermi veya
fizyolojik olmayan yiiksek sicakliga maruz kalmalart durumunda noral tiip defektleri
izlenmistir (Frey L. ve Hauser W.A., 2003). Yapilan bir ¢alismada yiiksek 1siya maruz
kalmis gebe kadinlar, yliksek 1siya maruz kalmayanlara oranla {i¢ kat fazla noral tiip

defekti riskine sahip oldugu vurgulanmigtir (Moretti M.E., ve ark 2005).
2.2.2.1.d. Diabetes mellitus ve noral tiip defekti

Calismalarda insiiline bagli diyabetli annelerin, diyabet olmayanlara oranla 15 kat fazla
anensefali ve spina bifida riski olusturdugu belirtilmistir. Noral tiip defekti olugsmamasi
icin, kan glikoz diizeyinin ayarlanmasi ve gebelige boyle baslanmasi konusunda

calismalar yapilmistir (Frey L. ve Hauser W.A., 2003).
2.2.2.1.e. Obezite ve noral tiip defekti

Giliniimiize kadar yapilan galismalarda gebelerin kilosu ile noral tiip defektli bebek
sahibi olma riski arasinda bir iliski oldugu belirlenmistir. Noral tiip defektli bebek sahibi
olma riskinin 50-59 kg arasindaki kadinlara kiyasla 80-89 kg agirligindaki kadinlarda
iki kat, 110 kg tstii kadinlarda 4 kat arttig1 saptanmistir (Rasmussen S.A., ve Sterling
B.S., 2008).

2.2.2.2. Multiple noral tiip defekti (spesifik bir etyolojiye bagh ve genelde baska

malformasyonlarla birlikte goriilenler)

Noral tiip defektinin kiiciik bir grubu ise, kromozom anomalileri ya da tek gen
defektlerinden (trizomi 9, 13 ve 18) kaynaklanmakta ve Meckel’s sendromu gibi
spesifik sendromlara eslik etmektedir (Trinkle B.M., ve ark 1997; Padmanabhan R.,
2006).

2.2.3. Noral Tiip Defekti Epidemiyolojisi Ve Insidans:

Noral tiip defektinin epidemiyolojisinin degisik iilkelerde, farkli cografi bolgelerde ve
farklr irklarda degisik oldugu bildirilmistir. Diinya genelinde ortaya konan calismalara
gore noral tiip defekti siklig1 %0.057 ile %1.387 arasinda bulunmustur (Au K.S. ve ark.,
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2010; Li Z. ve ark 2006). Diinyada insidansin en yiiksek oldugu bolgeler, Cin’in kuzey
bolgesi %1,387 (Li Z., ve ark 2006), Hindistan %0.65-0.821 (Cherian A., ve ark 2005)
olarak dikkati ¢ekmistir. Komsularimizdan iran’da %0.287 (Golalipour M.J., ve ark
2007), Yunanistan’da %0.145 olarak verilmistir (Lekea V., ve ark 1988).

Amerika Birlesik Devletleri’nde beyazlar arasinda %0.148, siyahlarda %0.087
(Stevenson R.E., ve ark 2000), Birlesik Arap Emirlikleri’nde %0.123 (Samson G.R.,
2003), Avustralya yerlilerinde 2.56, Avustralya’ya sonradan yerlesen gégmenlerde 1.29
olarak bulunmustur. Avustralya yerlilerinde gégmenlere gore iki kat daha fazla noral
tiip defekti goriilmesi yerlilerin gebelik 6ncesi donemde folik asit destegine ve folik
asitle takviye edilmis yiyeceklere daha az ulasmalarina baglanmistir (Bower C., ve ark
2004).

Diger Avrupa iilkelerine gore noral tiip defekti siklig1 ¢ok yiiksek olan Ingiltere
ve Kuzey Iirlanda’da 1980 lerde %0.45 olan ndral tiip defekti sikligi yillar iginde
azalmig, 2000 yilinda %1’e yakin olarak bulunmustur (Busby A., ve ark 2005). En
diisiik noral tiip defekti sikligi bildirilen iilke %0.058 ile Isvigre olmustur (Nikkila A.,
ve ark 2006). Diinyanin gesitli bolgelerindeki noral tiip defekti sikligi Sekil 10°da
verilmistir (Botto L.D., ve ark 1999).

Ulkemiz saglik kayit sisteminin iyi olmamasi nedeni ile pek ¢ok degisken gibi
cesitli dogumsal bozukluklarin siklig1 ile ilgili bilgiler sinirhidir. Tiirkiye’de yapilan
calismalarin sonuglarma gore, noral tip defekti sikligi %0.15-0.63 arasinda
degismektedir (Yesilipek M.A., ve ark 1989; Gilivenc H., ve ark 1993; Tungbilek E.,
2004). Himmetoglu ve arkadaglarinin 1996°da yaptigi insidans g¢alismasinda, Tiirk
popiilasyonunda ndral tiip defekti insidans1 %0.27 olarak bulunmustur. Bunlardan en sik
spina bifidaya, 2. olarak anensefaliye rastlanmustir. Ulkemizde, néral tiip defekti
sikliginin Kuzey ve Dogu Anadolu’da en yiiksek Bati Anadolu’da en diisiik oldugu
saptanmigtir. Annenin egitiminin olmadig1 grupta %0.91° e kadar olan noral tiip defekti
sikligr yiiksek okul mezunlar1 arasinda %0.13’e kadar diigmiistir. Bu durum
sosyoekonomik diizeyle noral tiip defekti iligkisine baglanmaktadir (Tungbilek E.,
2004).
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Sekil 10. Diinya genelinde noral tiip defekti sikligi (Botto L.D., ve ark 1999).

2.3. Retinoik Asit

A vitamini yagda ¢dziinebilen berrak sar1 bir kristaldir. A vitamininin gdziin retinasinda
gorevli formuna retinol denir. Retinol dogal olarak uzun zincirli halde bulunur.
Retinol’iin aldehit formuna retinaldehit adi verilirken, asidik formu retinoik asit olarak
isimlendirilir. Retinal; gormede, retinol; iiremede, retinoik asit ise biiylime ve farklasma
gibi diger fonksiyonlarda gorevlidir (Kayaalp O., 2000; Moise A.R., ve ark 2007). A
vitamini ve tiirevleri (retinoidler), besinler i¢inde g¢esitli sekillerde bulunurlar.
Tiirevlerinden viicutta en yaygin olani retinol’diir. Bu madde kimyasal olarak, izopren
birimlerden olusan doymamis bir alifatik zincirin ucunda B-iyanon (siklohekzenil)
halkasi igeren ve yagda ¢ozilinen bir primer alkoldiir. Pek ¢ok hayvansal besinde, uzun
zincirli yag asitleri ile esterlesmis sekilde bulunur. En fazla bulunan esteri
retinolpalmitat’tir. Bitkisel besinler ise bunun Onciilii olan karotenleri igerirler. Bunlarin
kaynag1 ise sar1 veya kirmizi renkli meyve ve sebzelerdir (Clagett-Dame M., DeLuca,
H.F., 2002). Retinoik asit; etkisini alt basamaklarindaki hedef genlerinin
transkripsiyonunu aktive eden veya baskilayan c¢ekirdek reseptdr proteinlerine

baglanarak gostermektedir (Chambon P., 1996; Pares X., ve ark 2008).
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2.3.1 Retinoik Asit’in Etki Mekanizmasi

Retinol veya A vitamini olarak bilinen all-trans retinol, bitkisel kaynaklarda karotenler,
hayvansal kaynaklarda ise retinil esterler olarak bulunur. Retinol ya esterleserck
dokularda depo edilir ya da oksidatif metabolizma ile o6nce all-trans retinaldehite
ardindan ise retinoik asite (RA) okside olmus halde bulunur. Burada ilk {iriin retinolden
retinoik asittir (Moise A.R., ve ark 2007). Sitosolik alkol dehidrogenazlar (ADH) ve
mikrozomal retinol dehidrogenazlar (RDH) ile all-trans retinaldehite doniisiir. Burada
ilk geri doniislii ve bir oksidasyon tiriinii olan all-trans retinaldehit, all trans retinoik
asite birka¢ aldehit dehidrogenaz (RALDH) ile katalizlenir (Pares X., ve ark 2008).
RALDH bagimh retinolden, retinoik asit doniisimii CYP ile de gerceklesir. Bu
dontisim sitokrom CYP26 ailesi iiyesi olan sitokrom p450 enzimiyle olur (Taimi, M.,
ve ark 2004; White R.J. ve Schilling T.F., 2008). Vitamin A ve metabolitleri serumda
serbest halde bulunurlar ve hiicresel baglanma proteini olan retinol baglayici proteine
(retinol binding protein, RBP veya RB4) baglanir. Sonrasinda RBP, hiicre yiizeyinde
bulunan STRAG reseptoriine de baglanarak retinoliin ¢ekirdek igine alimi gergeklesir
(Kawaguchi R., ve ark 2007). Niikleusta retinoik asit reseptorii ve RXR kompleksi
(RAR/RXR), DNA’nin 6zel bir dizisine baglanir ve retinoik asit response element
(RARE) olarak isimlendirilir (Blomhoff R. ve Blomhoff H.K. 2006). Bu baglanma
sonrasinda koreseptor komplain (CoRep) salinimini ve ardindan retinoik asitin ¢ok daha
ileri oksidasyonunu saglayan CYP26 ailesinin iiyesi olan P450 ile polar bir metabolite
doniistir. Bu doniisiimle birlikte artik bir lipofilik molekiil olan retinoik asit, kendine
benzer hiicrelere otokrin mekanizma ile etki edebilir veya yakinindaki hiicrelere difiize
olarak parakrin mekanizmayla etki edebilir (Sekil 11-12) (Clagett-Dame M ve Knutson
D., 2011).
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Sekil 12. Retinolden retinoik asit oksidasyon metabolizmasi 6zetlenmistir (Ross A.S.,

ve ark 2000).

2.3.2. Retinoik asitin disi ve erkek iireme sistemine etkisi

Diside iiremenin gergeklesebilmesi i¢in A vitamini gereklidir. Retinoik asitin fazlalig
veya eksikliginin tiremeye etkisi cesitli caligmalara konu olmustur. Ciftlesmeden once
yiiksek dozda A vitaminine maruz kalan disilerin, vajinal siiriintiilerinde Kkornifiye

hiicreler goriilmeye devam etmektedir. Dolayisiyla {ireme implantasyondan Once
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sekteye ugramaktadir. Vajinal epitelin degismis goriinlimiine ragmen A vitamini
eksikligi bulunan disilerde ovulasyon devam etmektedir. Ayrica ovaryumda corpus
luteumlar, diizenli veya diizensiz araliklarla olugsmaya devam etmektedir (Clagett-Dame
M. ve DelLuca H.F., 2002). Warkany ve Schraffenberger’in 1946 yilinda yaptigi
caligmada, vitamin A eksikliginin ¢iftlesme, fertilizasyon ve implantasyona etkisinin
olmadigini ancak embriyoner donemin ortalarinda, embriyo dliimleri ile sonuglandigini
bildirmiglerdir. Disi ratlara verilen retinoik asit orani giinliik 2 ile 12 mg/g arasinda
oldugunda, normal embriyonik gelisim izlenmis, embriyoner donemin 8.5. giinlinde
(geg¢ gastrula/erken norulasyon), bu oranin giinlilk 250 mg/g’a ¢ikarilmasiyla, rezorbe
embriyolar gelismistir (See A.W., ve ark 2008).

Wolbach ve Howe’un 1925°te yaptigi caligmada, Vitamin A eksik erkek
farelerde epididimis, prostat ve vesikiila seminalis epitelinin ¢ok katli yassi keratinize
epitele doniistiigii ve dolayisiyla spermatogenezi durdurdugu gorilmistiir. Sonraki
caligmalarda, A vitamini eksikliginin, sican testislerinde az sayida spermatosit
bulunmasi ve sertoli hiicrelerinde yapisal bozuklugun goriilmesiyle (Mitranond V., ve
ark 1979), farede ise spermatogenezin spermatogonyum siirecinde tamamen durmasiyla

sonuglanmustir (Van Pelt A.M. ve De Rooij D.G. 1990).
2.3.3. Retinoik asitin maternal / fetal tasinmasi

Retinoidler embriyoya annenin dolagim sistemi vasitasiyla ulasmaktadir. Retinol,
retinaldehit ve retinoik asitin tasinimi; bu kimyasallarin gebe hayvanlara yiiksek
dozlarda verilmesiyle ayrintili bir sekilde incelenmistir (Collins M.D. ve Mao G.E.,
1999; Sass, J.0O., ve ark 1999). Kemirgenlerde vitellus kesesi plasentasi, retinoliin anne
tarafindan fetus tarafina tasinmasinda onemli bir iglev iistlenmektedir. Bu islev gebelik
boyunca da Onemini korumaktadir (Jacobsson C. ve Granstrom G., 1997).
Kemirgenlerin tersine, insanlarda vitellus kesesi gecici ve ilk trimesterin sonunda
dejenere olan bir organdir, bu organin yerini koriyoallantoik plasenta almaktadir
(Dancis J., ve ark 1992). Retinoidler anneden fetusa iki yolla taginir. Birincisi, retinoliin
0zel retinol baglayici proteine (retinol binding protein, RBP) baglanmasi ile olur
(Quadro L., ve ark 2005). ikincisi ise, retinil esterlerinin diisiik veya ¢ok diisiik
yogunluklu lipoproteinleri, silomikron pargalar1 seklinde tasinmasidir. RBP,
plasentasyonun erken donemlerinde embriyo ¢evresini saran vitellus kesesi viseral
duvarinin endoderminde, ileri donemde ise vitellus kesesi membranlart ve uterusta

(desidua basalis) lokalize olur (Soprano D.R., ve ark 1986). RBP plasentadan fotal
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dolasima gecemez (Quadro L., ve ark 2004). Maternal retinol, fotal RBP’lere transfer
edilip baglanabilir veya alternatif olarak, retinol esterleserek lipoproteinlerle tasinabilir.
Genetik olarak RBP’i olmayan embriyolar, genetik olarak RBP’i olmayan annelerden,
vitamin A takviyeli diyetle besleyerek normal sekilde gelisebilir. Ancak vitamin A alimi
kisitlandiginda, embriyogenezde defektler goriilmeye baslanir (Farese R.V., ve ark
1996). RBP yoksa, retinil esterleri dolasimda varligin1 gosterir, retinoidlerin anneden
embriyoya gecisi, maternal vitamin A takviyesi ile yeterli hale gelir (Quadro L., ve ark

2004).
2.3.4. Retinoik asitin sinir sistemiyle iliskisi

Retinoik asit sinir sistemi gelisimi ve noral doku farklanmasinda 6nemli bir yer tutar
(Clagett-Dame M., ve ark 2006). Retinoik asitin iglevi ile ilgili bilinen en iyi ¢alisma
arka beyin ve spinal kord gelisimi ile ilgilidir. Retinoik asit ndral plagin anterioposterior
taslaginin olusumunda ve arka beyin segmentasyonunda, Hox geni kontroliinde WNT
ve FGF sinyalleri esliginde gelisir (Maden M., 2006). Maden M. ve arkadaslarinin
1996°da yaptiklar1 c¢alismada, A vitamini eksikligi olusturulan ratlarda, 4. ve 7.
rhombomer bdlgesinin olusmadigi gézlemlenmistir. Baska bir ¢calismada, gebelik dncesi
donemde A vitamini eksikligi olusturulan ratlarin, gebelik sonrasinda embriyolar
incelendiginde, posterior bolgede thombomer eksikligi izlenmis, buna ek olarak ektopik
optik vezikiil sekillenmistir (White J.C. ve ark 2000). Ozellikle posterior beyin bolgesi
ve medulla spinalis gelisiminde retinoik asit sentezi i¢in gerekli olan RALDH’ i,
anterior paraksiyal mezodermden salinmasi, periferik sinir sistemi olusumunda
onemlidir. RALDH mRNA'sinin paraksiyal mezodermden salinmasindan sonra, hem
somitler hem de presomitik mezodermden salindig1 goriilmistiir (Sirbu 1.0. ve Duester
G., 2006). CYP26 ailesi tiyeleri de arka beyin ve rhombomer olusumunda kritiktir.
Burada rhombomere &zgii CYP sentezi yapilir. Ornegin arka beyin posterizasyonunda
CYP26AL1, anterior epiblast ve noral plaktan eksprese edilmeye baslar ve r2/r3
segmentasyonu sekillenir  (Pennimpede T., ve ark 2010). Daha sonra, r2/r4
rhombomerlerin olusumu, CYP26C1 varliginda gerceklesir (Sakai Y., ve ark 2001;
Pennimpede T., ve ark 2010). RALDH mutant farelerde néroepitelin ince oldugu (Ribes
V., ve ark 2009), spinal kordda azalmis néron sayisi ve daha kii¢iik somitlerin var
oldugu gorilmiistir (Maden M., ve ark 1996). Motor ndronlarin olusumu ve
gelismesinde Hox genleri onem tasir. Spinal kordda, lumbosakral bolgede Hox genleri

ile birlikte RALDH’1n, motornéron farklanmasinda 6nemli oldugu belirtilmistir (Misra
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M., ve ark 2009). Farkli embriyoner déonemlerde kiiltiire edilen sempatik ndronlarin
biiylime ve gelismesinin all-trans retinoik asit (atRA) varliginda, nérotropinlerin
etkinliginin artmasindan kaynaklandigi belirtilmistir. Artan nérotropinler aksonlarin da
olusumundan sorumludurlar (Plum L.A., ve ark 2001). Bunun yaninda son yillarda
retinoik asit bagimli Noron Navigator 2 (Nav2) ve Nedd9 isimli iki gen kesfedilmistir.
Bu genler retinoik asit varliginda néron onciillerinin olusumu, bu hiicrelerden noritlerin
gelisimini saglamaktadirlar (Clagett-Dame M. ve Knutson D., 2011). Yapilan bir
calismada, Nav 2 geni susturulmus farelerin noritlerinin yeterince uzun olmadigi
bildirilmistir (Knutson D.C., ve Clagett-Dame M., 2008).

Transgenik fare embriyosunun posterior bdliimiinde ve primitif ¢izginin
anteriorunda (Hensen’s nodu) gii¢lii retinoik asit baglanmasi izlenmistir. Somit olusumu
ve noral tiiplin kapanmasi sirasinda, gelisen rhombensefalon’un, 2. ve 3. rhombomerleri
arasindaki smnir1 sekillendiren bolgede belirgin bir smir olusturacak boyanma
gozlenmistir. Bu sonuglar, retinoid haberlesmesinin kritik yer ve zamanda aktive
edilmesinin, erken aksiyal sekillenmenin yani sira, gelisen rhombensefalonda da 6nemli
bir rol oynadig: fikrini desteklemektedir (Ulven S.M., ve ark 2000).

Gelisimin daha ileri safhalarinda; somitlerde, kalpte, lens, noral retina, bagirsagin
endoderm tabakasi, ekstremite tomurcuklarinin tabanindaki mezenkimde, medulla
spinalis’in servikal ve lumbal boliimlerinde retinoik asit varligi goriilmiistiir. (Reynolds
K., ve ark 1991; Colbert M.C., ve ark 1993; Moss J.B., ve ark 1998). Sonraki siiregte,
retinoik asit baglanmasi, nazal plakotta mandibula ve maksilla arasinda, gelisen kulak,
deri, somit kaynakli dokular, bazi organlar (mide, metanefrik bobrek), goz ve gelisen
ekstremitelerde saptanmistir (Rossant J., ve ark 1991). Bunlara ek olarak,
mezen/rhombensefalon smirinda ventral prosensefalonun ganglionik kabartisinda da

retinoik asit baglanmasi goriilmiistiir (Mata de Urquiza A., ve ark 1999).
2.3.5. Embriyoda Retinoik asit metabolizmasi

Embriyo gelisiminde retinoik asit temel maddelerden biridir. Retinoik asitin metabolik
zamanlamasinin ve retinoik asitin gerekli oldugu doku alaninin diizenlenmesi kritik bir
oneme sahiptir. A vitamini bakimindan yetersiz beslenmenin dogumsal sekil
bozukluklarina neden olabilecegi ile ilgili ilk bilgiler, Hale’in 1935’te yaptig1
calismada, domuzlar1 A vitamini bakimindan yetersiz bir diyetle besledigi ¢alismaya
dayanmaktadir. Yeni doganlarin ¢ogu gozsiiz dogmustur, bazilarinin sadece tek bir gozii

bulunurken, bazilarinin bir biiyiik ve bir kiiciik gézii olmustur. Yarik damak, tavsan
26



dudak, kiigiik dis kulaklar ve bobreklerde gelisim bozuklugu gibi diger kusurlar da daha
diisiik bir siklikta gozlenmistir. Tiim kusurlar, kontrol grubu besinine, Avitamini
yoniinden zengin gidalar (balik cigeri yag:1 veya yesil yem) verilmesiyle onlenebilmistir.
Bu ¢aligmalar, yukarida bahsi gegen defektlerden sorumlu olan faktorlerin kalitsaldan
ziyade, besinsel oldugunu gostermektedir.

1940’larda yapilan ¢aligmalar, A vitamini eksikligine baglanabilecek genis bir
dogumsal bozukluklar spektrumunu tanimlamistir. Bu spektrum; “A vitamini eksikligi
sendromu” olarak adlandirilmistir (Warkany J., ve Schiaffenberger E., 1946). Gastrula
safthasinda retinoid gereksinimin arttigi kritik bir pencere bulunmaktadir. Bu
gereksinimin karsilanmadigi durumlarda, embriyonun gelisen dolasim ve sinir
sisteminde ¢esitli sekil bozukluklari meydana gelmektedir. Bunlarin sonucunda da
embriyonun Olimii gergeklesmektedir. A vitamini eksikligi bulunan ve atRA ile
desteklenen sicanlarin kullanildigi modeller ile A vitamini’nin erken ve ge¢ embriyonik
gelisimdeki roliinii ortaya koymak miimkiin olmustur. Bu c¢alismalar, Warkany ve
arkadaslan tarafindan 1940 ve 1950’lerde agiklanan sekil bozukluklarinin yani sira,
icerisinde erken rhombensefalon, kraniyofasiyal bolge, kraniyal sinirler, faringeal
arkuslarin, otik vezikiiliin, kardinal venin, sinoatrial kapak¢igin, aksiyal iskelet ve 6n
ekstremitelerin de bulundugu sekil bozukluklarin1 da tanmimlamistir (Warkany J. ve
Schraffenberger E., 1944; Wilson J.G. ve Warkany J., 1948; Wilson J.G. ve Warkany J.,
1949; Wilson J.G. ve ark 1953). Bu klinik tablolar, artik A vitamini eksikligi
sendromu’nun igerisinde dikkate alinmaktadir (Clagett-Dame M., DeLuca H.F., 2002).
Retinoik asit sentez ve miktar ayarlamasiyla ilgili enzim fonksiyonlarinin etkisi
onemlidir. CYP, RARE gibi molekiiller, retinoik asit metabolizmasinda anahtar rol
oynar. Bir c¢alismada embriyoner donemin 13. giinlinde, RDH10 geni eksik olan
farelerde, embriyoner defekt ve 6liim izlenmistir (Sandell L.L., ve ark 2012). RALDH1
mutant fare embriyolarinda, Sliimler erken donemde goriilmiis, boylece RALDH’1n
erken embriyoner donemde (E7,5-8,5) eksprese edilerek etki gosterdigi diistiniilmiistiir
(Dupe V., ve ark 2003). Erken embriyoner donemde RALDH enzimi, visseral
endodermden (ekstraembriyonik) daha sonra vitellus kesesinden, damar gelisimi
saglandiginda da gelisen embriyo yapilarindan saglanmaktadir. Embriyoner donemin
yaklagik 2.5. giiniinde, RALDH2 endometrial stroma ve desiduada yiiksek oranda
eksprese edilir, implantasyondan sonra yiiksek oranda kalir ve devam eden giinlerde
giderek azalir (Bohnsack B.L., ve ark 2004).
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Retinoik asit metabolizmasinda 6nemli bir yere sahip olan CYP ve tiim alt
birimlerin (CYP26A1, B1 ve C1) gen susturma g¢aligmalarinda, embriyoner donemin
yaklasik 9.5-10.5 giinlerinde 6liimciil etki yarattig1 ifade edilmistir. CYP ailesinin bir
iiyesi olan CYP26A1’in susturulmasiyla embriyolarin, embriyoner déonemin orta-geg
sayilabilecek diliminde, retinoik asit toksitesinden kaynakli eksensefali nedeniyle
oldiigii belirtilmistir (Sakai Y., ve ark 2001; Pennimpede T., ve ark 2010). Benzer bir
calismada, CYP26B1 geni susturulmasiyla olusturulan fare embriyolarinin, dogumun
hemen sonrasinda hizla 6ldiigi ve bu embriyolarin anormal ekstremitelere ve
kraniofasial defektlere sahip oldugu goriilmiistiir (MacLean G., 2007). Implantasyon
sonrasinda embriyoda, noral plagin olusmasinda CYP26 ailesi {iyelerinin her biri i¢in
yapilan genetik silinme sonrasinda, embriyo viicut ekseninin duplike oldugu
gosterilmistir. Burada oOzellikle CYP26 aile {iyelerinin ifadesinin embriyoda
susturulmasi, retinoik asit alimmin maternal kaynakli olarak devam ettigini
gostermektedir. Bu durum da, RALDH2 nin anne endometrial stromasi ve
deciduasindan eksprese edildigini desteklemistir (Vermot J., ve ark 2000). Retinoik asit
yanit elemani (RARE, Retinoic acid response element), retinoik asitin RAR ile iligkiye
gectiginde asir1 derecede bulunarak, retinoik asitin niikleus i¢ine alinmasini saglayan bir
molekiildiir (Rossant J., ve ark 1991).

Retinoidler iyi bilinen teratojenlerdir (Collins M.D. ve Mao G.E., 1999). Fazla A
vitamini ile teratojen etkisi ilk kez 1953 yilinda Cohlan tarafindan bildirilmistir. Cohlan,
35,000 IU/giin verdikleri vitamin A’nin, embriyoner donemin 2-16. giinlerinde,
eksensefali, yarik damak, yarik dudak, g6z bozukluklar1 olusturdugunu belirlemistir.
Bundan sonra da birgok calisma A vitamini ve metabolitlerinin teratojenik etkisini
onaylamistir (Shenefelt R.E., 1972; Holson R.R., ve ark 1999). Benzer anomaliler asiri
retinoid verilen maymun, tavsan, sigan, fare ve hamster gibi farkli hayvan tiirlerinde,
vitamin A ve bunlarin metabolitleri ile de gosterilmistir. Oncelikle anomalinin
hayvanlarda, retinoik asitin verilis zamanina bagli oldugu ifade edilir. Erken
postimplantasyon denilen embriyoner donemin 8-10. gilinlerinde tipik olarak
kraniofasiyal ve santral sinir sistemi bozukluklarina yol actigi, 12-14. giinlerde ise
ekstremite ve genitotiriner defektlere yol agtigi goriilmistiir (Kistler A., 1981). Verilen
retinoik asitin dozu, teratojen olmasi anlaminda onemlidir (Seegmiller R.E., ve ark
1997). Yapilan ¢aligmalarda organogenez siireci sirasinda verilen retinoik asitin diisiik

doz olarak ifade edilen miktarinin 10 mg/kg oldugu, yiiksek doz olarak ifade edilenin
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ise 100 mg/kg oldugu belirlenmistir (Ross A.S., ve ark 2000). Yiiksek dozda A
vitamini; retinoid sinyal iletimi ile beraber retinoid reseptorlerinin asir1 aktivasyonuna
neden olmaktadir. Retinoidlerin embriyoner gelisimdeki etkileri, bir yapinin veya
sistemin asir1 bozuldugunun gozlendigi c¢alismalardan anlagilabilmistir. Embriyoner
donemin 11.giinlinde fare embriyolarinin asir1 retinoik asite maruz kalmalar1 sonucunda,
RAR’m mRNA miktarinin artti§1  gosterilmistir. Boylece RAR (veya RXR)
kompleksinin mRNA miktariinin artist anormal gelisimin nedeni olmustur (Harnish
D.C., 1992; Soprano D.R. ve Soprano K.J., 1995). Anomaliye neden olan retinoik asit
fazlaligi durumunda reseptor artisi, reseptorlerin eksprese edildigi yolaklardaki gen
bolgelerinin uyarilmasiyla olur. Yapilan bir ¢alismada, retinoik asite maruz kalan
embriyolarda HOXb1 geni degismis, buna bagl olarak RAR/RXR ekspresyonu artmis
ve retinoik asitin defektlere yol agtigi diistinilmistiir (Marshall H., ve ark 1994).
Retinoik asit ile olusturulan embriyo defekt modelleriyle, insandaki anomaliler
anlasilmaya c¢alisilmistir. Kochlar’in 1977°de yaptigi calismada, fazla retinoidlerin,
kikirdak onciilii olan alanda, hiicre 6liimlerini artirdigini, bdylece kraniofasial defektlere
neden oldugunu gostermistir. Sulik ve Dehart daha sonra 1988’de yaptig1 ¢alismayla,
hem mezenkimal hiicrelerin hem de ektodermal hiicre ¢ogalmasinin, gé¢iiniin ve hiicre
metabolizmasinin, asir1 retinoik asit ile etkilendigini bildirmislerdir. Sulik ve Alles ise
1991 yilinda, retinol ve metabolitlerinin asir1 verilmesinin, hayvan modellerinde benzer
bozukluklara neden oldugunu gostermislerdir. All trans retinoik asit ile fotal ratlarda
olusturulan spina bifidada, noriilasyon siirecinde ndroepitelde bulunan ndral projenitor
hiicrelerin ¢cogalmasi ve apopitozu arastirilmistir. Embriyoner dénemin 11-13. giiniinde
kontrolle kiyaslandiginda, noéroepitelde asirt miktarda apopitoz buna karsilik ¢ok az
noral projenitdr hiicre ¢ogalmasi izlenmis ve defektin nedeni yapilan bu caligmayla
ifade edilmistir (Wei X., ve ark 2012). Yapilan baska bir ¢alismada ise asir1 retinoik
asitin, fare pluripotent pl9 hiicre hatlarina etkisi arastirilmigtir.  Farkli
konsantrasyonlarda verilen retinoik asitin, kendi metabolizmasindaki enzimlerin
ekspresyonunu artirgigin1 ve Hox genlerini aktif olarak ¢alistirdigini bildirmistir (Chen
Y., ve David H., 2013).

2.4. Kok Hiicreler

Kok hiicre; uzun zaman dilimleri boyunca bdliinebilme ve kendini yenileyebilme

yeteneginde olan, 6zellesmemis, farkli hiicre tiplerine doniisebilme yeteneginde ve
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hasarli dokularda dokunun islevini kazanmasini saglayan hiicrelerdir. Bu 6zellikleriyle
viicuttaki somatik hiicrelerden farklidirlar.

Kok hiicre terimi ilk kez botanik ile ilgili eski yazilarda karsimiza ¢ikar. Bitkinin
gelismekte olan kok meristeminin ucunda, boliinme hizi ¢ok yiiksek olan hiicreleri
tanimlamak i¢in kullanilan kok hiicre kavrami, gliniimiizde buna benzer davranis i¢inde
olan hiicreler i¢in kullanilmaya baslanmistir. Dogal olarak, organizmayr meydana
getiren ilk hiicreler i¢in de kok hiicre terimi kullanilmistir. Basit¢e diisiiniiliirse kok
hiicreler yasamin Onciisiidiir. Bu zincirin en basinda iki haploit gametin (spermatozoon
ve oosit) bir araya gelisiyle meydana gelen zigot adi verilen hiicre bulunur. Bunun
mitoz boliinmeleriyle ortaya ¢ikan hiicreler (blastomerler), canlidaki en yiiksek
farklanma kapasitesine sahip (totipotent) hiicrelerdir. Kisa siire sonra embriyoya
sonrasinda da tiim dokularin ortaya ¢ikmasina &nciiliik ederler. Ug haftalik embriyoda
ilkel cinsiyet hiicreleri (ICH; primordiyal germ hiicreleri) goriiliir ve ileride gamet
hiicrelerine déniisiir. Ote yandan yetiskindeki hiicre ve dokularin yenilenmesi ve
onarimi yetigkin kok hiicrelerle saglanir ki, bazi dokular i¢in bu yenilenme ve onarim
stireci kesintisiz ve olduk¢a hizlidir. Dolayisiyla, organizmada {i¢ tip hiicre bulunur.
Bunlar; kok hiicreler, farklasmanin ¢esitli asamalarinda bulunan somatik hiicreler
(cogalan gecici hiicreler ve sonuna kadar farklilasmis hiicreler) ve germ hiicreleridir.
Gilinlimiizde kanser dahil pek c¢ok hastalifin kok hiicre ¢ogalma ve farklanma
stirecindeki diizensizlikten kaynaklandigi konusunda somut veriler bulunmaktadir. Bu
nedenle kok hiicrelerin ¢ogalma ve farklanmasini kontrol eden mekanizmalarin ortaya
cikarilmasi, hastalik patogenezini ortaya koymanin yani sira metabolik, dejeneratif ve
immiinolojik hastaliklarin hiicre ve genlerle tedavisinde yeni bir donemin agilmasina
onciiliikk edecek giigtedir (Can A., 2014).

Kok hiicreler kendi kendini yenileme, klon olusturma, farklasma gibi 6zelliklere
sahiptir. Kok hiicrelerin farklilasma potansiyelleri incelendiginde, farkli 6zellikteki kok
hiicrelerle karsilasiriz. Hiyerarsinin en st sirasinda totipotent hiicreler yer almaktadir.
Totipotent hiicreler, embriyonun ddllenmeden sonra yaklasik 4. giiniine kadar olusan,
embriyoyu ve embriyoya ait ekstraembriyonik membran ve dokular1 olusturabilen
hiicrelerdir (Gerecht-Nir S. ve Hskowitz-Eldor J., 2004). Totipotent hiicrelerin olusumu
zigotun 5-6 kez boliinmesiyle baslar. Fertilizasyonun yaklasik 5. giiniinde bu hiicreler
blastosist denen ici bosluklu hiicre topluluklarina doniisiir. Burada bulunan hiicreler,

sirayla once ara olusumlari, sonra da kalict tiim doku ve organlar1 olusturmak iizere
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giderek cogalir (proliferasyon), kararli hale gecer (commitment, determination) ve
farklanir (differansiasyon). Blastosistin i¢ hiicre kitlesi (embriyoblastlar) embriyo kok
hiicresidir. Embriyo gdvdesine ait biitlin hiicre tabakalari, onlardan kdken alacak doku
ve organlart olusturma yetenegine sahiptir. Endoderm, mezoderm ve ektodermden
koken alan hiicrelere farklanirlar ve bu 6zellige sahip hiicreler pluripotent hiicrelerdir.
Pluripotent hiicreler (embriyonik kok hiicreler), embriyoya ait iic germ yapragindan
gelisen tiim hiicreleri olusturabilirler fakat ekstraembriyonik yapilar1 olusturamazlar. Bu
nedenle bir embriyoyu olusturabilme yeteneginden yoksundurlar.

Gelisim ilerledikg¢e hiicreler pluripotent 6zelliklerini kaybederek daha 6zellesmis
hiicrelere doniisiirler. Bulunduklar1 dokuya 6zgii hiicreleri olusturabilen kok hiicreler
multipotent kok hiicreler diye adlandirilir. Son dénemde multipotent kok hiicrelerle
yapilan c¢aligmalarda, sadece bulunduklar1 dokuya ait hiicreleri degil farkli dokulara ait
hiicreleri de meydana getirebildikleri gosterilmistir (Vats A. ve ark., 2002). Hiyerarsinin
en altinda ise unipotent kok hiicreler ya da progenitor hiicreler bulunur. Progenitor
hiicreler, sadece spesifik hatlara farklilasma egilimi gosterirler (Gerecht-Nir S. ve
Iskowitz-Eldor J., 2004). Ote yandan, gelismekte olan organizmada (fetiis, prenatal,
postnatal, infant ve ¢ocukluk donemleri) embriyo kok hiicresi varligindan s6z etmek
miimkiin degildir. Ancak basta kemik iligi olmak {izere, ¢esitli organlarda ve bu
organlarin belirli doku bdlgelerinde, gerektiginde kendini c¢ogaltabilen, kararli hale
gegebilen ve farklagabilen hiicreler bulunur. Bunlara yetiskin kok hiicreler veya dokuya
0zgii kok hiicreler adi1 verilmektedir (Can A., 2014).

2.4.1. Embriyonik kok hiicreler

Embriyonik kok hiicreler 5-6 giinliikk erken donem embriyo formu olan blastosiStin i¢
hiicre kitlesinden elde edilmektedirler. Bu i¢ hiicre kitlesinde yaklasik olarak 200 hiicre
bulunabilmektedir. Bu hiicreler embriyonun 3 germ tabakasini ve germ hatti yapilarini
olusturdugu saptanmistir. Embriyonik kok hiicreler, embriyonun implantasyonu oncesi
hiicrelerine olduk¢a benzemektedir. Ancak gergekte ayni degillerdir. Embriyo icerisinde
genis Olglide ¢ogalan bu hiicreler, erigkin zamanda ortaya ¢ikacak tiim hiicre tiplerine
farklilagabilme yetenegindedir. Ayni zamanda bunlar1 izole etmek ve eks vivo’da
yetistirmek miimkiindiir. Embriyonik kok hiicreler; sadece pluripotent kok hiicrelerin
yapabilecegi ektodermal, mezodermal ve endodermal kokenli farkli kok hiicrelere
farklilasabilir (Brivanlou A.H. ve ark., 2003). Gelisimin erken donemlerinde

(fertilizasyonun 5. giinlinden sonra) pluripotent kok hiicrelerin ne zamandan itibaren
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multipotent kok hiicrelere ve hatta eriskin kok hiicre formlarina doniistiikleri ile ilgili
aragtirmalar vardir. Ornegin noral kok hiicreler, projenitor hiicrelerin alt tipidir ve ilerde
noron ve glial hiicrelere donisiir. Erken embriyoner donemde pluripotent veya
multipotent kok hiicreler ne zaman noéral kok hiicrelere doniisiirler? Noral plak ilk
olusmaya basladiginda sadece farklasmamis kok hiicrelerden mi olusmaktadir? (Temple
S., 2001). Bu sorulara cevap bulabilmek i¢in yapilan ¢alismalarda, erken embriyoner
donemde, embriyoner kok hiicrelerin yaygin varligini gostermis, ilerleyen dénemde
farklandig1 bildirilmistir (Sekil 13). Ratlarda spinal noral tiipte, embriyoner dénemin 8.
giintinde (E8), yaklasik %50°nin {izerinde canli kok hiicre bulundugu ve varliklarini 24
saat boyunca devam ettirdikleri gosterilmistir (Kalyani A., ve ark. 1997; Kalyani A., ve
ark 1998). Embriyoner donemin 10. giiniinde ise, fare beyninin telensefalon bolgesinde,
kok hiicre orant %20 den %5 e diigmiistiir (Qian X., ve ark. 2000). Embriyoner donem
ilerledikce, kok hiicre sayis1 hizli bir sekilde ve giderek azalir. Yapilan bir calismada,
rat spinal kordunda, E12 de, %10 oraninda goriilen kok hiicreler dogum sonrast 1.
giinde %le kadar dismistiir (Kalyani A., ve ark 1997; Kalyani A., ve ark., 1998).
Yapilan bagka bir caligsmada ise, 6zellikle kok hiicrelerin embriyonun belli bolgelerinde
sayica az oldugu bildirilmistir. Fare embriyolarinda E8,5 da, anterior noral plakta,

yalnizca %0.3 kok hiicre isaretlenmistir (Tropepe V., ve ark.,1999).

Retinoids

Sekil 13. Noral dokular gelisirken kok hiicrelerin yerlesimi. Vertebralilarda solda tiim
noral dokularin multipotent kok hiicrelerle kapli oldugu, BMP, Noggin, Retinoik asit,
SHH, FGF etkisiyle anterior-posterior ve dorsal-ventral yonler belirlenirken hiicreler
giderek Ozellesmeye baslar ve daha ¢ok orta hatta seyrek sekilde varliklarmi devam
ettirirler. En sagda ise ilerleyen donemde noéral kok hiicrelerin sadece perifer ve orta

hatta bulundugu goriilmektedir (Temple S., 2001).
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2.4.2. Yetiskin kok hiicreler

Yetiskin kok hiicreler erken embriyo gelisimini tamamlamis bir organizmada bulunan
kok hiicreler olarak tanimlanir. Yetiskin organizmadaki c¢ogalan gecici hiicrelerin
onciisli olan bu hiicreler, hasarlanan dokularin yenilenmesinde de gorev alir. Somatik
kok hiicreler olarak da bilinen bu hiicreler dokuya 0Ozgii kok hiicreler olarak
isimlendirilir. Embriyoner kok hiicreler kisminda belirtilen pluripotent embriyo kok
hiicreleri, ilkel cinsiyet hiicreleri, noral krista kok hiicrelerinin bir boliimii ve embriyo
dis1t mezoderm kaynakli bazi kok hiicreleri bir kenara birakilirsa kalan tiim kok hiicreler
yetigkin kok hiicre olarak ifade edilir. Giliniimiizde iizerinde ¢ok calisilan yetiskin kok
hiicre tipleri hemopoetik kok hiicreler, mezenkimal kok hiicreler, noral kok hiicreler,
bagirsak kok hiicreler ve endotel kok hiicrelerdir. Bunun disinda kalp, karaciger,
akciger, pankreas, goz, burun, kulak gibi organlarda yer alan parankim hiicrelerinin
koken aldig1 kok hiicreler bu hiicreler arasinda yer alir.

Yetiskin kok hiicreler arasinda multipotent olanlarin yaninda unipotent olanlara da
rastlanabilir. Yetiskin kok hiicrelerin hi¢biri dogrudan farklilasmaya giderek
organizmada islev kazanan farklilasmis hiicrelere doniismezler. Bunun yerine her
organdakiler farkli sayida boliinerek 6nce gogalan gegici hiicreleri meydana getirirler.
Daha sonra bunlarin bir¢ogu ¢ogalma siireci sonunda farlilasarak, sonuna kadar
farklilagsmis hiicre adi verilen hiicrelere doniisiirken bir boliimii de yok olur (Temple S.,

2001; Can A., 2014).
2.4.2.1. Mezenkimal kok hiicrelerin 6zellikleri ve belirtecleri

Kemik iligi mezenkimal kok hiicreleri 1970’lerin sonlarinda, plastige yapisan, yiiksek
proliferatif hiicreler olarak ifade edilmis, devaminda bu hiicrelerin kemik, kikirdak ve
fibroblasta doniistiigii in vivo olarak goézlenmistir. (Friedenstei A.J., 1976; Friedenstein
R.K. ve ark., 1987) Arnold Caplan ise 1991 yilinda bu hiicre serilerinde ‘mezenkimal
kok hiicre’ ve buna benzeyen baska bir kok hiicre hatt1 olan ‘hemopoetik kok hiicre’
tanimin1 ortaya koyarak siniflandirma yapmustir.

Hiicre yiizey molekiilleri standart isimlendirmesi “cluster of differentiation” CD
olarak adlandirilir. Ilk mezenkimal k&k hiicre yiizey belirtegleri Pittenger ve
arkadaglarinin 1999 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada, multipotent hiicrelerden yag,
kikirdak, kemik hattina dogru belirlenmistir. Mezenkimal kok hiicreleri, hiicre

popiilasyonlarinda  tanimlayabilmek i¢in ¢ok ¢esitli monoklonal antikorlar
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bulunmaktadir. Bu hiicreler genel olarak TGF {izerindeki epitop bolgesi olan CD105 ile
0zgilin olarak baglanan SH2 pozitif hiicrelerdir. Bu 6zellik kullanilarak hiicrelerin
immiinomanyetik ayirimi saglanabilmektedir (Cheifetz S. ve ark., 1992). Ayn1 zamanda
bu hiicreler membrana bagli ekto-5-niikleotidaz epitopuna (CD73) 0Ozgiin olarak
baglanan SH-3 ve SH-4 pozitif hiicrelerdir (Barry F., ve ark 2001). Bu iki belirteg
yaninda CD90 da mezenkimal hiicrelerin yiizeyinde bulunan ve uluslararasi hiicre
tedavisi toplulugu (International Society of Cell Therapy, ISCT) tarafindan mezenkimal
kok hiicre belirteci olarak tanimlananlar arasina katilmistir (Dominici M. ve ark, 2006).
Mezenkimal kok hiicrelerin 6zgiin yiizey belirtegleri CD13, CD29, CD44, CD49e,
CD73, CD90, CD105 ve bunlarin yaninda CD146, CD166, CD271, SSEA4, Stro-1,
W8-B2/MSCA-1 ile de karakterize edilir (Sally A. ve Jones B.., 2012).

24.21.a.CD 44

[Ik tanimlanan, yiiksek polimorfik hiicre membran glikoproteinidir. T lenfosit,
graniilosit ve beyin hiicrelerinde belirlenmistir. Rat mukozal damar duvar1 endotel
hiicrelerinde damar adezyonu ile iliskilendirilmistir. CD44 hemopoetik formu
hyaluronik asite, intraseliiler pargalart sitoiskelete baglanir. Beyin dokusunda CD44’iin
hemopoetik formu beyaz cevherde izlenmistir. Multiple skleroz, Alzheimer gibi
norodejeneratif hastaliklarda ekspresyonunun arttigi ifade edilmistir (Akiyama H., ve
ark 1993). Lokosit, damar endoteli, epitelyal keratinosit, sindirim yollari,
endometriumun hem epiteli hem de stromasinda izlenmistir. Implantasyon ve
embriyogenezde CD44 ekspresyonunun oOzellikle implantasyonda ve erken donem
embriyoner gelisimde onemi bildirilmistir (Campbell S., ve ark 1995). Yapilan bir
calisgmada 8-20 somitlik donemlerde tavuk embriyosunda CD44 lokalizasyonuna
bakilmistir. Bu c¢aligmada ilk olarak 5 somitlik evrede CD44 lokalizasyonu izlenmis,
noral tiip kapandiktan hemen sonra da ndéral krista hiicrelerinin hiyaluronik asit¢e zengin
bolgelere goc etmesi varsayimiyla beraber, CD44 pozitif alanlarin basta sefalik bolge
sonrasinda kuyruk tomurcugu mezenkiminde bulundugu bildirilmistir. Bdylece
CD44’in, noral krista hiicrelerinin gé¢ yolunda 6nemli oldugu bildirilmistir (Corbela
C., ve ark 2000). Fagositoz yapan hiicrelerin fagositozunu, ekstraseliiler matrikse
baglanmasini, lenfosit hareketini kontrol etme gibi 6nemli gorevleri vardir. CD44’{in
diisiik konsantrasyonu lenfoit dokularda (makrofaj ve T hiicreler gibi), yliksek
konsantrasyonu ise tiimor ve keratinositlerde bulunmustur (Kennel S.J., ve ark 1993).

CD44’lin gorevleri; morfogenez, organogenez, hemopoez, lenfositlerin homing
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mekanizmasini saglama, hiicrelerin gogii, 16kosit aktivasyonu, hiicreler i¢in bir efektor
gorevi, hiicre Olimiiniin diizenlenmesi olarak Ozetlenebilir. Yapisinda ya da sinyal
mekanizmasinda meydana gelebilecek herhangi bir bozulma ile hematolojik malignansi,
otoimmiin hastaliklar ve tiimor olusumu gerceklesir. Farelerde CD44 geninin
kapatilmasiyla morfogenez ve organogenez siirecinde bozulmalar meydana gelmistir
(Marhaba R., ve Zoller M., 2004. Zoller’in 2011 yilinda yaptig1 ¢alismada, CD44
molekiiliindeki yapisal bozulmalarla birlikte matriks yapisinda degisim, apopitoz
dengesinde degisim ve homing mekanizmasinda aksakliklar meydana geldigi, boylece
pek ¢ok kanser tiiriinde etkisi oldugu belirtilmistir (Zoller M., ve ark 2011). Ayrica
yapilan bir ¢alismada, CD44’lin hyaluronik asite baglanarak mezenkimal hiicrelerin

gociinde etkin rol oynadigini belirtilmistir (Zhu H., ve ark 2006).
2.4.2.1.b. CD56 (NCAM, Neural Cell Adhesion Molecule)

CD 56 (NCAM, neural cell adhesion molecule), noral hiicre adezyon molekiilii olarak
bilinen, yaklasik 140 kDa agirhiginda bir hiicre yiizey proteinidir (Kusafuka K., ve ark
2011). Heparan siilfat ve kollajen gibi ekstraseliller matriks proteinleri arasinda
kalsiyum bagimli heterofilik adezyonu diizenler. Erken embriyoner donemden itibaren
eksprese edilmeye baslar. Cesitli biiyiime faktorleri, cAMP, hormon ve transmitterler ile
diizenlenir. Hem embriyoner hem de daha ileri déonemde sinir sisteminin gelisim ve
organizasyonunda dnemli olan bir belirtegtir. Mezenkimal dokularin gelisim siirecinde
(kalp, diiz ve cizgili kas, kikirdak, bobrek epiteli, deri) etkindir. Ayrica CD56 sinir
sistemi disinda gelisen gonadlardan, endokrin hiicrelerden, Leydig hiicrelerinden,
mikrovaskiiler endotel hiicrelerden, damar diiz kas hiicrelerinden, bobrek epitel
hiicrelerinden, hemopoetik hiicrelerden, natural killer hiicrelerden, kondrositlerden de
eksprese edilir. Gelisim doneminde CD56 ekspresyonu asir1 miktarda ve genis alanlarda
bulunur, erigkin bireylerde ise buna oranla daha azdir. Eriskinlerde 6zellikle sinir ve kas
doku yenilenmesinde, doku biitiinliigii saglamada, yara iyilesmesinde Onemlidir.
Akciger karsinomlari, ndroblastoma polimiyelosiz gibi bazi hastaliklarda asir1 eksprese
olur. Ratlarda CD56’nin beyincik, medulla spinalis ve otonomik sinirlerde
lokalizasyonuna bakilan bir ¢alismada, beyincik Purkinje hiicrelerinin ¢ok zayif, beyin
korteksinin molekiilare tabakasinda orta seviyede, medulla spinalisin ependimal
hiicrelerin bulundugu alanlar ile otonomik sinir sistemine ait yapilarda yiiksek miktarda
lokalize oldugu bildirilmistir (Filiz S., ve ark 2002). Tiim bunlar yaninda, CD56’nin

naturel Kkiller hiicreler, néron ve kas hiicreleri ig¢in Ozel bir belirte¢ oldugu da
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vurgulanmistir (Zola H., ve ark 2007). Kemik iliginden kdken alan mezenkimal
hiicrelerin alt birimleri tarafindan eksprese edildigi bulunmus ve mezenkimal hiicrelerin

¢ogalmasinda 6nemli oldugu ortaya konmustur (Battula V.L., ve ark 2009).
2.4.2.1.c. CD 73 (ekto 5’nukleotidas)

CD73, vyaklasik olarak 70 kDa agirhiginda, glikosilfosfatidilinositol bagli hiicre
membran  glikoproteinidir.  Yiizey bagimli CD73 adenoin 5 monofosfat
metabolizmasinda gorev alir. CD73 lenfositler ve alt tiplerinde, endotel hiicrelerde ve
epitel hiicrelerde eksprese edilir (Colgan S.P., ve ark 2006; Mills J.H., ve ark 2008).
Epitelyal s1v1 iyon transferi ve hiicreler arasi bariyer olma gibi pekcok fizyolojik olay1
kontrol eder. Inflamasyon veya herhangi bir nedene bagli hipoksi durumunda, ATP
dontisiimil ile, hiicrenin ve dokunun adaptasyonunu saglar. CD73 geni olmayan farelerle
yapilan c¢alismalarda, glomerular filtrasyonda azalma basta olma iizere bdbrek
fonksiyonlarinda bozulmalar izlenmistir. Bunun yaninda artan hipoksi nedeniyle,
damarlarda sizint1 ve kagaklar goriilmiistiir. Ayn1 zamanda CD73, adenozin hedefli pek
cok ilag yapisina katilarak, tedavide kullanilmaya baglanmistir. (Colgan S.P., ve ark
2006). Ecto-5'-nucleotidaz (CD73) kemik iligi stromal etkilesimlerde (Barry F., ve ark
2001), mezenkimal hiicrelerin goclinde ve mezenkimal hiicrelerin adaptif bagisikliktaki
potansiyel modiilasyonunda (Ode A., ve ark 2011) etkilidir. Tiim bu 6zellikleri yaninda
CD73 beyinde néromodiilasyon ve homeostazi saglar. Ecto-5'-nucleotidase enzimi
miyelin, astrosit ve aktive olmus mikroglia belirteci olarak tanimlanmistir (Langer D.,

ve ark 2008).
2.4.2.1.d. CD90 (Thy-1)

CD90, molekiiler agirlig1 17.500 olan, hiicre yiizey membran glikoproteinidir. i1k olarak
fare beyin ve timiis dokusunda tanimlanmustir (Reif A.E. ve Allen JM.V., 1964).
Yetigkin rat beyin dokusunda noronlarda gozlenmis ancak glial hiicrelerde
goriilmemistir. Fare ve ratlarda beyin dokusunda, Thy-1 miktar1 dogumla birlikte
azalir. Dogum sonrasi 3.hafta sonuna kadar giderek artar. Yapilan bir ¢aligmada, rat
embriyoner gelisim doneminde ilk defa beyincigin beyaz cevherinde izlenmistir.
Postnatal donemde 0.glinden itibaren doguma kadar beyin dokusunda miktar1 artar
(Barclay A.N., 1978). T hiicrelerinin kendi aralarinda ve c¢evre hiicreler ile olan

etkilesimine aracilik ettigi one siiriilmiistiir (Haeryfar S.M.M ve Hoskin D.W., 2004).
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Bununla birlikte, T hiicrelerin fibroblast ve endotel hiicrelerine monosit ve lokositlerin

yapismasindan sorumlu olabilecegi belirtilmistir (Saalbach A., ve ark 2000).

2.4.2.1.e. CD105 (endoglin)

CD105, endoglin olarak da bilinen, TGF B reseptor kompleksine ait yaklasik olarak 95
kDa agirliginda, distilfit bagli monodimerik membran proteinidir (Dagdeviren A., ve ark
1998). Endotel hiicreleri, embriyoner donemin 8,5-10,5. giinlerinde goriilmeye baslar.
Dolayisiyla endoglin, gastrula asamasii takiben, ekstraembriyonik mezodermde
izlenmeye baslar (Ema M., ve ark 2006). Ozellikle embriyoner dénem ve
kardiyovaskiiler sistem i¢in temel olaylardan biri olan anjiyogenezde, eritrositlerin gog
yolunun diizenlenmesi, sitoiskelet organizasyonu ve canliliinin korunmasinda
onemlidir (Mark P., ve ark 2013). CDI105 Kkiiltiire edilen insan mezenkimal kok
hiicrelerde hizli ve oldukga iyi bir belirtectir (Mark P., ve ark 2013). Yapilan bir
calismada, endoglin geni bloke edilen fare embriyolarinda, 10,5. glinde yogun hemoraji,
cesitli embriyoner ve kardiyovaskiiler bozukluklar meydana geldigi izlenmistir
(Kitabayashi A.N., ve ark 2009). Cesitli insan kanser dokularinda, kanserli bolgede
erken donemde kiicliik kan damarlar1 ¢evresinde CD105 pozitif immiinolokalizasyon
gosterdigi bildirilmistir (Fonsatti E., ve Maio M., 2004). Dokuda bulunan damarlarda,
kan akiminin azalmasiyla meydana gelen hipoksik durumlarda, CD105 gen bolgesi TGF
uyarisi ile artar ve yeni kan damarlar1 olusumu baslatilir. Endotel hiicrelerinin kiiltiirii
ile endoglin geni susturulmus hiicrelerin hizla apopitoza gittigi, endoglin geni olan
hiicrelerde ise hipoksik durumun yeni damar olusumunu hizlandirmasiyla, endoglin
ekspresyonunu artirdigi ve apopitozu engelledigi belirlenmistir (Li C., ve ark 2003).
Endoglinin, mezenkimal kok hiicreler diginda hemopoetik kok hiicreler ve noral kok

hiicrelerden de eksprese edildigine dair ¢calismalar vardir (Pierelli L., ve ark 2001).

2.4.2.1f. CD271, P75 (NGF (nervous growth factori sinir biiyiime faktorii-
p75NTR)

CD271, p75 (NGF; nervous growth factori sinir biiyiime faktorii-p75NTR) olarak da
adlandirilan, tiimor nekroz faktor (TNFR) siiperailesi iiyesi bir transmembran hiicre
ylizeyi reseptoriidiir (Rogers M.L., ve ark 2008). 1986 yilinda insan melanoma
hiicrelerinden elde edilen, sinir gelisim faktorii olarak ifade edilen, 75 kDa agirliginda
molekiildiir (Johnson D., ve ark 1986). CD271 (P75) reseptorleri tiimor nekroz faktore
(TNF) baglanarak aktive olur. Bu reseptorlerden bazilar1 p7SNTR, BDNF (Brain
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derived neurotrofik faktor), Norotrofin 3 (NT3) ve Norotrofin 4°diir (NT4) (Barrett
G.L., 2000). Embriyoner gelisim doneminde farkli tiirlerden farkli embriyoner
asamalarda farkli miktarda p75 (CD271) ve reseptorleri (ndrotrofinler) eksprese edilir.
Norotrofinler, embriyoner donemde ndron Onciillerinin ¢ogalmasi, farklanmasi, néron
canliligimin korunmasi, erken donem noéron olgunlasmasi ve ndéronlarin apopitozun
diizenlenmesinde gorevlidir (Davies A.M., 1994). CD271’in yetiskinlerde, periferik
sinir sistemi, olfaktor glialar ve beyincik purkinje noronlarindan eksprese edildigi ifade
edilmektedir. Ayrica néronal olmayan dokularda da eksprese edildigi ortaya konmustur.
Miyoblast, kil follikiilleri, bobrek, akciger, testis dokular1 bunlardan bazilaridir (Rogers
M.L., ve ark 2008). CD271, noronal doku yaralanmalarinda, iyilesme bodlgesinden
fazlaca eksprese edilir. Bunun yaninda, Alzheimer, lateral skleroz, noral krista
timorleri, iskemi, beyincik Purkinje hiicresi dejenerasyonu, sizofreni gibi c¢esitli
norolojik hastaliklarda CD271 ekspresyonunun azaldigi ifade edilmektedir (Rogers
M.L., ve ark 2008). Osteojenik kapasite i¢in erken dénem yiizey belirteci olarak CD271
kullanilmigtir (Alexander D., ve ark 2009). Baska bir calismada CD271, dental pulpa
kok hiicre kiiltiirlerinde ileri farklanmay1 engelledigi bildirilmistir (Mikami Y., ve ark
2011). Diger bir goriis, noral krista hiicre belirteci olmas1 yoniindedir (Civenni G., ve
ark 2011). Insan i¢in %100 mezenkimal hiicre belirteci degildir, diisiik diizeyde
hemopoetik hiicrelerde de goriilebilir (Cuthbert R., ve ark 2012).

2.4.2.2. Hemopoetik kok hiicrelerin 6zellikleri ve belirtecleri

Hemopoetik kok hiicreler, yetiskin kok hiicre olarak kabul edilse de memelilerde ¢ok
ilging bir farklilasma seyri izlerler. Farede hemopoetik kok hiicrelerin ilk goriildigi
zaman aralig1 gastrulasyonun hemen sonrasidir (E7.5). Ancak bu hiicreler yetiskindeki
etkinligini ancak 10.5. giinde kazanir (Orkin S.H., 1996). Fotal donemdeki hemopoez
ise bircok dokuda farkli zaman dilimleri i¢inde var olur. Bu bulgular embriyoda/fetusta
hemopoetik kok hiicrenin yetiskin doneme benzemeyen bir programa sahip oldugunu
diisiindiiriir. Hemopoetik kok hiicreler embriyoda/fetusta birden ¢ok noktada es zamanh
olarak veya ardisitk zamanlarda ortaya c¢ikmakta ve belki de, farklilagmig, mitoz
boliinmesini tamamlamis kan hiicrelerinin sayisindan bagimsiz olarak oncii hiicreleri
tretmektedir. Memelilerde hemopoezin ilk goriildiigli bolge vitellus kesesidir. Daha
sonra aort-gonad ¢ikintisi-mezonefroz (AGM) bolgesine tasinir. Bu bolge ayni zamanda
mezenkimal kok hiicrelerin, endotel Onclisii hiicrelerin  ve biiylik olasilikla

hemanjiyoblastlarin da kéken aldigir bolgedir (Minasi M.G., ve ark 2002). Eriskin bir
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insanda hemopoetik kok hiicreler ve bunlarin tiirevleri kan hiicrelerini olugturmak ve
kendi onciillerini meydana getirmekten sorumludurlar. Yukarida da bahsedildigi gibi
hemopoez ile ilkel kan hiicreleri prenatal yasamin erken donemlerinde embriyo disi
hemopoez bolgelerinden embriyo i¢i hemopoez bolgesine gegisle baslar. Embriyoda
hemopoez ilk olarak 3. haftanin basinda vitellus kesesini olusturan mezoderm yapragi
icindeki mezenkim hiicrelerden farkanmaya baglar. Burada, hemanjiyoblast ad1 verilen
multipotent kok hiicrelerden gerceklesir. Bu hiicreler, hem hemopoetik hem de
anjiyopoetik oncii hiicrelerin ortak atasi olarak kabul edilmektedir. Vitellus kesesinde
farede 7,5. giinde, insanda 20. giinde saptanir (Dzierzak E., ve Speck N.A., 2008).
Vitellus kesesi hemopoezin baslangic bolgesi olsa da kalici hemopoezin AGM
bolgesinden, insanda dordiincii haftada, farede 10,5. giinde ortaya ¢iktig1 belirtilmistir
(Boisset J.C., ve ark 2010). Hemopoez farede 11-12. giinlerde, insanda 5. hafta
ortalarinda AGM’den plasentaya ve karacigere taginir. Karaciger fetus donemindeki en
belirgin hemopoez bolgesidir. Fare embriyosunda 14. giinde dalaga gegen hemopoez 18.
giinde kemik iligine gecer. Insanda gebeligin 6. ayinda kemik iligine tasinir ve dogum
sirasinda hemopoezin biiylik kismini kemik iligi istlenmistir. Schofield’in 1978 yilinda
kemik iligi yapimimin diizenlenmesine iligkin tanimlamasinda 6nerdigi gibi, hem ilkel
hem kalict hemopoez, hiicrelerin mikrogevresinden yani nisten gelen uyarilara siddetli
gereksinim duyar. Burada nis, kok hiicre islevini zaman ve mekan bakimindan uygun
sinyallerle destekleyen bir mikrogevre olarak tanimlanabilir. Burada hemopoetik kok
hiicre ve onciillerine destek gorevi yapan, onlarin islevini dogrudan etkileyen stroma
hiicreleri bulunur. Bunlarin bir boliimii hemopoetik kok hiicre sinifindadir.

Cevre mezenkim hiicreleri tarafindan FGF2 etkisi, hemanjiyoblastlarda HOXBS5
geninin uyarilmasia ve hiicrelerin FGF2’ye yanit vermesini saglar. Diger mezenkim
hiicreleri arasinda sekillenmeye baslayan ilkel kan adacigimin ortasinda kalan
hemanjiyoblastlar, hemopoetik  kok  hiicre olarak  farklanirken  ¢evredeki
hemanjiyoblastlar endotel hiicrelere farklanir. lerleyen asamalarda ise VEGF, PDGF
gibi pek ¢ok biiylime faktorii ve bunlarin salinimini saglayan Notch yolagi gibi yolaklar
gorevlidir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda 6zellikle néral tiip gelisiminde de etkisi
olan sinyal mekanizmalarinin hemopoetik kok hiicre davraniglarina etkisi arastirilmistir.
Embriyo viicut planinin olusmasinda ve organogenezde énemi olan HOX geni olmayan
farelerin hemopoetik kok hiicre yapilarinda da bozulmalar izlenmistir (Akala O.0., ve
Clark M.F., 2006).
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Hemopoetik hiicreleri in vitro olarak tanimlayabilmek i¢in birgok yOntem
gelistirilmistir. Giiniimiizde biliylik ve karigik bir hiicre grubu icinde az sayida
bulunabilen kok hiicrelerin taninmasi ve tespiti “Floresanla aktive hiicre ayirma
(FACS)” yontemi ile miimkiin olmaktadir (Ploemacher R.E., 1997). Bu yontemde;
floresan boya ile isaretli monoklonal antikorlarla tanimlanabilen hiicre yiizey
proteinlerinden yararlanilmaktadir. Insan hemopoetik kok hiicreleri igin tanimlanmus
belirtecler sunlardir; CD31, CD34, CD45, CD117 (Sally A. ve Jones B., 2012), CD11,
CD14 ve HLA-DR (Dominici M., ve ark 2006).

24.2.2.a.CD14

CD 14; 55 kDa agirhiginda glikoprotein yapida bir hiicre yiizey reseptoridiir.
Hemopoetik kok hiicrelerin temel molekiiler belirteci olmasi yaninda, monosit
farklanma antijeni olarak ve T hiicrelerinin proliferasyonundan sorumludur. Bir diger
gorevi de hiicre-hiicre iligkisini saglamaktir. Cesitli sitokinlerin etkisiyle monositlerin
endotel hiicrelerine yapismasini saglar. Akut monositik 16semi ve akut miyelomonositik
16semi belirteci olarak kullanilir. Burada CD14 negatif olan durumlarda ¢ogalamayan
ve artik olgunlagmis hiicre varligindan s6z edilebilir (Ziegler-Heidbrock H.W.L., ve
Ulevitch R.J., 1993; Sally A. ve Jones B., 2012). CD14’{in karaciger, akciger ve bobrek
yaralanmalarinda 6nemi belirtilmistir. Bu ¢alismalarda karaciger, akciger ve bobrekte
lipopolisakkaritlere karst olusturulan bir mekanizmanin ortaya ¢iktigi gozlenmistir.
Lipopolisakkaritler, tiim gram negatif bakterilerin digs membraninda glikolipit yapida bir
molekiildiir.  Normalde  bagirsak  mukozasinda  yasayan bu  bakterilerin
lipopolisakkaritleri, viicudun kendine ait koruyucu mekanizmalari ile tolere edilir.
Ancak yaralanma veya patolojik bir durumda artan lipopolisakkaritler karacigerde
Kupffer hiicrelerinin, alveolar makrofajlarin, bobrek glomeriil hiicrelerinin daha fazla
aktive olmasini ve CD14’{in pozitif reaksiyon vermesini saglar. Patolojik durumlarda
monosit Onciilii hiicrelerin aktive olmasindan, CD14 pozitif reaksiyon verdigi
diistiniilmektedir (Tianxin Y., ve ark  1999; Maus U., ve ark 2001; Su G.L., ve ark
2002). Alzheimer hastaligt gibi kronik noéroinflamasyon hastaliklarinda, beyin
mikroglial hiicrelerinde CD14 pozitifliginin arttig1 belirtilmistir (Fassbender K., ve ark
2003). Yapilan baska bir c¢alismada, HIV enfeksiyonlu insan beyin dokusunda,
parankimal mikroglial hiicrelerde ve makrofajlarda CD14 ile CD45’in yogun pozitiflik
gosterdigi bildirilmistir (Cosenza M.A., ve ark 2002).
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2.4.2.2.b. CD45

CD45; 16kosit antijeni (Leucocyt common antigen, LCA) olarak bilinir. Hemopoetik
kok hiicre hattinda bulunan tiim hiicrelerin yiizeyinde bulunan, yaklasik 170-220 kDa
agirhiginda, transmembran glikoproteinidir. Yetiskin bireylerde CD45, olgun T
lenfositlerde bulunur. Bunun yaninda, tiim hemopoetik kok hiicrelerde (Sally A. ve
Jones B., 2012), trombositler ve olgun eritrositlerin hiice yiizey belirtecidir. Ayrica
CD45’in RA, RB, RO olarak ifade edilen ¢esitli alt birimleri bulunmaktadir (Craig W.,
ve ark 1994; Altn J.G., ve Sloan E.K., 1997). CD45 genellikle diger hiicre yiizey
molekiilleri ile iligki kurarak hiicreler arasi etkilesimleri diizenler. Hiicreler arasinda
iliskiyi saglayan molekiiller, hiicre yiizey proteinleri ve karbonhidrat birimleridir. Tavuk
ve farelerde yapilan arastirmalarda, embriyoner ve erigkin donemlerde CD45’in
makrofaj/mikroglia 6zel belirteci oldugu belirtilmistir (Cuadros M.A., ve ark 2006).
Insanda gelisen spinal kordda CD45 immiinolokalizasyonu zayif isaretlenmis olarak
izlenirken, yetiskin donemde varligin1 devam ettirmedigi belirtilmis ancak motor néron
hastaligina sahip olanlarin spinal kordunda, CD45 pozitif olarak isaretlenmistir (Rezaie
P., ve ark 1999). Yaralanmis rat beyin dokusunda mikroglia hiicrelerinde normal rat
beyin dokusuna gore daha fazla eksprese oldugu gosterilmistir (Karp H.L., ve ark
1994). CD45 immiinolokalizasyonunun patolojik kranial sinir sistemi hastalarinda beyin
dokusunda arttigi1 bildirilmigir (Penninger J.M., ve ark 2001). Alzheimer hastaliginda
CD45’in mikroglial hiicrelerin aktivasyonunun yavaslamasiyla ekspresyonunun azaldig:
bildirilmistir (Tan J., ve ark 2000). Yapilan bir galismada HIV’li hastalarin T
lenfositlerindeki CD45 yiizey reseptoriiniin azaldigi boylece T hiicrelerinin aktivitesinin
bozuldugu bildirilmistir (Mabalingam M. ve ark 1996).
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3. GEREC VE YONTEMLER

Calismamizda Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlart
Laboratuarinda iretilen yaklasik 220-240 gram, 20 adet Wistar albino, dogum
yapmamus disi siganlar kullanildi. Siganlar 20-24 °C sicaklik, %50-70 nem ve 12 saat
aydmlik karanlik dongilinlin saglandig1 standart sartlar altinda, su ve yiyecege serbest
erisim imkani taninarak barindirildi. Sicanlar, embriyoner dénem ve fétal donem ndral
tiip defekti arastirmalari icin iki gruba ayrildi. Embriyoner dénemde kullanilan
hayvanlar, gebeligin 5,5. giiniinde (Carnegie safha 5-6), intragastrik oral gavajla
40mg/kg retinoik asit verilmis ve 10,5. giliniinde (Carnegie saftha 9) embriyolari
toplanmig olan deney grubu (D1) ve 5,5. gilinlinde retinoik asit yerine ayni miktar
zeytinyagl verilen, 10,5. giiniinde de embriyolar1 toplanan kontrol grubu (K1) olarak
ayrildi. Fotal donemde kullanilan hayvanlar ise gebeligin 10,5. giintinde (Carnegie satha
9) intragastrik oral gavajla 40mg/kg retinoik asit verilmis, 15,5. giinlinde (Carnegie
safha 19) embriyolari toplanmis deney gurubu (D2) ve gebeligin 10,5. giinlinde ayni
miktar zeytinyagi verilmis, 15,5. giiniinde embriyolar1 toplanmis kontrol grubu (K2)
olarak ayrildi. Tim gruplar ¢izelge 2’de gosterilmistir. Calisma i¢in Cumbhuriyet
Universitesi Etik  Kurulu’ndan  04/10/2012 tarih  ve
B.30.2.CUM.0.01.00.00-50/104 sayili onay belgesi alinmistir (Onay belgesi EK 1’de

Deney Hayvanlar

verilmistir.)

Cizelge 2. Gruplarin belirlenmesi.

Gruplar E5,5 E10,5 E15,5
(Carnegie 5-6)  (Carnegie 9) (Carnegie 19)
D1 40mg/kg RA Embriyolarin -
toplanmasi
K1 40mg/kg z.yagt ~ Embriyolarin -
toplanmast
D2 - 40mg/kg RA Fetuslarin
toplanmasi
K2 - 40mg/kg z.yag1  Fetuslarin
toplanmasi
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3. 1. Gebelik i¢in sikluslarin belirlenmesi

Siganlarin 6Ostrus sikluslar1 vajinal siiriintii ile belirlendi (McLean A.C., ve ark 2012).
Vajinal siiriintii igin 200 pl’lik pipet kullanildi. Steril olan pipet ucuyla, oda 1sisinda 100
ul steril distile su vajinal bolgeye verildi. Vajinal bolgeden toplanan vajinal salgi, lama
yayilarak havada kurutuldu (Yener T., ve ark 2007). Daha sonra hizli sekilde azalan
alkol serilerinden gegirilerek Harri’s hematoksilen boyasinda 2 dk boyandi. Boyanan
materyal 151k mikroskop altinda incelenerek ratlarda Ostrus sikluslarina karar verildi.
Vajinal siiriintii ile prodstrus déoneminde olan hayvanlar bir gece ¢iftlesmeye birakildi.
Ertesi giin siiriintiilerde sperm goriilen hayvanlar gebeligin 0,5. giinii olarak kabul edildi

(Miller B.H. ve Takahashi J.S., 2014; McLean A.C., ve ark., 2012).
3.2. Retinoik asit’in hazirlanmasi

Retinoik asit (AtRA: all trans retinoic acid, Santa Cruz) zeytinyagi i¢inde ¢oziilerek
40mg/kg olacak sekilde hazirlandi. Hazirlanan retinoik asit 151k almamasi i¢in
aliminyum folyo ile sarilarak buzdolabinda bekletildi. Embriyoner donem deney
grubuna (D1) gebeligin 5,5. giinlinde, fotal donem deney grubuna (D2) ise 10,5.
giiniinde gebe hayvanlarin agirliklart tek tek tartilarak, retinoik asit miktari1 40 mg/kg
olacak sekilde intragastrik gavaj yolu ile verildi. Kontrol gruplarina ise ayni giinlerde
retinoik asitin ¢ozdiiriildiigii zeytinyagi, hayvanlar tartilarak yine 40 mg/kg olacak
sekilde intragastrik gavaj yolu ile verildi. Bu asamadan sonra gebelik takip edildi ve
D1-K1 gruplari 10,5. giiniinde, D2-K2 gruplar1 15,5. giinde yiiksek doz sodyum penta-
barbital (200 mg/kg) intraperitoneal yolla enjekte edilerek sakrifiye edildi. Gebeligi

sonlandirilan ratlarin embriyolar1 toplandi.
3.3. Stereomikroskop ve 151k mikroskopi

Toplanan embriyolar Leica EZ40 stereomikroskop altinda incelenerek fotograflandi.
Toplanan embriyolar %10 tamponlanmis noétral formalinde 48 saat fikse edildi.
Ardindan rutin histolojik yontemler uygulanarak bloklandi. Bloklanan dokulardan Leica
RM 2125 RT mikrotom ile 3-5um kesitler alindi. Kesitlere hematoksilen eozin boyama
ve immiinohistokimyasal boyamalar yapildi. Doku kesitleri once genel goriintiileri
incelenmek amaciyla Nikon SMZ 1500 stereomikroskop ile goriintiilendi. Daha sonra

Olympus BX51 151k mikroskop kullanilarak histolojik agidan degerlendirildi.
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3.4. Immiinohistokimya

Parafin bloklardan alinan kesitler poly-L-lysine kapli adhezivli lamlar (Marienfeld)
tizerine alindi. Bir gece 56 °C’lik etiivde tutularak parafini giderildi. Kesitler asagidaki
serilerden gecirilerek saf suda bekletildi. Asagidaki islemler sirayla uygulandi.

¢%100 Alkol ... 2 dk

©9%96 Alkol ... 2dk

©9%96 Alkol ... 2 dk

¢ %380 Alkol ... 2 dk

¢9%70 Alkol ... 2 dk

eDistile su ..... 2 dk

e Endojen peroksidazi maskelemek i¢in kesitler oda 1sisinda H,O, de (hidrojen

peroksit) 5-10 dakika bekletildi.

o2 defa PBS ile yikandu.

e Antijenin geri doniisiimiinii saglamak i¢in kesitler, igcinde EDTA tamponu

(pH=8.5) veya sitrat tamponu (pH=6) kullanild1 (Tablo 2). Lamlar, sitrat veya

EDTA bulunan salelere konarak mikrodalga firinda maksimum ayarda 5 dakika,

orta ayarda 15 dakika periyotlarla kaynatildi.

e Mikrodalga firindan c¢ikarilan kesitler oda sicakliginda 20 dakika sogumaya

birakildi.

o2 defa PBS ile yikandu.

o Kesitler 10-15 dakika Ultra V Block (Lab Vision UltraVision Large Volume

Detection System Anti-rabbit, HRP), oda sicakliginda uygulandi.

e Kullandigimiz antikorlar (Cizelge 3) 100ul eklenerek, +4 °C de bir gece

birakildi (overnight).

e Ertesi giin ¢ikarilan 6rnekler 3-4 kere PBS ile yikandi.

¢ 20 dakika Biotinlated Goat anti-Rabbit (LabVision UltraVision Large Volume

Detection System Anti-rabbit, HRP) 37-40°C de sekonder antikoru uygulandi.

o2 kere PBS ile yikandu.

20 dakika Streptavidin Peroxidase (LabVision UltraVision Large Volume

Detection System Anti-rabbit, HRP) 37-40°C de uygulandi.

o2 kere PBS ile yikandu.

¢ 10-15 dakika kromojen (LabVision AEC Substrat System) dokulara uygulandi
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¢4 kere PBS den gecirildi.

¢ 1,5 dakika Harri’s Hematoksilen (Merck) ile zit boyama yapildi.

¢ Cesme suyunda yikandu.

e Preperatlar kurutulup, kapatict (Lab Vision marka Aqueous Mounting Medium)

ile kapatildi.
3.5. Kullanilan Cihazlar

e Doku Takip Cihaz1 (Leica, Germany)

e Gomme firin1 (MKN Taab, UK)

e Su banyosu (Leica, Gemany)

¢ Mikrotom (Leica, Gemany)

e pH Metre (Metle Toledo MP 2200, UK)

e Manyetik Karistirici1 (BIBBY Stuart, UK)

e Floresan mikroskop (Olympus BX51, Japan)

e Hassas Tart1 (Denver Instrument Company, USA)

e Mikrodalga Firm (Argelik MD 554 Intellwave, Tiirkiye)

o Mikropipetler -10ul, 20ul, 200ul ve 1000ul- (Gilson, USA)

3.6. Kimyasal Maddeler

¢ Antikorlar (Tablo2)

e Large Volume Vision Mount (125ml, Thermo Sci, USA)

¢ AEC (Invitrogen, USA)

eUltra Vision Large Volume Determination System Anti-Polyvalent HRP
(Thermo Sci, USA)

e Hidrogen peroxide (Thermo Sci, USA)

e Eo0zin-Y Solution 0.5% aqueus (Merck, Germany)

e Pappanicolau’ solution 1a-Harris’ Hematoxylin (Merck, Germany)
e Phospate Buffer Saline (PBS) (Sigma, USA)

¢ Antibody Diluent Reagent Solution (Invitrogen, USA)

¢EDTA (Biooptica, Milano, Italy pH:8)

o Sitrat (Biooptica, Milano, Italy pH:6)

¢ Retinoik asit (Sigma/USA)

e Formaldehit (37%, Merck, Germany)
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e Ksilen (Merck, Germany)
e Entellan (Merck, Germany)
o Etil alkol (Merk, Germany)
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Cizelge 3. Calismada kullanilan antikorlar, markalar1 ve antijen geri doniisiimiinde

kullanilan tamponlar.

Antikorlar Markalar Antijen geri
doniisiimiinde kullanilan
tamponlar

CD105 ABBIOTEC(SanDiego/USA) Sitrat

251222
Pab anti-CD73 Novus Biological (USA) EDTA
NBP1-85740

CD90 (THY-1) Bioss (USA) Sitrat

bs-0778R

CD44 Bioss (USA) Sitrat

bs-0521R

CD271 (p75 NGF Bioss (USA) Sitrat

reseptor) bs-0161R

CD56 (NCAM) Bioss (USA) Sitrat

bs-0736R

CD34 Bioss (USA) EDTA

bs-0736R

CD14 ABBIOTEC (San EDTA

Diego/USA)
251561
CD45 Bioss (USA) Sitrat

bs-0522R
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4. BULGULAR
4.1. Retinoik Asit Doz Bulgular

Deneyin baslangicinda noral tiip defekti olusturmak igin ratlara 50-70 mg/kg retinoik
asit oral gavaj yolu ile verilmistir. Bu dozda embriyolarin biiylik kisminin rezorbe
olmas1 nedeniyle doz miktar1 40 mg/kg olarak belirlenmistir. Doz ayarlama sirasinda
retinoik asitin uygulama giinleri, gebeligin kaginci giiniinde verildigi, retinoik asitin

dozu ve buna bagli rezorbe olan embriyo miktar1 Cizelge 4’te verilmistir.

Cizelge 4. Verilen retinoik asitin, uygulandigi tarih, gebeligin giinli, denemede
kullanilan miktarlar1 ve bunlara bagli rezorbe embriyo sayisi.

Uygulamalar RA verilme giinii RA dozu Rezorbe embriyo
mg/kg sayisi
1 8,5 70 12/12
2 9,5 70 12/12
3 10,5 70 12/12
4 8,5 70 11/11
5 8,5 70 10/10
6 10 60 9/9
7 10 60 12/12
8 9 50 1/2
9 9 50 10/10
10 11,5 50 1/9
11 12,5 50 8/8
12 10,5 50 2/12
13 10,5 40 1/10
14 10,5 40 0/11
15 10,5 40 0/12
16 10,5 40 0/11
17 55 40 1/9
18 55 40 0/9
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4.2. Vajinal Siiriintii Bulgulari

Yapilan vajinal siirlinti ile alinan Ornekler lam iizerine yayilip boyanarak
degerlendirildi. Bu degerlendirme sonucunda, prodstrus donemde olan hayvanlarda
agirhikli olarak niikleuslu epitelyal hiicreler (Sekil 14 A) belirlendi. Ostrus doneminde
olan hayvanlarda, vajinal siiriintiide yogun olarak niikleussuz kornifiye hiicreler (Sekil
14 B) gorildi. Metedstrus donemindeki hayvanlarin vajinal siirlintiide, neredeyse
birbirine yakin sayida lokositler, kornifiye hiicreler ve niikleuslu epitelyal hiicreler
(Sekil 14 C) izlenirken diostrusta ise baskin sekilde I6kositler izlendi (Sekil 14 D).
Prodstrustan Ostrusa ge¢me araligi 12 saat oldugu i¢in prodstrusta olan hayvanlar
belirlenerek c¢iftlesmeye birakildi ve ertesi giin vajinal siiriintiide sperm goriilenler

ayrilarak gebeligin 0.5.giinii olarak takibe alind1 (Sekil 15).

Sekil 14. Vajinal siirlintii bulgulari. A) Proostrus siklusunda, yogun sekilde niikleuslu
epitelyal hiicreler (|:>) izlenmektedir. B) Ostrus siklusunda, kornifiye hiicreler ( %)
yogun sekilde izlenmektedir. C) Metostrus siklusunda (*, l6kositler, kornifiye hiicreler
(=) ve az sayida niikleuslu epitel ( |:>) hiicreler izlenmektedir. D) Didstrus
siklusunda, ¢ok sayida 16kosit (=) izlenmektedir.
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Sekil 15. Ciftlesme sonrasi alinan vajinal siiriintiide ¢ok sayida sperm izlemektedir.
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4.3. K1-D1 gruplari bulgulari
4.3.1. K1 grubu stereomikroskop ve H&E boyama bulgular

Kontrol grubu 1 (K1), gebeligin 5,5. giiniinde 40 mg/kg zeytinyag: intragastrik oral
gavaj yolu ile verilmis ratlardan olusmaktadir. Gebe ratlar, gebeliklerinin 10,5. gliniinde
sakrifiye edilmistir. Sakrifiye edilen ratlarin embriyolart hizla toplanmis ve stereo
mikroskop altinda degerlendirilmistir. Buna gore kontrol grubu embriyolarinda,
plasenta normal boyutlarda izlenmistir. Embriyolarin dig yilizeyinde herhangi bir
hemorajik alanla karsilagilmamustir (Sekil 16 A). Ayni embriyolardan alinan sagittal,
frontal ve transvers seri kesitlere, H&E boyama yapilmis, embriyonun genel
goriintlisliniin normal oldugu belirlenmistir. Kraniyal ve kaudal néroporlarin normal bir

noroepitele sahip oldugu izlenmistir (Sekil 16 B, C, D).

o .‘~..‘ e, (lr ‘ {’__v)‘ : :
Sekil 16. K1 grubunda bulunan embriyolarin; A) Stereomikroskop goriintiisii, B)
Sagittal kesit (H&E 4X), C) Frontal kesit (H&E 4X), D) Transvers kesit (H&E 10X)

goriintiileri izlenmektedir (kr: kranial néropor, ka: kaudal néropor).
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4.3.2. D1 grubu stereomikroskop ve H&E boyama bulgular:

Deney grubu 1 (D1), gebeligin 5,5. giiniinde, 40 mg/kg retinoik asit intragastrik oral
gavajla verilmis olan ratlardan olusmaktadir. Gebeligin 10,5. giiniinde sakrifiye edilerek
hizla embriyolar1 toplanmis, stereomikroskop altinda makroskobik olarak
degerlendirilmistir. D1 grubu embriyolarinin normalden kiigiik oldugu belirlenmistir.
Embriyolarn deri altinda yogun hemorajik alanlar izlenmistir (Sekil 17 A). Ay
embriyolarin sagittal ve transvers yonde aliman seri kesitlerine H&E boyama
yapilmugtir. Incelenen kesitlerde embriyolarin bazilarinda kraniyalde agik néral tiip
izlendigi (Sekil 17 B) ve kraniyal boliimiin boyun bolgesinden sonra diizgiin sekilde
devamlilik gostermedigi (Sekil 17 C) ve anormal aksial rotasyon (neural tube twisting,

kinking, abnormal axial turning) belirlenmistir (Sekil 17 D).

s

2 ===
Sekil 17. D1 grubunda bulunan embriyolar; A) Stereomikroskopta yogun hemorajik
alanlar ( |:>)(8X), B-C) Transvers kesitte agik noral tiip ve anormal aksiyal rotasyon
(H&E, 4X). D) Sagittal kesitte anormal aksiyal rotasyon goriintiileri izlenmektedir
(H&E, 4X) (kr: kranial néropor, ka:kaudal néropor).
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4.3.3. K1-D1 Gruplar: immiinohistokimya bulgular:

K1-DI1 gruplarina yapilan mezenkimal kok hiicre belirteglerinden olan CD44, CD56,
CD73, CD90, CD105, CD271 ve hemopoetik kok hiicre belirteclerinden olan CD14 ile
CD45 immiinohistokimyasal boyamalar uygulanmistir. Yapilan immiinohistokimyasal
boyamalar semi-kantitatif skorlama yontemiyle degerlendirilerek sonuglar Cizelge 5, 7,
9, 11, 13, 15, 17, 19°da verilmistir. Bu grupta bulunan embriyolarin sagittal ve transvers
seri Kkesitlerine yapilan immiinohistokimyasal boyamalar, tiim gruplarda ayni alanlara
denk gelecek sekilde degerlendirilmistir. Bu alanlar K1 grubu i¢in; Sekil 18 A-B’de, D2
grubu igin; Sekil 18 D-E’de gosterilmistir.

Sekil 18. A, B. K1 grubu sagittal kesitte (A), transvers kesitte (B), kranial (kr) ve kaudal
(ka) noral tiip bolgeleri.

Sekil 18 C, D. D1 grubu sagittal kesitte (C), transvers kesitte (D), kranial (kr) ve kaudal
(ka) noral tiip bolgeleri.
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4.3.3.1. K1 grubu CD44 bulgular:

CD44 boyamayla mezenkimal kok hiicrelerin belirlenmesi amaglanmis ve genel olarak
K1 grubunda orta siddette ekspresyon goriilmiistiir. Kraniyal ve kaudal néroporun
noroepitelinde, noroepitelin bazal membraninda, primitif ependimal tabakada orta
siddette lokalizasyon gosteren sitoplazmik alanlar izlenmistir (Sekil 19 A-D).
Noroporlarin  ¢evresindeki  sklerotom, miyotom, dermatom bolgesinde bulunan
hiicrelerin sitoplazmalarinda, kan damarlarlar1 endotel hiicrelerinde ve kan damarlari

icinde bulunan hiicrelerin bazilarinda da CD44 immiinolokalizasyonunun orta siddette

oldugu gorilmiistiir (Sekil 19 B-D).

Sekil 19. K1 grubunda, kraniyal (A, B) ve kaudal (C, D) noéropor noroepitelinde,
noroepitelin bazal membraninda (bm), primitif ependimal tabakada (I:> kan damarlari
ve i¢inde bulunan hiicrelerde ( ¥¥), sklerotom (sk), myotom (my) ve dermatomda (dr)
CD44 immiinolokalizasyonu izlenmektedir. A) 40X, B) 100X, C) 40X, D) 100X
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4.3.3.2. K1 grubu CD56 bulgular:

Yapilan CD56 boyamayla K1 grubunda mezenkimal kok hiicrelerin isaretlenmesi
amaclanmistir. Kraniyal ve kaudal néroporun ndroepitelinde, noroepitelin bazal
membraninda, primitif ependimal tabakada zayif siddette lokalizasyon gosteren
sitoplazmik alanlar izlenmistir (Sekil 20 A-D). Noroporlarin ¢evresinde sklerotom,
miyotom, dermatom bdlgesinde bulunan hiicrelerin sitoplazmalarinda, kan damarlar
endotel hiicrelerinde zayif siddette iken, kan damarlar1 iginde bulunan hiicrelerin
bazilarinda CD56 immiinolokalizasyonunun orta siddette oldugu goriilmiistiir (Sekil 20
B, D).

Sekil 20. K1 grubunda, kraniyal (A, B) ve kaudal (C, D) noropor noroepitelinde,
noroepitelin bazal membraninda (bm), primitif ependimal tabakada (I:>), kan
damarlarinm bulundugu alanlar (%), sklerotom (sk) ve myotomda (my) CD56
immiinolokalizasyonu izlenmektedir. A) 40X, B) 100X, C) 40X, D) 100X.
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4.3.3.3. K1 grubu CD73 bulgular

Caligmada K1 grubunda CD73 boyamayla mezenkimal kok hiicreler genel olarak, orta
siddette immiinolokalizasyon gostermistir. Kraniyal ve kaudal ndroporun ndroepitelinde
orta siddette lokalizasyon gosteren sitoplazmik alanlar goériilmiistiir (Sekil 21 A-D).
Noroporlarin bazal membraninda ve pirimitif ependimal tabakada yogun boyanmalar
belirlenmigtir (Sekil 21 B, D). Noroporlarin ¢evresinde bulunan sklerotom, miyotom,
dermatom alanlarinda bulunan hiicrelerin sitoplazmalarinda, kan damarlari endotel
hiicrelerinde ve kan damarlari i¢inde bulunan hiicrelerin bazilarinda da CD73

immiinolokalizasyonunun orta siddette oldugu goriilmistiir (Sekil 21 A-C).

Sekil 21. K1 grubunda, kraniyal (A, B) ve kaudal (C, D) noéropor noroepitelinde, bazal
membranda (bm), primitif ependimal tabakada (I:> ), noroepitel ¢evresinde sklerotom

(sk), miyotom (my), dermotomda (dr) CD73 immiinolokalizasyonu izlenmektedir. A)

40X, B) 100X, C) 40X, D) 100X.
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4.3.3.4. K1 grubu CD90 bulgular

Calismanin devaminda yapilan CD90 boyamayla mezenkimal kok hiicreler isaretlenmis,
K1 grubunda orta siddette lokalizasyon izlenmistir. Kraniyal ve kaudal noéroporun
noroepitelinde, noroepitelin bazal membraninda, primitif ependimal tabakada yogun
lokalizasyon gosteren sitoplazmik alanlar gorilmiistiir (Sekil 22 A-D). Sklerotom,
miyotom, dermotomda, kan damarlar1 endotel hiicrelerinde ve kan damarlar1 iginde
bulunan hiicrelerin bazilarinda da CD90 immiinolokalizasyonunun orta siddette oldugu

goriilmiistiir (Sekil 22 B, C).

ot N

ko

Sekil 22. K1 grubunda, kraniyal (A, B) ve kaudal (C, D) noéropor noroepitelinde,
noroepitelin bazal membraninda (bm), primitif ependimal tabakada (|:>), sklerotom
(sk), miyotom (my), dermatomda (dr) CD90 immiinolokalizasyonu izlenmektedir. A)
40X, B) 100X, C) 40X, D) 100X.
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4.3.3.5. K1 grubu CD105 bulgular

Yapilan CDI105 (endoglin) boyamayla, mezenkimal kok hiicrelerin isaretlenmesi
amaglanmis ve kontrol grubunda genel olarak zayif siddette lokalizasyon izlenmistir.
Kraniyal ve kaudal néroporun noéroepitelinde zayif boyanan hiicreler goriilmiistiir (Sekil
23 A-D). Primitif ependimal tabakada bulunan hiicrelerin sitoplazmalarinda ve
noroepitelin bazal membraninda orta siddette boyanma izlenmistir (Sekil 23 B-D).
Noroporlarin ¢evresinde, sklerotom, miyotom ve dermotomda bulunan hiicrelerin
sitoplazmalarinda, kan damarlar1 i¢inde bulunan hiicrelerde orta siddette CD105

ekspresyonu belirlenmistir (Sekil 23 A, C).

B TR,

AR T,
LN TN

7 _ .
Sekil 23. K1 grubunda, kraniyal (A, B) ve kaudal (C, D) néropor noéroepitelinde,
noroepitel cevresinde sklerotom (sk), miyotom (my), dermatomda (dr), ndroepitelin
bazal membraninda (bm), ventrikiiler zonda bulunan ( |:>) ve damar i¢inde bulunan
hiicrelerde ( ¥ ) CD105 immiinolokalizasyonu izlenmektedir. A) 40X, B) 100X, C)
40X, D) 100X.
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4.3.3.6. K1 grubu CD271 bulgular

K1 grubu CD271 bulgularina bakildiginda genel olarak, zayif siddette
immiinolokalizasyon izlenmistir. CD271 mezenkimal kok hiicre isaretleyicisidir.
Kraniyal ve kaudal néroporun noroepitelinde, ndroepitelin bazal membraninda, primitif
ependimal tabakada =zayif siddette lokalizasyon gosteren sitoplazmik alanlar
belirlenmistir (Sekil 24 A-D). Noroporlarin ¢evresinde sklerotom, myotom, dermatom
bolgesinde bulunan hiicrelerin sitoplazmalarinda, kan damarlar1 endotel hiicrelerinde ve

kan damarlar1 i¢inde bulunan hiicrelerin bazilarinda CD271 immiinolokalizasyonunun

orta siddette oldugu goriilmistiir (Sekil 24 B, D).

Sekil 24. K1 grubunda, kraniyal (A, B) ve kaudal (C, D) noéropor noroepitelinde,
ndroporun bazal membraninda (bm), primitif ependimal tabakada (|=>), sklerotom (sk),
myotom (my) ve dermatomda (dr) CD271 immiinolokalizasyonu izlenmektedir. A)
40X, B) 100X, C) 40X, D) 100X.
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4.3.3.7. K1 grubu CD14 bulgular

Yapilan CD14 boyamayla hemopoetik kok hiicrelerin lokalizasyonu kraniyal ve kaudal
ndroporun noroepitelinde, ndroepitelin bazal membraninda, primitif ependimal tabakada
yogun siddette lokalizasyon gosteren sitoplazmik alanlar izlenmistir (Sekil 25 A-D).
Noroporlarin - ¢evresinde sklerotom ve myotom bolgesinde bulunan hiicrelerin

sitoplazmalarinda, kan damarlar1 endotel hiicrelerinde, kan damarlar1 iginde bulunan

hiicrelerin bazilarinda da CD14 immiinolokalizasyonunun ¢ok yogun siddette oldugu

goriilmiistiir (Sekil 25 A, C).

Sekil 25. K1 grubunda, kraniyal (A, B) ve kaudal (C, D) ndropor noroepitelinde,
noroepitelin bazal membraninda (bm), primitif ependimal tabakadaki hiicrelerin
sitoplazmasinda (I:>), sklerotom (sk) ve myotomda (my) CD14 immiinolokalizasyonu
izlenmektedir. A) 40X, B) 100X, C) 40X, D) 100X.
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4.3.3.8. K1 grubu CD45 bulgular

K1 grubunda CD45 antikoru hemopoetik kok hiicreleri isaretlemek icin kullanilmistir.
Kraniyal ve kaudal néroporun noroepitelinde, ndroepitelin bazal membraninda, primitif
ependimal tabakada bulunan hiicre sitoplazmalarinda yogun siddette lokalizasyon
gosteren alanlar izlenmistir (Sekil 26 A-D). Noroporlarin g¢evresindeki sklerotom,
miyotom, dermatomda bulunan hiicrelerin sitoplazmalarinda, kan damarlar1 endotel
hiicrelerinde orta siddette lokalizasyon goriiliirken, kan damarlar1 i¢inde bulunan
hiicrelerin  bazilarinda CD45 immiinolokalizasyonunun yogun siddette oldugu

goriilmistiir (Sekil 26 A, B).

Sekil 26. K1 grubunda, kraniyal (A, B) ve kaudal (C, D) noéropor noroepitelinde,
noroepitelin bazal membraninda (bm), primitif ependimal tabakada (I:>), noroepitel
cevresinde sklerotom (Sk), miyotom (my), dermatomda (dr), kan damarlar1 iginde
bulunan hiicre sitoplazmalarinda (*) CD45 immiinolokalizasyonu izlenmektedir. A)

40X, B) 100X, C) 40X, D) 100X.
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4.3.3.9. D1 grubu CD44 bulgulari

Bir mezenkimal kok hiicre belirteci olan CD44 boyamayla genel olarak D1 grubunda,
zayif siddette lokalizasyon belirlenmistir. Kraniyal ve kaudal néroporun néroepitelinde
zayif siddette lokalizasyon gosteren sitoplazmik alanlar izlenmistir (Sekil 27 A-D).
Noroporlarin ¢evresindeki sklerotom bolgesinde bulunan hiicrelerin sitoplazmalarinda,
noroepitelin bazal membraninda, primitif ependimal tabakada ve kan damarlar: i¢inde
bulunan hiicrelerde de CD44 immiinolokalizasyonunun zay1f oldugu goriilmiistiir (Sekil

27 B-C).
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Sekil 27. D1 grubunda, kraniyal (A, B) ve kaudal (C, D) ndropor noroepitelinde,

noroepitel bazal membraninda (bm), primitif ependimal tabakada ( I:> ), kan
damarlarinin iginde bulunan bazi hiicrelerde (* ), sklerotomda (sk) CDA44
immiinolokalizasyonu izlenmektedir. A) 40X, B) 100X, C) 40X, D) 100X.
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4.3.3.10. D1 grubu CD56 bulgulari

CD56 mezenkimal kok hiicre isaretleyicisidir. CD56 boyamayla genel olarak, zayif
siddette ekspresyon alanlar1 belirlenmistir. Kraniyal ve kaudal néroporun ndroepitelinde
zayif siddette lokalizasyon gosteren sitoplazmik alanlar izlenmistir (Sekil 28 A-D).
Noroporlarin  ¢evresinde sklerotomda bulunan hiicrelerin sitoplazmalarinda, kan

damarlar1 endotel hiicrelerinde, kan damarlar1 i¢inde bulunan hiicrelerde de CD56

immiinolokalizasyonunun genelde ¢ok zayif oldugu (Sekil 28 A-D) belirlenmistir.

Sekil 28. D1 grubunda, kraniyal (A, B) ve kaudal (C, D) néropor noroepitelinde,
noroepitel bazal membraninda (bm), primitif ependimal tabakada (|:>), kan damarlari
endoteli ve iglerinde bulunan hiicrelerde ( * ), sklerotomda (sk) CD56
immiinolokalizasyonu izlenmektedir. A) 40X, B) 100X, C) 40X, D) 100X.
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4.3.3.11. D1 grubu CD73 bulgulari

Calismanin devaminda yapilan CD73 boyamayla genel olarak D1 grubunda
mezenkimal hiicreler zayif siddette lokalizasyon gostermistir. Kraniyal ve kaudal
néroporun noroepitelinde, ndroepitelin bazal membraninda, primitif ependimal tabaka
hiicrelerinin sitoplazmalarinda orta siddette lokalizasyon gosteren alanlar izlenmistir
(Sekil 29 A-D). Noroporlarin gevresinde sklerotom, miyotom, dermatomda bulunan

hiicrelerin sitoplazmalarinda, kan damarlar1 endotel hiicrelerinde, kan damarlar1 i¢inde

bulunan hiicrelerde CD73 immiinolokalizasyonunun zayif oldugu goriilmiistiir (Sekil 29

A, C).

Sekil 29. D1 grubunda, kraniyal (A, B) ve kaudal (C, D) noéropor noroepitelinde,
noroepitelin bazal membraninda (bm), primitif ependimal tabakada (I:>), kan damar1
bulunan alanlarda (*), sklerotom (sk), myotom (my) ve dermatomda (dr) CD73
immiinolokalizasyonu izlenmektedir. A) 40X, B) 100X, C) 40X, D) 100X.
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4.3.3.12. D1 grubu CD90 bulgulari

D1 grubu CD90 bulgularinda zayif siddette lokalizasyon alanlar1 goriilmiistiir. CD90
mezenkimal kok hiicre belirleyicisidir. Kraniyal ve kaudal néroporun noroepitelinde
orta siddette lokalizasyon gosteren sitoplazmik alanlar izlenmistir (Sekil 30 A-D).
Noroepitelin bazal membraninda, primitif ependimal tabakada, noropor gevresinde
sklerotom, miyotom, dermatom alanlarinda bulunan hiicrelerin sitoplazmalarinda, kan
damarlar1 endotel hiicrelerinde ve damar i¢i hiicrelerde CD90 immiinolokalizasyonunun

zay1f oldugu gorilmistiir (Sekil 30 B-D).

7]

Sekil 30. D1 grubunda, kraniyal (A, B) ve kaudal (C, D) noéropor noroepitelinde,

noroepitel bazal membraninda (bm), primitif ependimal tabakada (I:>) ve kan
damarlarinin bulundugu alanlarda (*), sklerotom (sk), myotom (my) ve dermatomda
(dr) CD90 immiinolokalizasyonu izlenmektedir. A) 40X, B) 100X, C) 40X, D) 100X.
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4.3.3.13. D1 grubu CD105 bulgular:

CD105 mezenkimal kok hiicre isaretleyicisidir. Yapilan CD105 boyamayla genel olarak
D1 grubunda, orta siddette immiinolokalizasyon izlenmistir. Kraniyal ve kaudal
néroporun noroepitelinde orta siddette lokalizasyon gosteren sitoplazmik alanlar
belirlenmistir (Sekil 31 A-D). Noroepitelin ¢evresinde sklerotomda bulunan hiicrelerin
sitoplazmalarinda, bazal membraninda, primitif ependimal tabakada, kan damarlar
endotel hiicrelerinde ve damar icindeki hiicrelerde CD105 immiinolokalizasyonunun

zayif oldugu gorilmiistiir (Sekil 31 A,C).

Sekil 31. D1 grubunda, kraniyal (A, B) ve kaudal (C,D) néropor néroepitelinde,
noroepitelin bazal membraninda (bm), primitif ependimal tabakada (I:>), kan

damarlarinda ( *), sklerotomda (sk) CD105 immiinolokalizasyonu izlenmektedir. A)
40X, B) 100X, C) 40X, D) 100X.
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4.3.3.14. D1 grubu CD271 bulgular

CD271 boyamayla genel olarak D1 grubunda mezenkimal kok hiicreler zayif siddette
immiinolokalizasyon gdstermistir. Kraniyal ve kaudal noéroporun noéroepitelinde,
noroepitel bazal membraninda, primitif ependimal tabakada zayif siddette lokalizasyon
gosteren sitoplazmik alanlar belirlenmistir (Sekil 32 A-D). Noéroporlarin ¢evresinde
bulunan sklerotom ve myotomda bulunan hiicrelerin sitoplazmalarinda, kan damarlar
endotel hiicrelerinde, kan damarlar1 ig¢inde bulunan hiicrelerde de CD271

Immiinolokalizasyonunun ¢ok zayif oldugu goriilmistiir (Sekil 32 B-D).
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Sekil 32. D1 grubunda, kraniyal (A, B) ve kaudal (C, D) néropor noéroepitelinde,
noroepitel bazal membraninda (bm), primitif ependimal tabaka (|:>), kan damarlar
endotel hiicrelerinde ( * ), sklerotom (sk) ve myotomda (my) CD271
immiinolokalizasyonu izlenmektedir. A) 40X, B) 100X, C) 40X, D) 100X.
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4.3.3.15. D1 grubu CD14 bulgular

D1 grubunda yapilan CD14 boyamayla hemopoetik kok hiicreler genel olarak ¢ok
yogun lokalizasyon gostermistir. Kraniyal ve kaudal noroporun ndroepitelinde,
noroepitelin bazal membraninda, primitif ependimal tabakada ¢ok yogun lokalizasyon
gosteren sitoplazmik alanlar izlenmistir (Sekil 33 A-D). Noroporlarin ¢evresinde
sklerotom, myotom, dermatomda bulunan hiicrelerin sitoplazmalarinda, kan damarlari

endotel hiicrelerinde, kan damarlar1 i¢inde bulunan hiicrelerde de CDI14

immiinolokalizasyonunun ¢ok yogun oldugu gortilmistiir (Sekil 33 A-C).

SN LN Gan e 8. :
Sekil 33. D1 grubunda, kraniyal (A, B) ve kaudal (C, D) ndéropor noroepitelinde, bazal
membranda (bm), primitif ependimal tabakada ( I=>) ve kan damarlarinda (* ),
sklerotom (sk), myotom (my) ve dermatomda (dr) CDI14 immiinolokalizasyonu
izlenmektedir. A) 100X, B) 20X, C) 40X, D) 100X.
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4.3.3.16. D1 grubu CD45 bulgulari

Calismanin devaminda yapilan CD45 boyamada ise genel olarak, hemopoetik kdk
hiicrelerin orta siddette lokalizasyon gosterdigi izlenmistir. Kraniyal ve kaudal
néroporun ndroepitelinde bulunan hiicre sitoplazmasinda az miktarda lokalizasyon
belirlenmistir (Sekil 34 A-D). Noroepitelin bazal membraninda orta siddette, primitif
ependimal tabakada, noéroporlarin g¢evresindeki sklerotom, miyotom, dermatom
hiicrelerinin sitoplazmalarinda, kan damarlar1 endotel hiicrelerinde yogun siddette CD45
immiinolokalizasyonunun yogun oldugu goriilmustiir (Sekil 34 A-C).

SN =T S
Sekil 34. D1 grubunda kraniyal (A, B) ve kaudal (C, D) noropor noroepitelinde,
noroepitel bazal membraninda (bm), primitif ependimal tabakada (I:> ve kan damarlari
endoteli ve i¢inde bulunan hiicre sitoplazmalarinda (*), sklerotom (sk), myotom(my)
ve dermatomda (dr) CD45 immiinolokalizasyonu izlenmektedir. A) 40X, B) 100X, C)
40X, D) 100X.
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4.4. K2-D2 gruplarimn bulgulari
4.4.1. K2 grubu stereomikroskop ve H&E boyama bulgular

Kontrol grubu 2 (K2), gebeligin 10,5. giiniinde 40 mg/kg zeytinyagi intragastrik oral
gavaj yolu ile verilmis ratlardan olusmaktadir. Gebe ratlar, gebeliklerinin 15,5. gliniinde
sakrifiye edilmistir. Sakrifiye edilen ratlarin embriyolart hizla toplanmis ve
stereomikroskop altinda makroskobik olarak degerlendirilmistir (Sekil 35 A). Bu
makroskobik degerlendirmelere bakildiginda K2 grubu embriyolarinda plasenta normal
boyutlarda izlenmistir. Embriyonun deri altina bakildiginda herhangi bir hemorajik
yapiyla karsilasilmamistir. Kraniyal ve kaudal boliimlerinin normal gelisim gosterdigi
izlenmistir. Ayni embriyodan alinan sagittal seri kesitlere H&E boyama yapilmis, beyin
ventrikiillerinin normal oldugu, medulla spinalisin ise embriyonun dorsali boyunca

konumlandigi goriilmistiir (Sekil 35 B).

Sekil 35. K2 grubu embriyolari; A) Stereomikroskop goriintiisii (10X), B) Sagittal
kesitte beyin ventrikiilleri, diizenli medulla spinalis izlenmektedir (H&E, 2,5X).

4.4.2. D2 grubu stereomikroskop ve H&E boyama bulgulari

Deney grubu 2 (D2), gebeligin 10,5. giiniinde 40 mg/kg all-trans retinoik asit
intragastrik oral gavaj yolu ile verilmis ratlardan olusmaktadir. Gebe ratlar,
gebeliklerinin 15,5. giiniinde sakrifiye edilmistir. Sakrifiye edilen ratlarin embriyolar:
hizla toplanmis ve stereomikroskop altinda degerlendirilmistir (Sekil 36 A).
Stereomikroskop bulgularina gore, deney grubu embriyolarinin ve plasentalarinin
normalden kiigiik oldugu belirlenmistir. Embriyolarin deri altinda yogun hemorajik
alanlar izlenmistir (Sekil 36 A, B, C, D). Bunun yaninda embriyolarin bazilarinda,
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kraniyal bolgenin bir boliimiiniin bulunmadigi (Sekil 36 A), kraniyal boliimiin boyun
bolgesinden sonra diizgiin sekilde devamlilik gostermedigi (Sekil 36 B), anormal
aksiyal rotasyon (Sekil 36 C) ve kaudal medulla spinalisin devamlilik gostermedigi
izlenmigtir (Sekil 36 D). Ayni embriyolarin sagittal yonde gomiilmiis bloklarindan
alman seri kesitlerine H&E boyama yapilmistir (Sekil 36 Al, B1, C1, D1). Buna gore
anensefali (Sekil 36 Al), diizensiz, devamli olmayan medulla spinalis varligi (Sekil 36
B1), anormal aksiyal rotasyon ve diizensiz medulla spinalis (Sekil 36 C1), daha kiigiik
ve sigkin lateral ventrikiil yapisi, kisa, diizensiz medulla spinalis yapist izlenmistir

(Sekil 36 D1).

Sekil 36. D2 grubu embriyolari sirayla stereomikroskop (8X) ve sagittal yonde alinmis
kesitlere yapilan H&E boyama (2,5X) ile; A, Al) Anensefali (u), B, B1) Boyun
bolgesinden itibaren devamli olmayan medulla spinalis (ﬂ ﬂ), C, C1) Anormal aksiyal
rotasyon (ﬂ‘ﬂ,), D, D1) Kaudal medulla spinaliste anomali ( ——), daha kiiciik ve
sigkin lateral ventrikiil yapisi ( E>) izlenmektedir.

71



4.4.3. K2-D2 Gruplarimin immiinohistokimya Bulgular:

K2-D2 gruplarina mezenkimal kok hiicreleri isaretlemek i¢in CD44, CDS56, CD73,
CD90, CD105, CD271 hemopoetik kok hiicreleri belirlemek i¢in ise CD14 ve CD45
boyamalar yapilmistir. Yapilan bu immiinohistokimyasal boyamalar semi-kantitatif
skorlama yontemiyle degerlendirilerek sonuclar Cizelge 6,8,10,12,14,16,18,20°de
verilmistir. Bu grupta bulunan embriyolarin sagittal seri kesitlerine yapilan
immiinohistokimyasal boyamalar, tiim gruplarda ayni alanlara denk gelecek sekilde
degerlendirilmistir. Bu alanlar Sekil 37 A ve B’de, 6n beyin (6b), lateral ventrikiil (Iv),

arka beyin (ab) ve medulla spinalis (ms) olarak gosterilmistir.

Sekil 37. A, B. Kontrol grubu (A) ve deney grubu (B) sagittal kesitte 6n beyin (6b),
lateral ventrikiil (lv), arka beyin (ab) ve medulla spinalis (ms) olarak degerlendirilen

alanlar isaretlenmistir.
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4.4.3.1. K2 grubu CD44 bulgular

K2 grubunda yapilan CD44 boyama mezenkimal kok hiicreleri belirlemek igin
kullanilmigtir. Lateral ventrikiil c¢evresindeki noroepiteli olusturan hiicrelerin
sitoplazmalarinda ve pleksus koroideusunda (Sekil 38 A-C), medulla spinalis
noroepitel  hiicrelerinin  sitoplazmalarinda  (Sekil 38 D) zayif siddette
immiinolokalizasyon alanlar1 izlenmektedir. CD44 ekspresyonu noroepiteli saran bazal
membranda goériilmemis ancak gevrede bulunan kemik-kas-deri alanlarinda az miktarda

goriilmiistiir. Noroepitel ¢evresindeki kan damarlar1 endotel hiicrelerinde ¢ok az siddette

ekspresyon alanlari belirlenmistir (Sekil 38 B, C).

Sekil 38. K2 grubunda, lateral ventrikiil néroepiteli (|:>) ve pleksus koroideusunda (pl)
(A), dordiincii ventrikiil néroepitelinde (I:>) (B), biiyiik biiylitmede noroepitelin disinda
yer alan kan damarlarinda (ﬁ’ (C), medulla sipinaliste (D), CD44 immiinolokalizasyonu
izlenmektedir. A) 20X, B) 40X, C) 100X, D) 40X.
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4.4.3.2. K2 grubu CD56 bulgular1

CD56 mezenkimal kok hiicre isaretleyicisidir. CD56 boyamayla kontrol 2 grubunda
lateral ventrikiil pleksus koroideusunda (Sekil 39 A), ventrikiilleri (Sekil 39 A, B, C) ve
medulla spinalisi saran noroepitel hiicrelerinin sitoplazmalarinda (Sekil 39 D) ¢ok zayif
immiinolokalizasyon izlenmektedir. Noroepitelin bazal membraninda, noroepitel

¢evresinde bulunan kan damar1 endotel hiicrelerinde, kemik-kas-deri alanlarinda ¢ok az

ekspresyon alanlar1 goriilmektedir (Sekil 39 B).

Sekil 39. K2 grubunda, lateral ventrikiil néroepiteli (I:> ve pleksus koroideusunda (pl)
(A), dordiincii ventrikiil noroepitelinde (l:}), kan damarlarinda ( *) (B), biiyiik
biiylitmede noroepitelde (C) ve medulla spinaliste (D) CD56 immiinolokalizasyonu

izlenmektedir. A) 20X, B) 40X, C) 100X, D) 40X.
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4.4.3.3. K2 grubu CD73 bulgular

Mezenkimal kok hiicre belirteci olan CD73 boyamayla genel olarak kontrol 2 grubunda
yogun lokalizasyon alanlar izlenmistir. Ventrikiiller ¢evresinde ve medulla spinalisteki
noroepitelde, pleksus koroideusta yogun immiinolokalizasyon gosteren alanlar
belirlenmistir (Sekil 40 A-D). Noroepitel ¢evresindeki bazal membran ve kemik-kas-
deri alanlarinda, kan damarlari endotel hiicrelerinde yogun ekspresyon goriilmiistiir
(Sekil 40 A-D). Noroepitelin bazal membrana yakin hiicrelerindeki sitoplazmalarinda
ve ventrikiiler bosluklara yakin noroepitel hiicrelerinin sitoplazmalarinda ¢ok yogun

lokalizasyon alanlar1 izlenmistir (Sekil 40 A-D).

Sekil 40. K2 grubunda, lateral ventrikiil noroepiteli ve pleksus koroideusunda (pl) (A),

dordiincti ventrikiil noroepitelinde (I:> (B), biiyilik biiyiitmede noroepitel hiicrelerin
sitoplazmalarinda (I:> ), noroepitelin disinda bulunan kan damarlarinda ( * ) (C),
medulla spinaliste (D), CD73 immiinolokalizasyonu izlenmektedir. A) 20X, B) 40X, C)
100X, D) 40X.
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4.4.3.4. K2 grubu CD90 bulgular1

CD90 boyamayla K2 grubunda mezenkimal hiicreler isaretlenmistir. Ventrikiilleri
doseyen ependim hiicrelerinin sitoplazmalarinda orta siddette lokalizasyon alanlar
izlenmektedir (Sekil 41 A-C). Lateral ventrikiilin pleksus koroideusunda CD90
ekspresyonu goriilmemektedir (Sekil 41 A). Noroepitel ¢evresindeki bazal membranda
CD90 immiinolokalizasyonu izlenmezken, kemik-kas-deri alanlarinda, kan damarlarinin
endotel hiicrelerinde ¢ok az boyanma izlenmistir. Medulla spinalisin noroepitelinde

bulunan hiicrelerin sitoplazmalarinda orta siddette boyanma alanlar1 belirlenmistir
(Sekil 41 D).

Sekil 41. K2 grubunda, lateral ventrikiil ndroepiteli, pleksus koroideusunda (pl) (A),
dordiincii ventrikiil néroepitelinde, ndroepitel disinda bulunan kan damarlarinda (*)
ve damarlara yakin néroepitelde (E=p) (B), biiyiik biiyiitmede noroepitelde bulunan
hiicrelerin sitoplazmalarinda (&) (C), medulla spinaliste bulunan bazi hiicrelerde (=)
(D) CD90 immiinolokalizasyonu izlenmektedir. A) 10X, B) 40X, C) 100X, D) 40X.
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4.4.3.5. K2 grubu CD105 bulgular:

Caligmada yapilan CD105 (endoglin) boyamayla kontrol grubunda mezenkimal kok
hiicreler igaretlenmistir. Ventrikiilleri doseyen ependim hiicrelerde, noroepitelin bazal
membraninda zayif boyanan hiicreler goriilmiistiir (Sekil 42 A-C). Lateral ventrikiiliin
pleksus koroideusunda, ependimal hiicrelerde, kan damarlar1 endotel hiicrelerinde ve
cevrede bulunan kemik-kas-deri alanlarinda ise CD105 ekspresyonu belirlenmemistir
(Sekil 42 A). Medulla spinalis noroepitelinde bulunan hiicrelerin sitoplazmasinda ve bu
hiicrelerin etrafinda bulunan kan damarlar1 endotel hiicrelerinde ¢ok az eksprese olan

alanlar belirlenmistir (Sekil 42 D).
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Sekil 42. K2 grubunda, lateral ventrikiil néroepiteli ve pleksus koroideusunda (pl) (A),
dordiincii ventrikiil ndroepitelinde (|:>)(B), biiylik biiylitmede ventrikiil liimenindeki
hiicrelerde (]:>) (C), medulla spinaliste (D), CD105 immiinolokalizasyonu izlenmektedir.
A) 20X, B) 40X, C) 100X, D) 40X.
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4.4.3.6. K2 grubu CD271 (p75, NGFR) bulgulari

Calisgmada K2 grubuna yapilan CD271 boyamayla, mezenkimal kok hiicrelerin
immiinolokalizasyonu belirlenmistir. Lateral ventrikiil pleksus koroideusunda (Sekil 43
A) ¢ok zayif lokalizasyon goriilmiistiir. Ventrikiilleri déseyen ependim hiicrelerinin
sitoplazmalarinda zayif siddette CD271 immiinolokalizasyon alanlar1 goriilmektedir
(Sekil 43 A-C). Noroepitel gevresinde bulunan kan damarlarinin endotel hiicrelerinde,
noroepitelin bazal membraninda ¢ok az, kemik-kas-deri alanlarinda ise az miktarda

CD271 immiinolokalizasyonu goriilmektedir  (Sekil 43 A, B). Medulla spinalis

noroepitel hiicrelerinin sitoplazmalarinda da ¢ok az miktarda lokalizasyon izlenmektedir

(Sekil 43 D).

Sekil 43. K2 grubunda lateral ventrikiil noroepiteli ( I:>) ve pleksus koroideusunda (pl)
(A), dordiincti ventrikiil noroepitelinde (|:>), kan damarlarinda ( *) (B), biiyiik
biliyiitmede ventrikiil hiicre sitoplazmalar1 ve ventrikill disinda yer alan kan
damarlarinda (*) (C), medulla spinaliste (D), CD271 immiinolokalizasyonu
izlenmektedir. A) 20X, B) 40X, C) 100X, D) 40X.
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4.4.3.7. K2 CD14 bulgular:

CD14 boyamayla isaretlenen hemopoetik kok hiicreler K2 grubunda lateral ventrikiil
pleksus koroideusunda (Sekil 44 A), ventrikiilleri (Sekil 44 A-C) ve medulla spinalisi
saran noroepitel hiicrelerinin  sitoplazmalarinda (Sekil 44 D) ¢ok yogun
immiinolokalizasyon izlenmektedir. Noroepitelin bazal membraninda az lokalizasyon
goriilirken, ¢evrede bulunan kemik-kas-deri alanlarinda, kan damarlari endotel

hiicrelerinde de yogun CD14 ekspresyon alanlari goriilmektedir (Sekil 44 B, C).

Sekil 44. K2 grubunda, lateral ventrikiil noroepiteli ( I=>) ve pleksus koroideusunda (pl)
(A), dordiincii ventrikiil noroepitelinde (|:>), biiyiik biitmede noroepitelde (|:>), kan
damarlar1 cevresinde ( ¥ ) (C), medulla spinaliste (D), c¢ok yogun miktarda CD14
immiinolokalizasyonu izlenmektedir. A) 20X, B) 20X, C) 40X, D) 40X.
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4.4.3.8. K2 grubu CDA45 bulgular

Yapilan CD45 boyamayla ise hemopoetik kok hiicreler kontrol 2 grubunda genel olarak
orta siddette immiinolokalizasyon gostermistir. Lateral ventrikiil pleksus koroideusunda
ve lateral ventrikiiliin noroepiteli ve medulla spinalisin noroepitelinde hiicrelerinin
sitoplazmalarinda, orta siddette immiinolokalizasyon alanlari izlenmektedir (Sekil 45
A). Noroepitelin bazal membraninda, ¢evrede bulunan kemik-kas-deri bolgelerinde orta
siddette CD45 ekspresyon alanlar1 goriilmektedir (Sekil 45 B). Dordiincli ventrikiilii
doseyen ependim hiicrelerinde orta siddette lokalizasyon gdsteren alanlar belirlenmistir
(Sekil 45 C, D) .
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Sekil 45. K2 grubunda, lateral ventrikiil ndroepiteli (I:» ve pleksus koroideusunda (pl)
(A), ventrikiil ¢evresini saran noroepitel hiicre sitoplazmalarinda (I:>) (B), biiyiik
biiylitmede noroepitel hiicrelerinin sitoplazmalarinda (I:> (C), medulla spinaliste (D),
CD45 immiinolokalizasyonu izlenmektedir. A) 20X, B) 40X, C) 40X, D) 100X.
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4.4.3.9. D2 grubu CD44 bulgular:

Calismada yapilan CD44 boyamayla D2 grubunda genel olarak orta siddette
lokalizasyon izlenmistir. CD44 mezenkimal kok hiicre belirtecidir. Ventrikiilleri
doseyen ependimal hiicrelerin sitoplazmalarinda (Sekil 46 A-C), medulla spinalis
noroepitel hiicrelerinin sitoplazmalarinda (Sekil 46 D) orta siddette lokalizasyon alanlari
izlenmektedir. Ventrikiillerde ve medulla spinalis ¢evresindeki noroepitelde bulunan
bazi hiicrelerin sitoplazmalarinda orta siddette lokalizasyon alanlar1 belirlenmistir (Sekil
46 C, D). Noroepitelin bazal membraninda, c¢evrede bulunan kemik-kas-deri
alanlarinda, kan damarlar1 endotel hiicrelerinde de ¢ok az immiinolokalizasyon alanlar1

goriilmektedir (Sekil 49 B).

Sekil 46. D2 grubunda, lateral ventrikiil néroepiteli ve pleksus koroideusunda (A),
dordiincii ventrikiil noroepitelinde (I:», kan damarlarinda ( ¥¥) (B), biiyiik biiyiitmede

noroepiteldeki hiicrelerin sitoplazmalarinda (C), medulla spinaliste (D) CD44
immiinolokalizasyonu izlenmektedir. A) 20X, B) 40X, C) 100X, D) 40X.

81



4.4.3.10. D2 grubu CD56 bulgulari

CD56 mezenkimal kok hiicre isaretleyicisidir. CD56 boyamayla D2 grubunda genel
olarak yogun lokalizasyon izlenmistir. Lateral ventrikiil pleksus koroideusunda (Sekil
47 A) orta siddette lokalizasyon gosteren bolgeler belirlenmistir. Ventrikiilii doseyen
ependimal hiicrelerde (Sekil 47 B) orta siddette, noroepitel hiicrelerin sitoplazmasinda,
kemik-kas-deri alanlarinda yogun siddette (Sekil 47 C) CDS56 lokalizasyonu
gorlilmiistiir. Noroepitel bazal membraninda, ¢evrede bulunan kan damarlarinda az
miktarda lokalizasyon izlenmistir (Sekil 47 A, B). Medulla spinalisi saran noroepitel
hiicrelerinin  sitoplazmalarinda (Sekil 47 D) yogun CD56 ckspresyon alanlari

izlenmektedir.

Sekil 47. D2 grubunda lateral venrikiil noroepiteli ve pleksus koroideusunda (pl) (A),
ventrikiilii doseyen ependimal hiicrelerde ( I:>) (B), biiylik biiylitmede noroepitel
sitoplazmalarinda  (C), medulla spinaliste (D), CD56 immiinolokalizasyonu

izlenmektedir. A) 20X, B) 40X, C) 100X, D) 40X.
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4.4.3.11. D2 grubu CD73 bulgulari

CD73 boyamayla mezenkimal kok hiicreler isaretlenmistir. Genel olarak D2 grubunda
orta siddette immiinolokalizasyon izlenmistir. Ventrikiiller ¢evresindeki néroepitelde ve
pleksus koroideusta orta siddette lokalizasyon alanlari belirlenmistir (Sekil 48 A).
Noroepitelin bazal membraninda, ¢evrede bulunan kemik-kas-deri alanlarinda, kan
damarlar1 endotel hiicrelerinde orta siddette ekspresyon alanlar1 goriilmustiir (Sekil 48
B). Ventrikiileri doseyen ependimal hiicrelerin sitoplazmalarinda (Sekil 48 C) orta
siddette CD73 immiinolokalizasyonu belirlenmistir. Medulla spinalisi olusturan

noroepitelde yogun boyanan CD73 lokalizasyon alanlar1 izlenmektedir (Sekil 48 D).

Sekil 48. D2 grubunda, lateral ventrikiil noroepiteli ve pleksus koroideusunda (pl) (A),
dordiincii ventrikiil noroepitelinde (I:>), kan damari ¢evresinde ( *) (B), biiyiik
bliylitmede ventrikiile yakin ndroepitel hiicre sitoplazmalarinda (I:>) ve gevresinde
bulunan kan damarlarinda ( *) (C), medulla spinaliste (D) CD73 immiinolokalizasyonu
izlenmektedir. A) 20X, B) 40X, C) 100X, D) 40X
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4.4.3.12. D2 grubu CD90 bulgulari

D2 grubuna yapilan CD90 boyamayla genel olarak mezenkimal kok hiicrelerin orta
siddette ekspresyonu belirlenmistir. Lateral ventrikiiliin pleksus koroideusunda CD90
ekspresyonu goriillmemektedir  (Sekil 49 A). Ventrikiilleri déseyen ependimal
hiicrelerde ve kan damarlarinda (Sekil 49 B, C), medulla spinalisin noroepitelini
olusturan hiicrelerin sitoplazmalarinda, kemik-kas-deri alanlarinda bulunan hiicrelerde
orta siddette lokalizasyon alanlar1 izlenmektedir (Sekil 49 D). Noroepitelin bazal
membraninda, ¢evrede bulunan kemik-kas-deri alanlarinda orta siddette lokalizasyon

belirlenmistir (Sekil 49 A, B).

A

Sekil 49. D2 grubunda, lateral ventrikiil noroepitelindeki hiicrelerde ve pleksus
koroideusunda (pl) (A), dordiincii ventrikiil néroepitelinde (Eb, kan damarlarinda (*)
(B), biiyiik biiylitmede noroepitel hiicre sitoplazmalarinda (C), medulla spinaliste (D)
CD90 immiinolokalizasyonu izlenmektedir. A) 20X, B) 40X, C) 100X, D) 40X.
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4.4.3.13. D2 grubu CD105 bulgular

Deney 2 grubuna yapilan CD105 (endoglin) boyamayla mezenkimal kok hiicreler
isaretlenmistir. Ventrikiillerin ve medulla spinalisin ndroepitelinde bulunan bazi
hiicrelerin sitoplazmasinda belirgin yogun pozitif boyanan hiicresel alanlar izlenmistir
(Sekil 50 A-C). Noroepitelin bazal membraninda, ¢cevre bag dokuda yer alan kemik-kas-
deri hiicrelerinde az miktarda lokalizasyon, lateral ventrikiiliin peksus koroideusunda,
ependimal hiicrelerde, kan damarlari endotel hiicrelerinde ise orta siddette CD105
immiinolokalizasyonu goériilmektedir (Sekil 50 A-C). Medulla spinalis noroepitelinde
bulunan hiicrelerin sitoplazmasinda ve bu hiicrelerin etrafinda bulunan kan damarlari

endotel hiicrelerinde ¢ok az eksprese olan alanlar belirlenmistir (Sekil 50 D).

200 jim

Sekil 50. D2 grubu, lateral ventrikiil néroepiteli ve pleksus koroideusunda (pl) (A),
dordiincii ventrikiil néroepitelinde ( |:>), noroepitel disinda bulunan kan damarlarinda
(*) (B), biiyiik biiylitmede ventrikiil etrafinda bulunan hiicrelerde (C), medulla
spinaliste (D), CD105 immiinolokalizasyonu izlenmektedir. A) 20X, B) 40X, C) 100X,
D) 40X.
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4.4.3.14. D2 grubunda CD271 (p75, NGFR) bulgulari

Bu caligmada yapilan CD271 boyamayla ise mezenkimal kok hiicreler isaretlenmis ve
deney 2 grubunda genel olarak orta siddette immiinolokalizasyon belirlenmistir. Lateral
ventrikiil pleksus koroideusunda (Sekil 51 A) orta siddette lokalizasyon alanlari hem
ependimal hiicrelerin sitoplazmalarinda hem de altta bulunan kan damarlar1 endotel
hiicrelerinde izlenmektedir. Ventrikiilleri doseyen ependimal hiicrelerde (Sekil 51 B)
orta siddette, noroepitelin etrafinda bulunan kan damarlarinda yogun lokalizasyon
gosteren alanlar belirlenmistir (Sekil 51 C). Medulla spinaliste bulunan néroepitelde ¢ok

az CD271 immiinlokalizasyonu belirlenmistir (Sekil 51 D).

Sekil 51. D2 grubunda lateral ventrikiil ndroepiteli ve pleksus koroideusunda (A),
dordiincti  ventrikiil noroepitelinde (|:>) (B), biiylik biiylitmede noroepitel hiicre
sitoplazmalar1 ve etrafinda bulunan kan damarlarinda (*) (C), medulla spinaliste (D)
CD271 immiinolokalizasyonu izlenmektedir. A) 20X, B) 40X, C) 100X, D) 40X
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4.4.3.15. D2 grubu CD14 bulgular

Caligmada yapilan CD14 boyamayla, hemopoetik kok hiicreler D2 grubunda genel
olarak orta siddette lokalizasyon gostermistir. Lateral ventrikiil pleksus koroideusunda
(Sekil 52 A), ventrikiilleri doseyen ependimal hiicrelerin sitoplazmalarinda (Sekil 52
B,C), kemik-kas-deri alanlarinda da orta siddette lokalizasyon alanlari goériilmektedir.

Medulla spinalisin ndroepitel hiicrelerinde de zayif CDI14 immiinolokalizasyonu

belirlenmistir (Sekil 52 D).

Sekil 52. D2 grubunda lateral ventrikiil noroepiteli, pleksus koroideusunda, kan
damarlarinda (*) (A), dordiincii ventrikiilii déseyen ependimal hiicrelerde (I:» (B),
biiytik biiyiitmede noéroepitel hiicrelerinin sitoplazmalarinda (C), medulla spinaliste (D)

CD14 immiinolokalizasyonu izlenmektedir. A) 20X, B) 40X, C) 100X, D) 40X.
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4.4.3.16. D2 grubunda CD45 bulgulari

CD45 hemopoetik kok hiicre isaretleyicisidir. Yapilan CD45 boyamayla ise D2
grubunda genel olarak yogun immiinolokalizasyon gosterdigi belirlenmigir. Lateral
ventrikiil pleksus koroideusunda (Sekil 53 A) ve ventrikiili doseyen ependimal

hiicrelerde (Sekil 53 B) yogun siddette lokalizasyon alanlar1 izlenmektedir. Medulla

sipinalisi saran noroepitelde bulunan hiicrelerde de yogun lokalizasyon gosteren alanlar

izlenmektedir (Sekil 53 D).

Sekil 53. D2 grubu lateral ventrikiil ndroepiteli ve pleksus koroideusunda (pl) (A),
dordiincii ventrikiil noroepitelinde (I:>) (B), biiyiik biiylitmede noroepitel hiicre
sitoplazmalarinda  (C), medulla spinaliste (D) CD45 immiinolokalizasyonu

izlenmektedir. A) 20X, B) 40X, C) 100X, D) 40X.

88



Cizelge 5. K1-D1 gruplarinin, CD44 immiinohistokimyasal lokalizasyonlarinin semi-
kantitatif degerlendirme tablosu ( O ¢ok zayif, +zayif, ++orta, +++yogun, ++++cok

yogun).

CD44 K1 D1
Noroepitel ++ +
Primitif ependimal tabaka ++ +
Bazal membran ++ +
Sklerotom-miyotom-dermatom ++ +

Cizelge 6. K2-D2 gruplarinin, CD44 immiinohistokimyasal lokalizasyonlarinin semi-
kantitatif degerlendirme tablosu ( O ¢ok zayif, +zayif, ++orta, +++yogun, ++++cok

yogun).

CD44 K2 D2
Noroepitel + ++
Bazal membran 0 0
Kemik-Kas-Deri + +
Pleksus koroideus + 0
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Cizelge 7. K1-D1 gruplarinin, CD56 immiinohistokimyasal lokalizasyonlarinin semi-
kantitatif degerlendirme tablosu ( O ¢ok zayif, +zayif, ++orta, +++yogun, ++++gok

yogun).

CD56 K1 D1
Noroepitel + +
Primitif ependimal tabaka +

Bazal membran +

o o o

Sklerotom-miyotom-dermatom +

Cizelge 8. K2-D2 gruplarinin, CD56 immiinohistokimyasal lokalizasyonlarinin semi-
kantitatif degerlendirme tablosu ( O ¢ok zayif, +zayif, ++orta, +++yogun, ++++cok

yogun).

CD56 K2 D2
Noroepitel 0 +4++
Bazal membran 0 +
Kemik-Kas-Deri + +4++
Pleksus koroideus + +4++
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Cizelge 9. K1-D1 gruplarinin, CD73 immiinohistokimyasal lokalizasyonlarinin semi-
kantitatif degerlendirme tablosu ( O ¢ok zayif, +zayif, ++orta, +++yogun, ++++cok

yogun).

CD73 K1 D1
Noroepitel ++ +
Primitif ependimal tabaka +++ ++
Bazal membran 4+ ++
Sklerotom-miyotom-dermatom ++ +

Cizelge 10. K2-D2 gruplarinin, CD73 immiinohistokimyasal lokalizasyonlarmin semi-
kantitatif degerlendirme tablosu ( O ¢ok zayif, +zayif, ++orta, +++yogun, ++++cok

yogun).

CD73 K2 D2
Noroepitel +++ ++
Bazal membran +++ ++
Kemik-Kas-Deri +++ ++
Pleksus koroideus +++ ++
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Cizelge 11. K1-D1 gruplarinin, CD90 immiinohistokimyasal lokalizasyonlarinin semi-
kantitatif degerlendirme tablosu ( O ¢ok zayif, +zayif, ++orta, +++yogun, ++++cok

yogun).

CD90 K1 D1
Noroepitel ++ +
Primitif ependimal tabaka +++ +
Bazal membran +++ +
Sklerotom-miyotom-dermatom ++ +

Cizelge 12. K2-D2 gruplarinin, CD90 immiinohistokimyasal lokalizasyonlarinin semi-
kantitatif degerlendirme tablosu ( O ¢ok zayif, +zayif, ++orta, +++yogun, ++++cok

yogun).

CD90 K2 D2
Noroepitel ++ ++
Bazal membran 0 0
Kemik-Kas-Deri + ++
Pleksus koroideus 0 0
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Cizelge 13. K1-D1 gruplarinin, CD105 immiinohistokimyasal lokalizasyonlarinin semi-
kantitatif degerlendirme tablosu ( O ¢ok zayif, +zayif, ++orta, +++yogun, ++++cok

yogun).

CD105 K1 D1
Noroepitel + ++
Primitif ependimal tabaka ++ +
Bazal membran ++ +
Sklerotom-miyotom-dermatom ++ +

Cizelge 14. K2-D2 gruplarinin, CD105 immiinohistokimyasal lokalizasyonlarinin semi-
kantitatif degerlendirme tablosu ( O ¢ok zayif, +zayif, ++orta, +++yogun, ++++cok

yogun).

CD105 K2 D2
Noroepitel + 4+
Bazal membran + +
Kemik-Kas-Deri 0 +
Pleksus koroideus 0 ++
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Cizelge 15. K1-D1 gruplarinin, CD271 immiinohistokimyasal lokalizasyonlarinin semi-
kantitatif degerlendirme tablosu ( O c¢ok zayif, +zayif, ++orta, +++yogun, ++++cok

yogun).

CD271 K1 D1
Noroepitel + +
Primitif ependimal tabaka + +
Bazal membran + +
Sklerotom-miyotom-dermatom ++ 0

Cizelge 16. K2-D2 gruplarinin, CD271 immiinohistokimyasal lokalizasyonlarmin semi-
kantitatif degerlendirme tablosu ( O ¢ok zayif, +zayif, ++orta, +++yogun, ++++cok

yogun).

CD271 K2 D2
Noroepitel + ++
Bazal membran + 0
Kemik-Kas-Deri + +
Pleksus koroideus 0 ++
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Cizelge 17. K1-D1 gruplarinin, CD14 immiinohistokimyasal lokalizasyonlarinin semi-
kantitatif degerlendirme tablosu ( O ¢ok zayif, +zayif, ++orta, +++yogun, ++++¢ok

yogun).

CD14 K1 D1
Noroepitel +++ 4+
Primitif ependimal tabaka +++ ++++
Bazal membran +++ F++
Sklerotom-miyotom-dermatom ++++ ++++

Cizelge 18. K2-D2 gruplarinin, CD14 immiinohistokimyasal lokalizasyonlarinin semi-
kantitatif degerlendirme tablosu ( O ¢ok zayif, +zayif, ++orta, +++yogun, ++++cok

yogun).

CD14 K2 D2
Noroepitel ++++ ++
Bazal membran +++ +
Kemik-Kas-Deri ++++ ++
Pleksus koroideus ++++ +++
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Cizelge 19. K1-D1 gruplarinin, CD45 immiinohistokimyasal lokalizasyonlarmin semi-
kantitatif degerlendirme tablosu ( O ¢ok zayif, +zayif, ++orta, +++yogun, ++++cok

yogun).

CDA45 K1 D1
Néroepitel + ++
Primitif ependimal tabaka +4+4+ 4+
Bazal membran +4++ ++
Sklerotom-miyotom-dermatom ++ +++

Cizelge 20. K2-D2 gruplarinin, CD45 immiinohistokimyasal lokalizasyonlarinin semi-
kantitatif degerlendirme tablosu ( O ¢ok zayif, +zayif, ++orta, +++yogun, ++++cok

yogun).

CDA45 K2 D2
Noroepitel ++ +4++
Bazal membran ++ +
Kemik-Kas-Deri ++ ++
Pleksus koroideus ++ +++
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5. TARTISMA

Noral tiip, insanda fertilizasyonun 17. giiniinde gelismeye baslar (Sadler T.W.,
1998, Padmanabhan R., 2006; Au K.S., ve ark 2010). Notokordun ve prekordal
mezodermin ortaya ¢ikmasiyla bu yapilarin {izerini kaplayan ekdoderm kalinlasir ve
boylece noral plak olusur. Noriilasyon gergeklesirken, ekstraseliiler matriks elemanlari
ve pek cok gen bolgesi onemli rol oynar. Retinoik asit bunlardan biridir. Kraniokaudal
eksenin organizasyonunda ve segmentasyonunda dnemlidir. Ayn1 zamanda ¢esitli gen
bolgelerinin ekspresyonunu diizenler (Copp A.J., ve ark 2003; Wallingford J.B., 2005;
Au K.S., ve ark 2010). Noroporlarin kapanmasiyla nériillasyon tamamlanmis olur.
Merkezi sinir sistemi, beyin keseciklerinin bulundugu genis bir sefalik parca ve dar bir
kaudal parca olan spinal korddan meydana gelir (Carlson B.M., 2009). Noral tiip
kapandiktan sonra ileri farklanma i¢in ektoderm, endoderm ve mezodermin g¢esitli
yapilara doniismesi gerekmektedir. Baslangigta diiz ve yassi olan embriyonik disk,
organ ve sistemlerin olusumu ve merkezi sinir sisteminin hizla biliylimesiyle
sefalokaudal yonde hizla kivrilir. Bu kivrilma gergeklesirken, embriyonun transvers
yonde de (lateral katlantilar) katlanmasiyla embriyonun bedeni kabaca silindirik bir
goriiniim alir (Carlson B.M., 2009). Insanda sinir sistemi bu sekilde gelisirken diger
tiirlerde gelisimsel embriyolojiyi kiyaslamak i¢in bazi ¢aligmalar yapilmistir. Carnegie
asamalar1 ad1 verilen ve 23 asamayla standardize edilen kronolojik tablo bunlardan
biridir. Buna gore noriilasyon farelerde 8. gilinde, ratlarda ise 8,5. giinde gelismeye
baslar (O’Rahilly ve Miiller F., 1987).

Noral tlipiin kapanmamasi ile olusan anomaliler, noral tiip defektleri olarak ifade
edilmektedir. Noral tiip defekti olusumu, noral tiiplin gelismeye basladig1 andan itibaren
pek cok mekanizma ve gen bdlgesinin isleyis bozukluguna bagl olabilir. iki temel néral
tiip defekti izlenir. Ilki, anensefalidir. Anensefalide néral tiipiin kraniyal bolgede
kapanamamasi durumunda beynin énemli boliimii olusmaz. Ikincisi ise spina bifidadir.
Bu defektte tiipiin kaudalinde bir yerde kapanamamasi sonucunda meydana gelir (Au
K.S., ve ark 2010).

Yapilan ¢alismalar noral tip defektlerinin  etyolojisini tam  olarak
belirleyememistir. Ancak genetik faktorlerin yani sira cevresel faktorlerin de etkili
oldugu bilinmektedir (Au K.S., ve ark 2010). Noral tiip defektlerinin epidemiyolojisinin
degisik iilkelerde, farkli cografik bolgelerde ve farkli irklarda degiskenlik gosterdigi

bildirilmistir. Yu M. ve arkadaglarinin 2015 yilinda yaptiklar1 c¢aligmada, diinya
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genelinde noral tiip defektlerinin siklig1 %6,42 olarak bulunmustur. Yapilan pek ¢ok
calismaya bakildiginda ise bu oranin %0,057-%1,38 arasinda oldugu belirlenmistir (Li
Z., ve ark 2006; Au K.S., ve ark 2010). Ulkemizde noral tiip defekti sikligini arastiran
caligmalar simirhidir. Tiirkiye’de yapilan ¢alismalarin sonuglarina gore noral tiip defekti
siklig1 %0,15-0,63 arasinda degismektedir (Yesilipek M.A., ve ark 1989; Giivenc H., ve
ark 1993; Tungbilek E., 2004). Himmetoglu ve arkadaslarinin 1995°te yaptig1 insidans
calismasinda, Tiirk popiilasyonunda noéral tiip defekti insidanst %0.27 olarak
bulunmustur. Bunlardan en sik spina bifidaya, 2. olarak anensefaliye rastlanmustir.
Ulkemizde, néral tiip defekti sikligmin Kuzey ve Dogu Anadolu’da en yiiksek Bati
Anadolu’da en diisik oldugu saptanmistir. Annenin egitiminin olmadigi gruplarda
%0,91 iken, yliksekokul mezunlar1 arasinda %0,13’e kadar diismiistir. Bu durum
sosyoekonomik diizeyle noral tiip defekti iligskisine baglanmaktadir (Tungbilek E.,
2004). Noral tiip defektlerinin diinyada ve iilkemizde meydana gelen sikligi bu
konudaki calismalari énemini gdstermektedir. insan deneyleri etik nedenler ve ¢alisma
zorluklart agisindan azdir. Var olan insan deneyi ¢alismalarinin ¢ogu ise istatistik olarak
bilgi saglamak icindir. Kenneth J. ve arkadaslarinin 1995 yilinda yaptiklar1 ¢alismada
gebeligin ilk ii¢c ayinda annelerin aldig1 yiiksek doz retinoik asit ile 22,748 gebe
kadindan 339 tanesinde dogum defekti goriilmiistiir.

Insanda noral tiip defekti arastirmalarinin etik agidan miimkiin olmamasi
nedeniyle, fare ve ratlar iizerinde yapilan deneyler olduk¢a dnemlidir. Genellikle noral
tiip defekti, teratojen bir ajan verilerek olusturulur ve gerekli bilgiler toplanir. Bilinen en
1yl teratojenlerden biri de A vitamini ve tiirevleridir. A vitamini yagda ¢oziinebilen
berrak sar1 bir kristaldir (Moise A.R., ve ark 2007). A vitamini ve tiirevleri (retinoidler),
besinler i¢inde ¢esitli sekillerde bulunurlar. Tiirevlerinden viicutta en yaygin olani
retinol’diir. Retinol veya A vitamini olarak bilinen all-trans retinol, bitkisel kaynaklarda
karotenler, hayvansal kaynaklarda ise retinil esterler olarak bulunur. Retinol ya
esterleserek dokularda depo edilir ya da oksidatif metabolizma ile 6nce all-trans
retinaldehite ardindan ise retinoik asite okside olmus halde yer alir. Burada olusan ilk
iirlin retinolden retinoik asittir (Moise A.R., ve ark 2007; Clagett-Dame M., DelL.uca,
H.F., 2002). Retinoik asit; etkisini alt basamaklarindaki hedef genlerinin
transkripsiyonunu aktive eden veya baskilayan c¢ekirdek reseptdr proteinlerine
baglanarak gostermektedir. Retinoik asit embriyonun gelisimi sirasinda ¢ok onemlidir.

Fazlalig1 veya azlig1 ciddi defektlere neden olur (Maden M. ve ark 1996; Clagett-Dame
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M. ve DelLuca H.F., 2002). Retinoik asit, sinir sistemi gelisimi ve néral doku
farklanmasinda 6nemli bir yer tutar (Clagett-Dame M., ve ark 2006). Retinoik asit
fonksiyonu ile ilgili bilinen en iyi ¢aligma arka beyin ve spinal kord gelisimi ile ilgilidir.
Maden M. ve arkadaslarinin 1996’da yaptiklar1 c¢alismada, A vitamini eksikligi
olusturulan ratlarda, 4. ve 7. rombomer bolgesinin olusmadig1 gézlemlenmistir. Bagka
bir calismada, gebelik oncesi donemde A vitamini eksikligi olusturulan ratlarin, gebelik
sonrasinda embriyolar1 incelendiginde, posterior bolgede rombomer eksikligi izlenmis,
buna ek olarak ektopik optik vezikiil sekillenmistir (White J.C. ve ark 2000).
Retinoidler iyi bilinen teratojenlerdir (Collins M.D. ve Mao G.E., 1999). Fazla A
vitamininin teratojenik etkisi ilk kez 1953 yilinda Cohlan tarafindan bildirilmistir.
Cohlan, 35,000 IU/giin verdikleri vitamin A’nin, embriyoner donemin 2-16. giinlerinde,
eksensefali, yarik damak, yarik dudak, géz bozukluklari olusturdugunu belirlemistir.
Bundan sonra da bir¢ok caligma A vitamini ve metabolitlerinin teratojenik etkisini
onaylamustir (Shenefelt R.E., 1972; Holson R.R., ve ark 1999). Benzer anomaliler asiri
retinoid verilen maymun, tavsan, sican, fare ve hamster gibi farkli hayvan tiirlerinde,
vitamin A ve bunlarin metabolitleri ile de gosterilmistir (Kistler A., 1981; Seegmiller
R.E., ve ark 1997; Ross A.S., ve ark 2000).

Deneysel noral tiip defekti olusturulurken verilen retinoik asitin teratojen
etkisinin, verilis zamanina bagl oldugu ifade edilir. Erken postimplantasyon denilen
embriyoner donemin 8-10. giinlerinde verilen retinoik asitin tipik olarak kraniofasiyal
ve merkezi sinir sistemi bozukluklarina yol agtigi, 12-14. giinlerde ise ekstremite ve
genitoiiriner defektlere yol agtig1 gorilmiistiir (Kistler A., 1981). Verilen retinoik asitin
dozu da teratojen etkisini degistirmektedir (Seegmiller R.E., ve ark 1997). Bu
bilgilerden hareketle ¢calismamizda ilk gruba 5,5. giinde, ikinci gruba ise 10,5. giinde
retinoik asit verilmistir. BOylece sirasiyla, embriyoner ve fotal donemde deneysel noral
tip defekti olusturmak amaclanmistir. Yapilan calismalarda organogenez siireci
sirasinda verilen retinoik asitin diisiik doz olarak ifade edilen miktarinin 10 mg/kg
oldugu, yiiksek doz olarak ifade edilenin ise 100 mg/kg ve daha fazlasi oldugu
belirlenmistir (Ross A.S., ve ark 2000). Calismamizin basinda 70 mg/kg olarak
belirlenen all-trans retinoik asit miktar1 embriyolarin rezorbe olmasiyla beraber
degistirilerek 40 mg/kg oraninda retinoik asit (atRA) uygulanmistir. Yapilan bir
caligmada, disi ratlara verilen retinoik asit orani giinlik 2 ile 12 mg/g arasinda

oldugunda, normal embriyonik gelisim izlenmis, embriyoner dénemin 8,5. giiniinde
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(geg¢ gastrula/erken norulasyon), bu oranin giinliilk 250 mg/g’a ¢ikarilmasiyla, rezorbe
embriyolar gelismistir (See A.W., ve ark 2008). Yiiksek dozda A vitamini; retinoid
sinyal iletimi ile beraber retinoid reseptorlerinin asir1 aktivasyonuna neden olmaktadir.
Retinoidlerin embriyoner gelisimdeki etkileri, bir yapmin veya sistemin asir
bozuldugunun gozlendigi calismalardan anlasilabilmistir. Embriyoner donemin 11.
giiniinde fare embriyolarinin asir1 retinoik asite maruz kalmalar1 sonucunda, retinoik
asit reseptoriiniin (RAR) mRNA miktarinin arttigi gosterilmistir. Bdylece retinoik asit
reseptor kompleksinin (RAR veya RXR) mRNA miktarininin artisi anormal gelisimin
nedeni olarak ifade edilmektedir (Harnish D.C., 1992; Soprano D.R., 1995). Rezorbe
embriyo ve anomaliye neden olan retinoik asit fazlaligi durumunda reseptor artisi,
reseptorlerin eksprese edildigi yolaklardaki gen bolgelerinin uyarilmasiyla olur. Baska
bir ¢alismada, retinoik asite maruz kalan embriyolarda Hox-B1 geni degismis, buna
bagl olarak RAR/RXR ekspresyonu artmis ve boylece retinoik asitin defektlere yol
actig1 diistiniilmiistiir. (Marshall H., ve ark 1994). Sulik K.K. ve Dehart D.B. 1988’de
yaptiklar1 ¢aligmayla, hem mezenkimal hiicrelerin hem de ektodermal hiicre
¢ogalmasinin, gogiiniin ve hiicre metabolizmasinin, asir1 retinoik asit ile etkilendigini
bildirmislerdir. Sulik K.K. ve Alles A.J. ise 1991 yilinda, ¢esitli hayvan modellerinde
retinol ve metabolitlerinin asir1 verilmesiyle birlikte benzer bozukluklara neden
oldugunu gostermislerdir. Farkli bir ¢alismada, all-trans retinoik asit ile fotal ratlarda
olusturulan spina bifidada, ndriilasyon siirecinde noroepitelde bulunan ndral projenitoér
hiicrelerin ¢cogalmasi ve apopitozu arastirilmistir. Embriyoner donemin 11-13. giiniinde
kontrolle kiyaslandiginda, ndroepitelde asir1 miktarda apopitoz buna karsilik ¢ok az
noral projenitdr hiicre ¢ogalmasi izlenmis ve defektin nedeni yapilan bu caligmayla
ifade edilmigtir (Wei X., ve ark 2012). Asir1 retinoik asitin, fare pluripotent p19 hiicre
hatlaria etkisinin arastirildig1 ¢alismada, retinoik asit metabolizmasindaki enzimlerin
ekspresyonunu artirmasi ve Hox genlerinin aktif olarak ¢alistirdigini bildirmistir (Chen
Y., ve ark 2013). Bizim ¢alismamizda da 70 mg/kg olan baslangi¢ dozu ile rezorbe olan
embriyolarin, retinoik asitin metabolizmasi sirasinda meydana gelen bozulmalardan ve
gen ekspresyonu degisimlerinden kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. See A.W., ve
arkadaglarinin 2008’de yaptiklar1 benzer bir ¢alismada, hayvanlara verilen retinoik asit
oraninin 250 mg/kg’a ¢ikarilmasiyla rezorbe embriyolar goriilmeye baslanmistir.

Rezorbe embriyo goriilmesinin nedeni, yiiksek dozda verilen retinoik asitin hiicre i¢i
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isleyis mekanizmalarin1 yukarida belirtildigi gibi bozmasindan kaynaklandigi
diistiniilmektedir.

Deneysel noral tiip defekti olusumu sirasinda verilen yiiksek doz retinoik asitin,
yeni damar olusumunu engelleyici ve yeni damar olusumunu artirict etkileri de
aragtirllmistir. Oikawa ve arkadaglar1 1989 yilinda, tavuk embriyolarina verilen farkli
dozlarda retinoik asit ve tiirevlerinin, embriyoner dénemin 4,5. giiniinde koryoallantoik
membranda damar olusumunu arttiginin1 belirlemislerdir. Yapilan farkli bir ¢aligmada
ise, fare embriyolarinda olusturulan retinoik asit eksikliginin, embriyoner dénemin 8-
8,5. giinlerinde vaskiiler gelisimi engelledigi ve ¢esitli defektlere yol agtigt bildirilmistir
(Lai L., ve ark 2003). Gaetano C. ve arkadaslar1 2001 yilinda farkli retinoik asitler
denenerek yaptiklar1 calismada, all-trans retinoik asitin endotel hiicrelerde
proanjiogenik  davramiglart  artirdil,  anjiogenezi  hizlandirdigi  belirtilmistir.
Calismamizda D1 ve D2 grubu embriyolarinda yogun damarlanma goriilmiistiir. Bu
durum deneysel noral tiip defekti olusturulan embriyolarin yiizeyinde damar olusumunu
artirdigii diisiindiirmektedir. Padmanabhan R. 1998 yilinda yaptigi ¢aligmada, fare
embriyolarina, embriyoner donemin 8-12. giinlerinde 100 mg/kg, 150 mg/kg, 200
mg/kg retinoik asit uygulamistir. Bu ¢aligmada, embriyolarda kaudal vertebral defektler,
spina bifida okkiilta/aperta, renal bozukluklar, gastrosizis gibi anomaliler izlenmistir.
Embriyolarda goriilen bu defektlerin yaninda, o6zellikle embriyoner dénemin 8.
giiniinde, 100 mg/kg retinoik asit verilen grupta, embriyo yiizeyinde hemorajik alanlar
belirlenmistir. Vaskiiler akista bozulma ve bunun sonucu olan hipoksi, 6dem ve
devaminda besin maddelerinin alinamayisi ¢ok iyi bilinen teratojen mekanizmasidir. Bu
durum vaskiiler bozulma ve devaminda goézlenen hemoraji, bizim ¢aligmamizda da
gbzlendigi gibi, retinoik asit ile olusan gelisimsel defektlerin muhtemel ikincil patojen
mekanizmasi olabilir.

Iskemi-reperfiizyon olaylar1 siirecinde de damarlarin daralmasiyla birlikte serbest
oksijen radikalleri doku hasarina yol agar. Yapilan bir ¢alismada, fare ve ratlara kokain
uygulamasiyla serbest radikallerin olustugu ve embriyolarinda noral tiip defekti
olustugu belirlenmistir. Aym1 caligmada defektin yol ag¢tigi kanama alanlar1 igin
antioksidan uygulanmis, kokainle indiiklenen hemoraji engellenmis ancak embriyo
defektleri engellenememistir (Zimmerman E.F. ve ark 1994). Bizim de ¢alismamizda

deneysel noral tiip defekti olusturulan deney gruplarinda, damarlarda isleyis
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bozukluguna bagli olarak gelisen kanama odaklar1 (hemorajik alanlarla) dokuda serbest
oksijen radikallerinin artmastyla meydana gelmis olabilir.

Normal sartlarda fare ve sicanlarda, 5-15 somitlik evrede (yaklasik 8-9. giin) diiz
bir eksen iizerinde, kraniyalden kaudale dogru, 180 derecelik bir donme gerceklesir. Bu
normal donme durumunun disinda meydana gelen donilise anormal aksial rotasyon
(neural tube twisting, kinking, abnormal axial turning) ismi verilir. Roger M.L. ve ark
1985 yilinda tripan blue’nin teratojen etkisi ile ilgili yaptiklar1 ¢alismada, embriyoner
donemin 8. giiniinde 50 mg/kg tripan blue uygulanmis olan farelerde, anormal aksial
rotasyon izlendigi belirlenmistir. Miller P.N. ve ark ise 1989’da yaptiklar1 ¢alismada ise
folat yoniinden eksik diyetle besledikleri embriyolarda benzer sekilde anormal aksiyal
rotasyon izlenmistir. Calismamizda kontrol grubu embriyolar1 viicut ekseninin diizgiin
sekilde konumlandigi, gelisen merkezi sinir sistemi boliimlerinin yerli yerinde
bulundugu, kraniyal ve kaudal néroporlarin kapali oldugu izlenmektedir. Buna karsilik,
D1 grubunda kraniyal néroporun agik oldugu, viicut ekseninin kraniyalden itibaren
donmiis oldugu goriilmistir. Yasuda Y. ve arkadaslart 1989 yilinda yaptiklar
calismada, farelere embriyoner donemin 8. giiniinde 40-60 mg/kg all-trans retinoik asit
verilmis ve 27-30 saat sonunda 151k ve elektron mikroskobik bulgular
degerlendirilmistir. Bu c¢alismada da bizim calismamizla benzer sekilde E9 da
kapanmamus néral tiip varhigi dikkat gekicidir. Ozellikle kraniyal néroporun hiicre
organellerinde, elektron mikroskobik olarak yapilan incelemede, dejenere hiicreler
belirlenmistir. Calismada noroporun acik olmasinin, belirtilen dejenere hiicreler
nedeniyle oldugu ifade edilmektedir. Langman J ve Welch G.W., 1967 yilinda
yaptiklar1 ¢caligmada da, asir1 retinoik asitin ndroepitel hiicrelerine etki ettigini bdylece
noral tlip defektlerine yol agtigini bildirmistir. Bagka bir ¢alismada, fare embriyolarina
8. giinde 60 mg/kg retinoik asitin noroepitelde bulunan hiicrelerin sitoiskeletlerine etki
ettigi, hiicrelerin apikal alaninda aktin mikrofilamaninin bulunmadigi, sitoplazmasinda
ise agirl miktarda birikmis tubulin varligi izlenmistir (Yasuda Y., ve ark 1987).

Calismamizda, embriyolarin bazilarinda kraniyal bdlgede frontal beyin
bolgesinin, kraniyal boliimiin boyun bdlgesinden sonra diizgiin devam etmedigi,
anormal aksiyal doniis gosterdigi igin diizensiz vertebra yapisi ve medulla spinalisin
devamlilik gostermedigi belirlenmistir. Yiiksek dozda A vitamini; retinoid sinyal iletimi
ile beraber retinoid reseptorlerinin asir1 aktivasyonuna neden olmaktadir. Boylece ¢esitli

noral tiip defektlerinin olusumuna yol acar. Embriyoner déonemin 11. giliniinde fare
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embriyolarinin  asir1  retinoik asite maruz kalmalar1 sonucunda, retinoik asit
reseptorlerinin mRNA miktarinin arttigi gosterilmistir. Boylece retinoik asit reseptor
kompleksinin mRNA miktarindaki artisi anormal gelisimin nedeni olmustur (Harnish
D.C., 1992; Soprano D.R., 1995). Anomaliye neden olan retinoik asit fazlaligi
durumunda reseptor artisi, reseptorlerin eksprese edildigi yolaklardaki gen bolgelerinin
uyarilmasiyla olur. Yapilan bir ¢alismada, retinoik asite maruz kalan embriyolarda Hox-
B1 geni degismis, buna bagl olarak RAR/RXR ekspresyonu artmis ve retinoik asitin
defektlere yol actigi bdylece deneysel noral tiip defektleri olustugu diisiiniilmiistiir.
(Marshall H., ve ark 1994). All-trans retinoik asit ile fotal ratlarda olusturulan spina
bifidada, ndriilasyon siirecinde noéroepitelde asir1 apopitoz goriilmesinin defekte yol
actig1 belirtilmistir (Wei X., ve ark 2012). Hem retinoit mekanizmasinda yer alan
onemli reseptorlerin isleyis bozuklugu, hem de ndroepitel hiicrelerde izlenen apopitoz,
calismamizda goriilen noral tiip defektlerinin nedeni olabilecegini diisiindiirmektedir.

Erken embriyoner donemde pluripotent veya multipotent kok hiicrelerin ne zaman
noral kok hiicrelere degistigini, noral plagin hangi tip kok hiicrelerden olustugunu konu
alan arastirmalar yapilmistir. Yapilan ¢alismalar, erken embriyoner ddénemde,
embriyoner kok hiicrelerin yaygin varligini gostermis, ilerleyen donemde farklandigi
bildirilmistir. Ratlarda spinal noral tiipte, embriyoner dénemin 8. giiniinde (ES),
yaklasik %50’nin iizerinde canli kok hiicre bulundugu ve bu hiicrelerin varliklarini 24
saat boyunca devam ettirdikleri gosterilmistir (Kalyani A., ve ark. 1997; Kalyani A., ve
ark 1998). Embriyoner donemin 10. giiniinde ise, fare beyninin telensefalon bolgesinde,
kok hiicre oran1 %20’den %5’e diismiistiir (Qian X., ve ark. 2000). Embriyoner dénem
ilerledikce, kok hiicre sayis1 hizli bir sekilde giderek azalir. Yapilan bir ¢aligmada, rat
spinal kordunda, E12 de, %10 oraninda goriilen kok hiicreler dogum sonrasi 1. giinde
%1’e kadar dismiistiir. (Kalyani A., ve ark 1997; Kalyani A., ve ark., 1998). Yapilan
baska bir calismada ise, 6zellikle kok hiicrelerin embriyonun belli bolgelerinde sayica
az oldugu bildirilmistir. Fare embriyolarinda E8,5 da, anterior ndral plakta yalnizca
9%0.3 kok hiicre isaretlenmistir (Tropepe V., ve ark.,1999).

Yetigkin kok hiicreler erken embriyo gelisimini tamamlamis bir organizmada
bulunan kok hiicreler olarak tanimlanir. Yetiskin organizmadaki cogalan gecici
hiicrelerin 6nciisii olan bu hiicreler, hasarlanan dokularin yenilenmesinde de gorev alir.
Somatik kok hiicreler olarak da bilinen bu hiicreler dokuya 6zgii kdk hiicreler olarak

isimlendirilir. Embriyoner kok hiicreler kisminda belirtilen pluripotent embriyo kok
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hiicreleri, ilkel cinsiyet hiicreleri, noral krista kok hiicrelerinin bir boliimii ve embriyo
dis1 mezoderm kaynakli bazi kok hiicreleri bir kenara birakilirsa kalan tiim kok hiicreler
yetiskin kok hiicre olarak ifade edilir. Giiniimiizde iizerinde ¢ok calisilan yetiskin kok
hiicre tipleri hemopoetik kok hiicreler, mezenkimal kok hiicreler, noral kok hiicreler,
bagirsak kok hiicreler ve endotel kok hiicreleridir (Can A., 2014; Temple S., 2001).

Kemik iligi mezenkimal kok hiicreleri 1970’lerin sonlarinda, plastige yapisan,
yiiksek proliferatif hiicreler olarak ifade edilmis, devaminda bu hiicrelerin kemik,
kikirdak ve fibroblast hiicrelere doniistiigii in vivo olarak gozlenmistir. (Friedenstei A.J.,
1976; Friedenstein R.K. ve ark., 1987). Arnold Caplan ise 1991 yilinda bu hiicre
serilerinde ‘mezenkimal kok hiicre’ ve buna benzeyen bagka bir kok hiicre hatti olan
‘hemopoetik kok hiicre’ tanimini ortaya koyarak siiflandirma yapmustir.

Hiicre yiizey molekiilleri standart isimlendirmesi “cluster of differentiation” CD
olarak adlandirilir. Ilk mezenkimal k&k hiicre yiizey belirtegleri Pittenger ve
arkadaglarinin 1999 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada, multipotent hiicrelerden yag,
kikirdak, kemik hattina dogru hiicreleri belirlemeye yonelik kullandiklar1 belirteglerdir.
Mezenkimal kok hiicreleri, hiicre popiilasyonlarinda tanimlayabilmek icin ¢ok ¢esitli
monoklonal antikorlar bulunmaktadir. Bu hiicreler genel olarak TGF iizerindeki epitop
bolgesi olan CD105 ile 6zgiin olarak baglanan SH2 pozitif hiicrelerdir. Bu 6zellik
kullanilarak hiicrelerin immiinomanyetik ayirimi saglanabilmektedir (Cheifetz S. ve
ark., 1992). Ayn1 zamanda bu hiicreler membrana bagli ekto-5-niikleotidaz epitopuna
(CD 73) 6zgiin olarak baglanan SH-3 ve SH-4 pozitif hiicrelerdir (Barry F., ve ark
2001). Bu iki belirte¢ yaninda CD90 da mezenkimal kok hiicrelerin yiizeyinde bulunan
ve uluslararasi hiicre tedavisi toplulugu (International Society of Cell Therapy, ISCT)
tarafindan mezenkimal kok hiicre belirteci olarak tanimlananlar arasina katilmistir
(Dominici M. ve ark, 2006). Mezenkimal kok hiicrelerin 6zgiin yiizey belirtegleri CD13,
CD29, CD44, CD49%e, CD73, CD90, CD105, CD146, CD166, CD271, SSEA4, Stro-1,
W8-B2/MSCA-1 olarak belirtilmektedir (Sally A. ve ark., 2012). Hemopoetik hiicreleri
in vitro olarak tanimlayabilmek icin ‘florasanla aktive hiicre ayirma (FACS)’ yontemi
kullanilmaktadir (Ploemacher R.E. 1997). Bu yontemle, florasan boya ile isaretli
monoklonal antikorlarla tanimlanabilen hiicre yiizey proteinlerinden yararlanilmaktadir.
Insan hemopoetik kok hiicreler icin tanimlanmus belirtecler ise CD31, CD34, CD45,
CD117 (Sally A., Jones B., 2012) , CD11, CD14 ve HLA-DR’dir (Dominigi M., ve ark
2006).
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Kok hiicre belirteclerinden faydalanarak dokudaki yerlesimlerinin saptanmasi,
kok hiicrelerin ¢ogalma ve farklanma mekanizmalarinin tespit edilmesi beraberinde
hastalik patogenezinin ortaya ¢ikarilmasinda fayda saglayacaktir. Bu amag
dogrultusunda, caligmamizda mezenkimal kok hiicrelerin belirlenmesi igin CD44,
CD56, CD73, CD90, CD105 ve CD271 belirtegleri kullanilmistir. Hemopoetik kok
hiicreleri tespit etmek i¢in de CD14 ve CD45 belirtecleri kullanilmigtir.

Mezenkimal kok hiicrelerin belirlenmesinde kullanilan isaretleyicilerden olan
CD44, ilk tanimlanan, yiiksek polimorfik hiicre membran glikoproteinidir. T lenfosit,
graniilosit ve beyin hiicrelerinde belirlenmistir. Rat mukozal damar duvar1 endotel
hiicrelerinde damar adezyonu ile iliskilendirilmistir. CD44 ekstraseliiler formu
hyaluronik asite, intraseliiler parcalar sitoiskelete baglanir. Beyin dokusunda CD44’ilin
hemopoetik formu beyaz cevherde izlenmistir. Multiple skleroz, Alzheimer gibi
norodejeneratif hastaliklarda ekspresyonunun arttigi ifade edilmistir (Akiyama H., ve
ark 1993). Lokosit, damar endoteli, epitelyal keratinosit, sindirim yollari,
endometriumun hem epiteli hem stromasinda izlenmistir. Implantasyon ve
embriyogenezde CD44 ekspresyonunun oOzellikle implantasyonda ve erken donem
embriyoner gelisimde 6nemi bildirilmistir (Campbell S., ve ark 1995). Yaptigimiz
calismada all-trans retinoik asit uygulanarak olusturulan deneysel noral tiip defektli
gruplara  (D1-D2) ve bunlarin  kontrol  gruplarinda (K1-K2) CD44
immiinolokalizasyonuna bakilmistir. Buna gore kontrol gruplarinda, erken donemde
(E10,5), gec doneme (E15,5) oranla daha fazla CD44 immiinolokalizasyonu izlenmistir.
Fenderson B.A., ve arkadaslarmin 1993’te yaptigi ¢alismada CD44’iin implantasyon
sonras1 blastosist doneminde desidual hiicrelerde goriilmeye basladig: bildirilmistir.
Gastrula evresinde mezodermal hiicrelerin ¢evresinde yogun hyaluronik asit bulundugu
belirtilmistir. Ekstremiteler olugsmaya basladiginda kraniyal mezodermde yogun sekilde,
orta gestasyonel donemde aksiyal iskelet kraniofasial mezenkim, endokardial yastiklar,
gastrointestinal kanalin diiz kas hiicrelerinde, bag dokusunda CD44 ekspresyonunun
devam ettigi ifade edilmistir. Yapilan bir ¢caligmada 8-20 somitlik donemlerde tavuk
embriyosunda CD44 lokalizasyonuna bakilmistir. Bu ¢alismada ilk olarak 5 somitlik
evrede CD44 lokalizasyonu izlenmis, noral tiip kapandiktan hemen sonra da noral krista
hiicrelerinin hyaluronik asitce zengin bolgelere gd¢ etmesi varsayimiyla beraber, CD44
pozitif alanlarin bagta sefalik bolge sonrasinda ise kuyruk tomurcugu mezenkiminde

bulundugu belirtilmistir. Bdylece CD44’{in, ndral krista hiicrelerinin go¢ yolunda
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onemli oldugu ifade edilmistir (Corbela C., ve ark 2000). Fagositoz yapan hiicrelerin
fagositozunu, ekstraseliiler matrikse baglanmasini, lenfosit hareketini kontrol eder.
CD44’1in diisiik konsantrasyonu lenfoit dokulardaki hiicrelerde (makrofaj ve T hiicreler
gibi), yiiksek konsantrasyonu ise tiimor hiicrelerinde ve keratinositlerde bulunmustur
(Kennel S.J., ve ark 1993). CD44’lin goérevleri; morfogenez, organogenez, hemopoez,
lenfositlerin homing mekanizmasini saglama, hiicrelerin gocii, 16kosit aktivasyonu,
hiicreler i¢in bir efektér gorevi, hiicre Oliimiiniin diizenlenmesi olarak Ozetlenebilir.
Yapisinda, sinyal mekanizmasinda meydana gelebilecek herhangi bir bozulma ile
hematolojik malignansi, otoimmiin hastaliklar ve timér olusumu gergeklesir.
Hemopoetik hiicrelerden kaynaklanan tiimoérlesme siirecinde de CD44’lin 6nemli
oldugu belirtilmektedir (Schmit R., ve ark 1997). Farelerde CD44 geninin
kapatilmasiyla morfogenez ve organogenez siirecinde bozulmalar meydana gelmistir
(Marhaba R., ve ark 2004). Zoller’in 2011 yilinda yaptigi c¢alismada, CD44
molekiiliindeki yapisal bozulmalarla birlikte matriks yapisinda degisim, apopitoz
dengesinde bozulma ve homing mekanizmasinda aksakliklar meydana geldigi, boylece
pek cok kanser ¢esidinde belirte¢ olarak kullanilabilecegi belirtilmistir (Zoller M., ve
ark 2011). Ayrica yapilan bir ¢alismada, CD44’iin hyalurana baglanarak mezenkimal
hiicrelerin gogiinde etkin rol oynadigini vurgulanmistir (Zhu H., ve ark 2006). Wheatley
S.C., ve arkadaslarinin 1993 yilinda yaptigi caligmaya gore ve farelerde embriyoner
donemin 9,5-12,5. giinlerinde kalp, somit, ekstremite mezenkimlerinde giderek artan bir
CD44 ekspresyonu belirlenmis, en yiiksek ekspresyonun E12,5 da oldugu ifade
edilmistir. CD44 higroskopik glikozaminoglikanlardan olan hyaluronik asite baglanarak
etki eder. Hyaluronik asit hiicre yiizeyinden sentezlenen molekiiler agirlig1 fazla olan bir
polisakkarittir (Morriss G.M., Solursh M., 1978). Hyaluronik asit embriyoner kok hiicre
davranisim1 birkag yoldan diizenler. Birincisi hiicrelerin gogalmasi ve gog¢iinii sitimiile
eder. Disiik direngli matriks, mezenkimal hiicrelerin gelisimi igin ¢evre olusturur.
Hiicreler burada cogalir ve go¢ edebilecekleri ortama sahip olurlar. Ikincisi, hyaluronik
asitten zengin matriks, biiylime faktorlerini baglar. Bu biiyiime faktorlerinin
sinyalleriyle hiicreler biiyiir ve farklilasir. Ugiinciisii ise, hyaluronik asitin hiicrelerin
matrikse yapisma ve canliligin1 devam ettirebilmeleri i¢in baglayict bir gorev iistlenir
(Fenderson B.A., ve ark 1993). Boylece hiicrelerin yapismasini, gociinii ve gogalmasini
saglar. Bunun yaninda hyaluronik asit erken embriyoner donemde fazla miktarda

eksprese olur (Morriss G.M. ve Solursh M., 1978). Bizim de ¢alismamizda kontrol
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gruplarinda erken donemde ge¢ doneme oranla daha yiiksek CD44 lokalizasyonu
belirlenmistir. Morris 1978 yaptig1 ¢alismada hyaluronik asitin en ¢ok kraniyal alanda,
E9 da kapanan noral tiipte bulundugunu belirtmistir. Burada noéral tiipiin bikonveks sekil
almasindaki rolii vurgulanmistir. Calismada kraniyal alanda glikozaminoglikanlarin ve
Ozellikle hyaluronik asitin isaretlenmesinin olduk¢a zor oldugu, bu ¢alismayla kraniyal
alan mezenkiminde %80 oraninda hyaluronik asit isaretlendigi belirtilmektedir.
Kraniyal alanda noroektoderm altindaki mezenkimde ve bikonveks noral katlantilarda
varligr belirlenmistir. Bizim de calismamizda K1 grubunda kraniyal noroepitelde,
primitif ependimal tabakada, bazal membranda ve ndroepitel ¢evresindeki sklerotom-
miyotom-dermatom alanlarinda orta yogunlukta CD44 immiinolokalizasyonu
belirlenmistir. Noroepiteldeki glikozaminoglikanlar 6zellikle noéral tip olusumu
sirasinda noral tiiplin bikonveks sekilden bikonkava doniisiimii saglar. Noroepitelin
oturdugu bazal membran ¢evrede bulunan mezenkimal hiicrelerin aktivitesini,
hareketini ve iletisimini saglar. Bu nedenle yiiksek oranda hyaluronik asit barindirdigi
belirtilmistir (Hay E.D. ve Meier S. 1974). Noral tiipiin kapanmasi sirasinda noral
katlantilar yiikselir ve birbirine yaklasir. Bu sirada ¢evresinde bulunan mezenkimal
hiicre sayis1 artar. Burada artan mezenkimal hiicrelerin ekstraseliiler matriks bilesenleri
hem de noroektoderm hiicrelerinin ekstraseliiler matriks icerigi bikonveks seklin
olusumunu saglar. Yapilan baska ¢alismalarda da hyaluronik asit ekspresyonunun E6,5-
7,5. giinlerinde basladig1, mezenkimal hiicrelerin etrafinda ve noroepitelin etrafinda
zengin bir ekstraseliiler matriks yapist sekillendigi bdylece mezenkimal hiicrelerin gog
etmeye bagladigi bildirilmistir. Devaminda E11-13.giinlerde TGF etkisi ile ozellikle
noroepitelin  ¢evresindeki bag dokusunda bulunan hiicrelerde isaretlenmistir.
Embriyoner donemin sonlarina dogru azalmis ve dogum sonrasinda beyin bolgesinde
zay1f lokalizasyonda izlenmistir (Oohira A., ve ark 1986; Ripellino J.A., 1988; Corbel
C., ve ark 2000). Calismamizda retinoik asitle olusturulan noral tiip defektli deney
gruplarinda kontrol gruplarina oranla daha az CD44 imminolokalizasyonu
belirlenmistir. CD44 mezenkimal hiicrelerin ekstraseliiler matrikse yapismasini, goclinii
ve farklanmasini kontrol eder (Fenderson B.A., ve ark 1993). Vitamin A ile
indiiklenmis eksensefali ¢alismasinda noral katlantilarin yilikselememesinin sebebinin
cevreye yeterince mezenkimal hiicrenin gé¢ edememesi oldugu belirtilmistir (Martn-
Padilla M., 1966; Morris G.M., 1972). Calismamizda da D1 ve D2 gruplarinda, K1 ve

K2 gruplarina oranla daha az miktarda CD44 lokalizasyonu izlenmistir. Burada asiri
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retinoik asitin noroepitel hiicrelerinin ve mezenkimal hiicrelerin ekstraseliiler matriks
igeriklerini  6zellikle de hyaluronik asit yapisint bozdugunu bodylece CDA44
immiinolokalizasyonunu azalttig1 diisiiniilmektedir. CD44 lokalizasyonunu noral tiip
defektinde azalmasi noral katlantilarin ylikselememesi ve boylece noral tiip defektlerini
meydana getirmis oldugunu diistindiirmektedir. Bagka bir hipervitamin A ¢aligmasinda
noral katlantilarin  hiicrelerinde ekstraseliiler matriks bilesenlerinin yapisindaki
bozulmanin, noéral katlantilarin kubbe seklini alamamasmin  nedeni oldugu
vurgulanmistir (Morriss G.M., 1975).

Calismamizda kullandigimiz bir diger mezenkimal kok hiicre belirteci CD56’dir
(NCAM). CD56 (NCAM, neural cell adhesion molecule), noral hiicre adezyon
molekiilii olarak bilinen, yaklasik 140 kDa agirliginda bir hiicre ylizey proteinidir
(Kusafuka K., ve ark 2011). Heparan siilfat ve kollajen gibi ekstraseliiler matriks
proteinleri arasinda Ca*? bagimh heterofilik adezyonu diizenler. Erken embriyoner
donemden itibaren eksprese edilmeye baslar. Cesitli biiylime faktorleri, cAMP, hormon
ve transmitterler ile diizenlenir. Hem embriyoner hem de ileri donemde sinir sisteminin
gelisim ve organizasyonunda 6nemli olan bir belirtectir. Mezenkimal dokularin gelisim
siirecinde (kalp, diiz ve ¢izgili kas, kikirdak, bobrek epiteli, deri) etkindir. Ayrica CD56,
sinir sistemi disinda gelisen gonadlar, endokrin hiicreler, Leydig hiicreler,
mikrovaskiiler endotel hiicreler, damar diiz kas hiicreler, bobrek epitel hiicreler,
hemopoetik hiicreler, natural killer hiicreler ve kondrositlerden de eksprese edilir.
Gelisim doneminde CDS56 ekspresyonu asirt miktarda ve genis alanlarda bulunur,
eriskin bireylerde ise buna oranla daha azdir. Eriskinlerde 6zellikle sinir ve kas doku
yenilenmesinde, doku biitliinliiglinii saglamada, yara iyilesmesinde onemlidir. Akciger
karsinomlar1, noroblastoma polimiyelosiz gibi bazi hastaliklarda asir1 eksprese olur.
Ratlarda CD56’nin beyincik, medulla spinalis ve otonomik sinirlerde lokalizasyonuna
bakilan bir ¢alismada, beyincik Purkinje hiicrelerinde ¢ok zayif, beyincik korteksinin
molekiilare tabakasinda orta seviyede, medulla spinaliste ependimal hiicrelerin
bulundugu alanlar ile otonomik sinir sistemine ait yapilarda yiiksek miktarda lokalize
oldugu bildirilmistir (Filiz S., ve ark 2002). Tiim bunlar yaninda, CD56’nin naturel
killer, néron ve kas hiicreleri i¢in de 6zel bir belirte¢ oldugu da vurgulanmistir (Zola H.,
ve ark 2007). Kemik iliginden kdken alan mezenkimal hiicrelerin alt birimleri
tarafindan eksprese edildigi bulunmus ve mezenkimal hiicrelerin ¢ogalmasinda onemli

rolii oldugu ortaya konmustur (Battula V.L., ve ark 2009). Yapilan bir ¢alismada CD56
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geni susturulmus farelerde noral tiipiin agik kaldigi belirlenmistir. Ozellikle erken
embriyoner donemde noéroepitelde, bazal membranda, ndral tiipiin birlesme bolgelerinde
yiiksek oranda lokalize oldugu ifade edilmistir. Ayni ¢calismada mutant farelerde benzer
bolgelerde CD56 lokalizasyonu belirlenememistir (Moase C., ve Tasler D.G, 1991).
Bizim yaptigimiz ¢alismada deneysel noral tiip defekti olusturdugumuz embriyoner ve
fotal donem gruplarinda (D1-D2) ve bunlarin kontrol gruplarinda (K1-K2) CD56
immiinolokalizasyonuna bakilmistir. Buna gore kontrol grununda erken donemde az
miktarda lokalizasyon belirlenirken ge¢ donemde belirlenememistir.

CD56, karbonhidrat yap1 igceren bir molekiildiir ve polisialik asit igerir. CD56
embriyoner ve eriskin donemde iki farkli yapida bulunur. Embriyoner donemde CD56
daha yiiksek sialik asit icerir. Caligmalarda tavuk embriyolarinin blastoderminden
eksprese edildigi ifade edilmis, gastrulada azaldigi, nériilasyon sirasinda ise arttigi
belirlenmistir. Devamindaki siirecte doguma kadar az miktarda eksprese oldugu,
dogumdan sonra ilk donemler yliksek seviyede kaldigi ve eriskin donemlerde ise
yeniden azaldig1 ifade edilmektedir (Crossin K.L., ve ark 1990, Goridis C. ve Brunet
J.F., 1992). CD56 noriilasyon sirasinda ve projenitor hiicrelerin géglinde dnemlidir. Fare
embriyolarinda E9-18. giinlerde ndroepitelde ve bazal membranda CD56 lokalizasyonu
belirlenmistir. CD56, noriilasyon sirasinda en ¢ok neokortekste bulunur. Fare
embriyolarinda 9. gilinde, noral tiip kapanir kapanmaz ekspresyonu baglar. Devam eden
giinlerde E9,10,11 de telensefalonda lokalizasyonu belirlenmistir. Embriyoner donemin
14. giiniinde ise noroepitel ve ventrikiiller ¢cevresinde ekspresyonu giderek artmustir.
Baslangicta ndron Spesifik belirteg olarak ifade edilse de ilerleyen donemlerde
oligodentrositlerde, Schwan hiicrelerde de varligr gosterilmistir (Fushiki S., ve
Schachner M., 1986). Bizim c¢alismamizda, K1 grubunda zayif olarak izlenen CD56
immiinolokalizasyonu, K2 grubunda ¢ok zayif olarak belirlenmistir. Boylece erken
embriyoner donemde CD56 immiinolokalizasyonu zayif da olsa izlenirken ilerleyen
giinlerde azalmistir. Yapilan bir ¢aligmada Hekmat A., ve arkadaslarinin 1990 yilinda
fare embriyolarinda, E14. giinden, 14. aya kadar beyincigin farkli bolgelerinde CD56
immiinolokalizasyonuna bakmislardir. Calismaya gore Purkinje hiicrelerden ancak E14
de CD56 immiinolokalizasyonu belirlenebilmis, postnatal 11. giine kadar ayn1 seviyede
kalmistir. Prenatal donemin sonlar1 ve postnatal donemin baglarinda beyincigin diger
tabakalarinda ise yiiksek miktarda CD56 ekspresyonu izlenmistir. Burada embriyoner

donemin basinda go¢ eden noron ve glia hiicre dnciillerinin hareket halinde oldugunu,
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bu nedenle CD56 ekspresyonunun az miktarda goriildiiglinii ancak embriyoner dénemin
sonlarinda yiiksek seviyeye ulastigi belirtilmistir. Ancak farkli caligmalarda CDS56
immiinolokalizasyonu ile ilgili ¢ok farkli bulgular elde edilmistir. Pollerberg E.G ve
arkadaglar1 1985 yilinda yaptiklar1 ¢alismada fare embriyolarinda beyin bolgesinde
CD56 ekspresyon seviyesine bakmislardir. Embriyoner donemin 14. giliniinde en yiiksek
seviyede goriilmiis, dogum sonu ilk haftadan sonra ise CD56 ekspresyonunun azaldigini
bildirmiglerdir. Caligmamizda deneysel noral tiip defekti olusturulan D1 grubunda
kontrole oranla CD56 ekspresyonunun ¢ok az oldugu belirlenmistir. Buna karsilik D2
grubunda K2 grubuna oranla ¢ok fazla CD56 immiinolokalizasyonu goriilmiistiir. Asiri
retinoik asit verilerek olusturulan néral tiip defektinde, mezenkimal hiicrelerde CD56
ekspresyonu erken donemde artirmis ge¢ donemde azaltmig olabilir. Yapilan
calismalarda Hox genlerinin CD56 ekspresyonunu aktive ettigi bildirilmistir. Boylece
viicut planinin saglanmasinda 6nemli gorevleri bulunmaktadir (Jones F.S., ve ark 1992).
Yapilan in vivo ve in vitro ¢alismalarda, asir1 retinoik asit uygulanmis farelerde Hox
genlerinin fazlaca aktive oldugu belirtilmistir (Conlon R.A., ve Rossant J., 1992).
Calismamizda D2 grubunda D1 grubundan daha fazla seviyede CD56
immiinolokalizasyonu belirlenmistir. Retinoik asitin fazla olmas1 Hox gen aktivitesini
artirmasina bdylece deney gruplarinda CD56 ekspresyonununun, 15,5. giinde 10,5. giine
oranla artirmasima neden olmus, bdylece noral tiip defekti gelismesine neden olmus
olabilir.

Calismamizda kullandigimiz mezenkimal kok hiicre isaretleyicilerinden biri de
CD73’dirr (Ecto-5"-nucleotidaz) (Sally A. ve ark., 2012). CD73, yaklasik olarak 70 kDa
agirhginda, glikosilfosfatidilinositol bagli hiicre membran glikoproteinidir. Yiizey
bagimli CD73 adenozin 5 trifosfat, monofosfat ve difosfat metabolizmasinda gorev alir.
CD73, lenfositler ve alt tiplerinde, endotel hiicrelerinde, epitel hiicrelerinde eksprese
edilir (Colgan S.P., ve ark 2006; Mills J.H., ve ark 2008). Epitelyal siv1 iyon transferi
ve hiicreler arasi bariyer olma gibi pek ¢ok fizyolojik olay1 kontrol eder. inflamasyon
veya herhangi bir nedene bagli hipoksi durumunda, ATP metabolizmasi ile hiicrenin ve
dokunun adaptasyonunu saglar. CD73 geni eksik farelerle yapilan ¢alismalarda,
glomerular filtrasyonda azalma basta olma iizere bobrek fonksiyonlarinda bozulmalar
izlenmistir. Bunun yaninda artan hipoksi nedeniyle, damarlarda sizinti ve kacgaklar
goriilmiistiir. Ayn1 zamanda CD73, adenozin hedefli pek ¢ok ilag yapisina katilarak,
tedavide kullanilmaya baslanmistir. (Colgan S.P., ve ark 2006). CD73 kemik iligi
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stromal etkilesimlerde (Barry F., ve ark 2001), mezenkimal hiicrelerin gogiinde ve
mezenkimal hiicrelerin adaptif bagisikliktaki potansiyel modiilasyonunda (Ode A., ve
ark 2011) etkilidir. Tiim bu o6zellikleri yaninda CD73, beyinde néromodiilasyon ve
homeostazi saglar. Ecto-5'-nucleotidase enzimi miyelin, astrosit ve aktive olmus
mikroglia belirteci olarak da tanimlanmistir (Langer D., ve ark 2008). Yiiksek iyon
transferi durumlarinda, yogun sekilde CD73 eksprese edilir. Eriskin bireylerde yiiksek
iyon transferinin en ¢ok oldugu organlar sirasiyla kolonda, bobrek ve beyin, karaciger,
akciger, kalp ve en az da kas dokularidir. Dolayisiyla bu dokularda CD73 ekspresyonu
fazladir. Inflamasyon ve go¢ durumlarinda 18kosit ve polimorfoniiklear hiicrelerin
damar endotelinden gegerek gereken bolgelere goc etmesinde rol oynar. Artmis
adenozin miktar1 hipoksiye neden olur. CD73 ekspresyonu hipoksi ve iskemide
koruyucudur ve adaptasyon saglar. Hipoksi ve iskemide CD73 ekspresyonunun arttigi
calismalarda gosterilmistir (Colgan S.P., ve ark 2006). Calismamizda, fazla miktarda
all-trans retinoik asit verilerek deneysel noral tiip defekti olusturulmus, embriyoner
donem (D1) ve fotal donem (D2) gruplarina ve bunlarin kontrol (K1-K2) grubu
embriyolarina, CD73 antikoru uygulanmistir. Dokularda ATP’nin  isleyis
mekanizmasinin bozulmasindan kaynaklanan timor olusum siirecinde, 6zellikle agresif
meme kanseri hiicre hatlarinda yogun pozitif lokalizasyon gosterdigi belirtilmistir
(Supernat A ve ark., 2012). Bununla birlikte, CD73 pek ¢ok malignant kanserde belirteg
olarak da kullanilmaktadir. Ekstraseliiller monofosfat niikleotidleri hidrolize edilirken,
endotel hiicrelerinden ekto-5’dehidrogenazlarin (CD73) asir1 eksprese olmasini saglar.
Calismamizda all-trans retinoik asit uygulanmis deney gruplarinda kontrol gruplarina
oranla CD73 immiinolokalizasyonunun daha az oldugu goriilmektedir. Asir1 retinoik
asit uygulamasi sonrast ATP metabolizmasin1 bozmasiyla noral tiip defekti meydana
gelmis olabilir. CD73’{in ayn1 zamanda T hiicrelerinin aktivasyonu, ¢ogalma ve gociine
neden oldugu bildirilmistir (Wang L., ve ark 2013). Maienschein ve Zimmerman’in
1996 yilinda yaptiklar1 calismada, sigan beyincik korteks bolgesindeki, korteks graniiler
hiicrelerde ve bunlarin uzantilarinda CD73 immiinohistokimyasal olarak pozitif
isaretlenmistir. Calismada neonatal donemde rat beyin dokusunda CD73, ozellikle
noroblastlarin go¢ etme siirecinde etkili oldugu, bu nedenle rat beyninde farkli dagilim
gosterdigi belirtilmistir. Postnatal donemde izlenen graniiler ndronlarin bu sekilde
pozitif CD73 isaretlenmesinin, aslinda neonatal donemden kaynaklandigi

belirtilmektedir (Maienschein V. ve Zimmermann H. 1996).
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Niikleotidler son yillarda ekstraseliiler sinyal iletiminin ¢alismasinda gerekli
molekiiller olarak tanimlanmistir. Niikleotid sinyallerinin de sinir sistemi gelisiminde
cok Onemli rol oynadigi belirlenmistir. Bu sinyaller, niikleotitlerin hiicre yiizeyinde
bulunan 6zel reseptorlerine baganarak ATP, ADP, AMP doniistimii veya tam tersi
gerceklesen metabolik siireci kontrol ederler. Bu doniisiimiin saglanmasinda cesitli
enzimler gorev alir. Alkalin fosfatazlar (TNAP), ektoniikleotid pirofosfatazlar (NPP),
ekto-5nukleotidazlar, ATP metabolizmasinda gorevli enzimlerden birkagidir. Alkalin
monofosfatazlar (memelilerde 4 tipi bulunur) niikleositleri 5’trifosfat, difosfat ve
monofosfata indirger. Bunlar da hiicre yiizeyinde bulunan glikozil fosfatidil inositollere
baglar. Boylece insan ve fare embriyonik kok hiicreleri tarafindan alkalin fosfatazin
(TNAP) doku nonspesifik formu olarak eksprese edilir. Histokimyasal enzim olarak
homojen TNAP aktivitesi, fare noroepitelinde E8,5 da belirlenebilmistir (Narisawa S.,
ve ark 1994). E9,5 da TNAP pozitif hiicreler belirgin sekilde beyin ve medulla
spinaliste goriillmeye devem eder. E10,5-12,5 da mezensefalon rhombensefalon arasinda
belirlenmistir. TNAP ekspresyonu E14,5. gilinde belirgin sekilde beyin ve medulla
spinaliste azalmistir. Dogum sonrasi donemde artik beyincik korteksinde eksternal
graniiler hiicrelerde goriilmistiir (Yoshioka T. ve Tanaka O., 1989). Niikleotidlerin
mekanizmasinda rol oynayan bir diger enzim de ektoniikleotid pirofosfatazlardir (NPP).
Bunlarin ekspresyonu ise erken donem E9,5 da noral tiipiin taban plaginda goriilmeye
baslamistir. Devam eden giinlerde ekspresyonu artmis ancak 16,5. giine gelindiginde
ekspresyon belirlenememistir (Bachner D., ve ark 1999). Dogum sonrasi donemde ise
ozellikle miyelin yapist olusmasinda gorevli oldugu ifade edilmistir (Fuss B., ve ark
1997). Yaptigimiz ¢calismada K1 grubunda orta siddette K2 grubunda ise yogun siddette
CD73 immiinolokalizasyonu izlenmistir. Caligmalarda ATP metabolizmasinda gorevli
olan enzimlerden TNAP ve NPP ekspresyonlari, erken embriyoner donemde (E8,5-9,5)
noroepitelde belirlenebilmistir. Gelisimin ilerleyen donemlerinde (E14,5-16,5) beyin ve
medulla spinalis bolgesinde ekspresyonlar1 giderek artmistir. Embriyoner donemin sonu
ve dogum sonrasit donemlerde ise giderek azalmis sekilde belirtilmistir. CD73’{in
gelisimin erken donemlerinde ndroblastlarin yiizeyinde bulundugu, postnatal donemde
ise rat beyinciginde daha 6nce buraya goc¢ eden noroblastlarda az miktarda isaretlendigi
belirlenmistir (Schoen S.W., ve ark 1988). CD73 6zellikle noroblast prokiirsorlerinin
¢ogalmasinda, goglinde ve farklanmasinda, dentrid ve akson gelisiminde 6nemlidir.

Noronlar arasinda sinaps kurulumunda da ¢ok 6nemli bir yere sahiptir (Fenoglio C., ve
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ark 1995; Bailly Y., ve ark 1995). Zimmermann H., 1996 yilinda yapmis oldugu
calismada, CD73’lin Ozellikle ndrogenezde Onemini vurgulamistir. Ekstraseliiler
matrikse baglanarak hiicreler arasi iliskileri kontrol ederler. Yapilan ¢alismalarda WNT
ve B kateninlerin CD73 aktivitesini artirdig1 ifade edilmektedir (Spychala J., ve ark
2004). Erken embriyoner donemde sinir sistemi gelisirken, noéroblastlarin gogi,
cogalmasi ve farklanmasinda WNT sinyalleri de 6nem tasir (Ille F., Sommer L., 2005).
Bizim ¢aligmamizda da embriyoner donemin 10,5. giiniinde (K1 grubu) fotal donemin
15,5. gilinline (K2 grubu) oranla daha az CD73 immiinolokalizasyonu belirlenmistir.
Deneysel noral tiip defekti olusturulan gruplart (D1, D2) kontrolle (K1, K2)
kiyasladigimizda daha az CD73 immiinolokalizasyonu belirlenmistir. K1 grubunda orta
siddette CD73 lokalizasyonu izlenirken D1 grubunda zayif ancak K2 grubunda yogun,
D2 grubunda orta yogunlukta izlenmistir. Yapilan ¢aligmalarda deneysel noral tiip
defekti olusumu sirasinda, CD73 aktivitesini arttig1 ifade edilmektedir (Richter-
Landsberg C., ve ark 1993; Kohring K., ve Zimmermann H., 1998).

Mezenkimal kok hiicrelerin 6zgiin yiizey belirteclerinde bir digeri CD90’dir (Thy-
1). CD90, molekiiler agirligi 17.500 olan, hiicre yiizey membran glikoproteinidir. Ilk
olarak fare beyin ve timiis dokusunda tanimlanmistir (Reif A.E., ve Allen JM.V.,
1964). Yetiskin rat beyin dokusunda noronlarda goézlenmis ancak glial hiicrelerde
goriilmemistir. Embriyoner donemde CD90 ekspresyon zamani heniiz tam olarak
aydmlatilamamistir. Yapilan ¢alismalarin ¢ogunda, CD90’in embriyoner donemin
baslarinda dokularda izlenemedigi, ancak embriyoner ddnemin sonlarina dogru
ekspresyona basladigi, en fazla goriilen donemin dogumdan sonraki haftalar oldugu
belirtilmistir (Schachner M., 1982). Bununla birlikte Barnstable C.J., ve arkadaslar
1983’de yaptiklar1 ¢aligmada CD90 ekspresyonunun merkezi sinir sisteminde
embriyoner donemin 2. giiniinde basladigini ifade etmislerdir. Calismamizda E10,5. giin
K1 grubunda, E15,5. giin K2 grubuna goére ndroepitelde, primitif ependimal tabakada,
bazal membranda, kemik-kas-deri alanlarinda daha fazla CD90 lokalizasyonu
izlenmigtir. Schachner M., 1982 yilinda yapmis oldugu c¢alismada CD90, E11-13.
giinlerde beyincik Purkinje hiicrelerinde goriilmeye baslandigini ancak ekspresyonunun
daha erken postnatal donemde basladigini belirtmislerdir. Aymi ¢alismada fare ve
ratlarda beyin dokusunda, CD90 miktarinin dogumla birlikte hemen azaldigini, ancak
dogum sonrasi 3. hafta sonuna kadar da yeniden giderek arttigini belirtmiglerdir.

Yapilan bagka bir calismada ise, rat embriyoner gelisim déneminde ilk defa beyincigin
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beyaz cevherinde izlenmistir. Postnatal donemde, 0. giinden itibaren doguma kadar
beyin dokusunda miktarinin giderek arttigini ifade etmislerdir (Barclay N.A., 1978).
Xue ve Moms 1992°de yapmis olduklart ¢alismada, CD90’1n mRNA miktar1 beyin ve
beyincik dokusunda Olgiilmiistiir. Buna gore embriyoner donemin sonlarina dogru
ekspresyonunun giderek arttigi ancak E17 de anlamli bir fark goériilmedigi belirtilmistir.
Dogumdan sonra 0. giin ile 56. giine kadar CD90’in mRNA miktarina bakildiginda
belirgin sekilde arttig1 ve Ozellikle beyincikte beyine oranla daha fazla miktarda
bulundugu belirlenmistir (Bolin M., ve Rouse V., 1986; Gang-Ping Xue G.P. ve Moms
R. 1992). CD90, neonatal donemde beyincikte ¢ok az eksprese edilir. Postnatal
donemde 3. haftadaki seviyesi neonatal donemle kiyaslandiginda yaklasik %1°i kadar
eksprese edildigi ifade edilmistir (Schachner M. ve Hammerling U., 1974). CD90’1n
eriskin noral dokularda sinaptogenez ile iligkili oldugu vurgulanmaktadir. Sinaps
kurulumu sirasinda 6nemli fonksiyonlar istlenir. Schachner ve Hammerling’in 1974
yilinda yaptiklar1 ¢alismada farelerde postnatal donemde 1. giinden itibaren beyincik
Purkinje hiicrelerinde ¢ok zayif goriilen CD90 ekspresyonu, ilerleyen giinlerde giderek
artmis, en yogun lokalizasyon gosteren bolgelerin sinaptik bolgeler oldugu belirtilmistir.
Ayrica miyelinlesme tamamlandiginda miyelin kilifta CD90 pozitif lokalizasyon
gosterir. Postnatal donemin devaminda 5-9. giinler aras1 CD90, Purkinje ve graniiler
ndronlarin sitoplazmasinda izlenmis ve 21. giine gelindiginde tiim sinaptik bolgelerde
izlenmistir (Schachner M. ve Hammerling U., 1974). Neonatal donemde CD90
ekspresyonunun postnatal doneme oranla ¢ok az izlenmesinin nedeninin, siirekli goc
halinde olan ndron Onciilleri ve gelisen sinaptik yapidan kaynaklandigini, dolayisiyla
CD90’1n gelismekte olan rat sinir sisteminde izlenemedigi belirtilmistir. (Schnitzer J. ve
Schachner M. 1981; Morris R.I ve Barber P.C., 1983). Ratlarda CD90, retina dokusunda
da gosterilmistir. Calismada, CD90 baskin olarak retinanin ganglion hiicre tabakasinda
El4’de yogun immiinolokalizasyon gdstermistir. Burada embriyoner dénemin 14.
giiniine kadar CD90 ekspresyonu izlenmemis, E14 de az miktarda, E15 de yogun
sekilde izlenmis ve Ozellikle dogumdan sonra en yiiksek seviyeye ulastig
vurgulanmigtir (Liu C.J.J., ve ark 1996). CD90 ayni zamanda eriskin sican dokusunda
kan damarlar1 endotelinden eksprese edilmektedir. CD90 ekspresyonu rat eriskin ve
embriyoner donem dokularinda karsilagtirilmig, embriyoner donemde kan damarlar
cevresinde ekspresyonu belirlenmemis ancak eriskin donemde yiiksek seviyede

eksprese oldugu belirtilmistir (Lee W.S., ve ark 1998). Calismamizda deneysel noral tiip
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defekti olusturulmus embriyoner donem deney grubunda (D1) K1 grubundan daha az
immiinolokalizasyon  belirlenmistir. D2 ve K2 gruplarinda ise  CD90
immiinolokalizasyonu agisindan fark gozlenememistir. Calismamizda olusturulan ndral
tip defektinde kullanilan fazla miktarda retinoik asit erken donemde CD90
immiinolokalizasyonunu kontrole oranla azaltmistir, ge¢ doénemde ise fark
gbzlenememistir. Sulik ve Dehart yaptiklar1 calismada retinoik asitin mezenkimal
hiicrelerin ¢ogalmasi ve goclinii etkiledigini belirtmislerdir (Sulik K.K. ve Dehart D.B.
1988). Bunun yaninda, deneysel noral tiip olusumunda kullanilan yiiksek doz retinoik
asit retinoid reseptdrlerinin asir1 aktive olmasina neden olmaktadir. Noral tiip gelisimi
siirecinde CD90’1n erken donemde projenitdr hiicrelerin gogiinde ve farklanmasinda
etkili oldugu daha sonra noronlarin gelisip aksonlarin gelismeye bagladigi eriskin
donemde daha etkin oldugu vurgulanmaktadir (Xu G.P. ve ark 1991).

Kiiltiire edilen insan mezenkimal kok hiicrelerin belirlenmesinde CD105 hizli ve
oldukga iyi bir belirtectir (Sally A. ve ark., 2012, Mark P ve ark 2013). CD105,
endoglin olarak da bilinen, TGF B reseptdr kompleksine ait, yaklasik olarak 95 kDa
agirliginda, disiilfit bagli monodimerik membran proteinidir (Attila Dagdeviren A., ve
ark 1998). Embriyoner donemde 6zellikle kardiyovaskiiler sistem gelisimi i¢in temel
olaylardan biri olan anjiyogenezde, eritrositlerin go¢ yolunun diizenlenmesi, sitoiskelet
organizasyonu ve canliliginin korunmasinda énemlidir (Mark P., ve ark 2013). Yapilan
bir caligmada, endoglin geni bloke edilen fare embriyolarinda, 10,5. giinde yogun
hemoraji, c¢esitli embriyoner ve kardiyovaskiiler bozukluklar meydana geldigi
izlenmistir (Kitabayashi A.N., ve ark 2009). Benzer bir baska arastirmada, CD105 geni
susturulmus farelerde vaskiiler gelisim bozukluklar1 nedeniyle, gebeligin 11. giiniinde
tiim embriyolarin 61diigii belirlenmistir (Arthur H.M ve ark 2000). Insanda ¢esitli kanser
dokularinda, kanserli bolgede erken donemde kiiciik kan damarlar1 c¢evresinde,
CD105’in pozitif immiinolokalizasyon gdsterdigi bildirilmistir (Fonsatti E., ve ark
2004). Pek c¢ok calismada belirtildigi gibi CD105 kanser belirtecidir. Anjiyogenez ve
vaskiilogenezde endotel hiicrelerini aktive eder ve bdylece endotel hiicrelerinin asiri
cogalarak dokunun kanserlesmesine ve solit tiimor olusumuna neden olur. Kanser
dokusu i¢inde ve ¢evresinde damar gelisimini de hizlandirmaktadir (Fonsanti E ve ark
2000; Fonsanti E., ve ark 2004). Li C. ve arkadaslar1 ise 2000 yilinda yaptiklari
calismada bu mekanizmay1 agiklamaya ¢alismiglardir. Buna gére TGF’nin CD105’e

baglanmasi, CD105’in fosforilasyonunu azaltir ve bdylece CD105 ekspresyonunun
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seviyesi TGF ile diizenlenir. TGF yoklugunda, CD105 antiapopitotik bir etki gostererek
endotel hiicrelerinde asir1 ¢ogalmayr saglar (Luisa Diez-Marques L., ve ark 2002).
Calismamizda deneysel noral tiip defekti olusturulan deney gruplarinda kontrol grubuna
oranla CD105 immiinolokalizasyonun daha fazla oldugu goriilmektedir. Bununla
birlikte dokuda bulunan damarlarda, kan akiminin azalmasiyla meydana gelen hipoksik
durumlarda, CD105 gen bolgesi TGF’nin uyaric1 etkisiyle artar ve yeni kan damarlari
olusumu baglatilir. Endotel hiicrelerinin kiiltliriiyle, endoglin geni susturulmus
hiicrelerin, hizla apopitoza gittigi, endoglin geni olan hiicrelerde ise hipoksik durumun
yeni damar olusumunu hizlandirmasiyla endoglin ekspresyonunu artirdigi ve apopitozu
engelledigi belirlenmistir (Li C., ve ark 2003). CD105 aymi zamanda ekstraseliiler
matriks bilesenlerinin (fibronektin, kollajen, liimikan gibi) ekspresyonunu diizenler.
Boylece mezenkimal kok hiicrelerin transmigrasyonda da onemlidir (Luisa Diez-
Marques L. ve ark 2002). Endoglinin, mezenkimal kok hiicrelerin disinda hemopoetik
kok hiicreler ve noral kok hiicrelerden de eksprese edildigine dair ¢alismalar vardir
(Chen C.Z., ve ark 2002; Rita C.R. ve ark 2007). Embriyoner donemin 10,5. giinii aort
gonad mezonefroz bolgesinde hemopoezin gergeklestigi alandir. Yapilan bir ¢calismada,
E10,5°da, fare dokularinda, 6zellikle aort bolgesinde CD105 ekspresyonunun mRNA
diizeyinde c¢ok oldugu belirlenmistir (Medvinsky A. ve Dzierzak E. 1996). Benzer bir
baska calismada da, CD105’in endotelden ve intraaortik bdlgedeki hemopoetik
hiicrelerden eksprese edildigi bildirilmistir (Roques M., ve ark 2012).

Merkezi sinir sisteminin gelisiminde anjiyogenez ¢ok Onemlidir. Merkezi sinir
sistemi gelisirken, endotel hiicreleri beyin yiizeyinde gelismekte olan kan damarlarindan
beyin mezenkimine dogru go¢ eder. Beyin gelisirken meydana gelen bu anjiyogenez
siireci, pek ¢ok bliylime faktdrii ve ekstraseliller matriks proteinleri tarafindan
diizenlenir. Kan damarlarinin beyin yiizeyinden (leptomeningeal alandan) beyin
parenkimine geg¢mesiyle, endotel hiicreleri ve noral hiicreler arasinda karsilikli
etkilesim meydana gelir. Calismalarda merkezi sinir sistemi sekillenirken, VEGF, FGF,
efrin ve anjiopoetinler gibi biiyiime faktorlerinin anjiyogenezi diizenledigi bildirilmistir.
Endotel hiicrelerin beyin parankimine gogiinii ise ekstraseliiler matriks proteinlerinden
fibronektin ve laminin diizenlemektedir. Ekstraseliiler matriks proteinleri endotel
hiicrelerinin canliligin1 ve gogiinii saglar (Ogunshola O., ve ark 2000; Stupack D.G.
2003). Yaptigimiz ¢alismada, merkezi sinir sisteminin anjiyogenezi sirasinda endotel

hiicrelerden eksprese olan CD105’in de oOnemli rolii oldugu diistiniilmektedir.
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Calismamizda, fazla miktarda all-trans retinoik asit verilerek deneysel noral tiip defekti
olusturulmus, embriyoner donem (D1) ve fotal donem (D2) gruplarina ve bunlarin
kontrol (K1-K2) grubu embriyolarina CD105 antikoru uygulanmistir. Buna gore
noroepitelde, K1 grubunda zayif siddette, D1 grubunda orta siddette, K2 grubunda zayif
ve D2 grubunda yogun siddette CD105 ekspresyonu belirlenmistir. Endoglin
embriyoner donemin baslarinda, eksprese olmaya baslar. Arastirmalarda CD105’in fare
embriyolarinda erken gastrula doneminde ekstraembriyonik mezodermden ve
ektodermden ekprese edildigi, dolayisiyla ¢cok erken donemde bile potansiyel rolii
oldugu ifade edilmektedir (Hirashima M., ve ark 2004; Ema M., ve ark 2006).
Mezodermal hiicrelerden koken alan endotel prokiirsor hiicreler, farklanarak primer
kapiller pleksuslar1 sekillendirir. Bu sekillenme sirasinda pek ¢ok sinyal reseptorii
yaninda CDI105 de eksprese edilir. Fare embriyolarinda yapilan bir c¢aligmada
CD105’in, E8,5-10,5’da, endotel hiicrelerinde isaretlendigi bildirilmistir (Hirashima M.
ve ark 2004). Mancini ve arkadaslarinin 2007 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, endoglin,
fare noral krista kok hiicrelerinde, E10,5 da lokalizasyon orani yaklasik %75-85 iken,
doguma dogru bu oranin hizla azaldig: belirtilmistir. Baglantili olarak TGF ’nin, E10,5
da ekspresyon orani %88 iken eriskinlerde %12 olarak ifade edilmistir. Kontrol 1.
grupta noroepitelin bazal membraninda, sklerotom-miyotom-dermatom alanlarinda, kan
damarlarinin  bulundugu alanlarda orta siddette CDI105 lokalizasyon alanlar
bulunurken, K2 grubunda az miktarda lokalize oldugu dikkat ¢ekmektedir. Noral tiip
sekillenirken bazal membran 6nemli bir rol oynar. Bazal membran ekstraseliiler matriks
bilesenlerinden laminin, fibronektin, tip IV kollajen ve heparan siilfat gibi komponentler
igerir. Mezenkimal hiicreler ile noroepitel arasinda iletisimi saglar. Bdylece noral tiipiin
dogru sekillenmesine katkida bulunur. Bazal membran diizeninin bozulmasi da epitelyal
mezenkimal iliskiyi bozacagindan, noéral tiip sekillenmesini etkileyerek ndral tiip
defektlerine yol agacaktir (O'Shea K.S., 1987). Bizim ¢alismamizda K1 grubunda noral
tiplin etrafinda bulunan bazal membranda orta siddette immiinlokalizasyon
goriilmiistiir. Burada bazal membran, noéroepitel hiicreler ve bunu ¢evresinde bulunan
mezenkimal hiicreler arasinda etkilesimi sagladigindan CD105, erken dénemde (K1
grubunda E10,5) ge¢ doneme oranla (K2 grubunda, E15,5) daha fazla lokalizasyon
gosteriyor olabilir. Diger taraftan, K1 grubunda zayif siddette izlenen CD105
lokalizasyonu D1 grubunda orta siddette, K2 grubunda zayif siddette goriilen

lokalizasyon D2 grubunda yogun miktarda izlenmistir. Retinoik asitin damar
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olusumunu artiran etkileri iizerine ¢esitli ¢calismalar yapilmistir. Oikawa ve arkadaslari
1989°da yaptiklar1 calismada, tavuk embriyolarina farkli dozlarda retinoik asit
vermigler, E4,5. gilinde koryoallantoik membranda damar olusumunun arttigini
bildirmislerdir. Yapilan bagka bir ¢alismada, embriyoner dénemin 8. giiniinde, 100
mg/kg retinoik asit verilen grupta, embriyo ylizeyinde yogun kan damari alanlar
belirlenmistir. Vaskiiler akista bozulma ve bunun sonucu olan hipoksi, 6dem ve
devaminda besin maddelerinin alinamayis1 bilinen bir teratojen mekanizmasidir. CD105
immiinolokalizasyonu ag¢isindan, D1 ve D2 gruplar1 kontrolleriyle kiyaslandiginda daha
fazla immiinolokalizasyon goriilmiistiir. Embriyo gelisimi sirasinda deneysel noral tiip
defekti olusturulurken anjiyogenez hizlanmis ve buna baglh olarak da endotel
hiicrelerinin fazla miktarda CD105 eksprese etmesine neden olmus olabilir. Bununla
birlikte D2 grubunda D1’e oranla daha fazla CD105 ekspresyonu goriilmesi, noral tiip
defekti olusturmak icin kullanilan all-trans retinoik asitin endotel hiicrelerini fazla
aktive ettigini diislindlirmektedir. Guetano ve arkadaslariin 2001 yilinda yaptiklari
calismada fare embriyolarina uygulanan all-trans retinoik asitin endotel hiicrelerinin
anjiyogenez oncesi (proanjiyonik) davraniglarini artirdigi belirtmislerdir.

Calismamizda kullamilan diger bir mezenkimal kok hiicre isaretleyicisi
CD271°dir. CD271; P75, sinir biiyiime faktorii (NGF, p75NTR) olarak da ifade edilen,
timor nekroz faktor TNFR  siiperailesi liyesi bir transmembran hiicre ylizeyi
reseptoriidiir (Rogers M.L., 2008). 1950’lerin basinda Levi-Montalcini ve Cohen
NGF’yi bularak 1986 yilinda Nobel 6diilii almislardir. Daha sonra NGF ailesi olarak
norotrofinler vertebralilarda tanimlanmistir (Bartkowska K., ve ark 2010). Yaklasik 75
kDa molekiiler agirliga sahip bir molekiildiir (Johnson D., ve ark 1986). CD271 (p75)
reseptorleri, timor nekroz faktdre (TNF) baglanarak aktive olur. Bu reseptorlerden
bazilart p75NTR, BDNF (Brain derived neurotrofik faktdr), Norotrofin 3 (NT3) ve
Norotrofin 4 (NT4) diir (Barrett G.L., 2000). Embriyoner gelisim doneminde farkl
tirlerden farkli embriyoner asamalarda farkli miktarda p75 (CD271) ve reseptorleri
(norotrofinler) eksprese edilir. Norotrofinler, embriyoner donemde ndron dnciillerinin
proliferasyonu, farklanmasi, ndéron canliligimin korunmasi, erken doénem ndron
olgunlagmasi ve noronlarin apopitozunun diizenlenmesinde gorevlidir (Davies A.M.,
1994). CD271’in yetiskinlerde, ¢evresel sinir sistemi, olfaktor glialar ve beyincik
Purkinje noronlarindan eksprese edildigi ifade edilmektedir. Ayrica farkli dokularda da

eksprese edildigi ortaya konmustur. Miyoblast, kil follikiilleri, bobrek, akciger, testis

118



dokular1 bunlardan bazilaridir (Wheeler E.F., 1992). CD271, noéronal doku
yaralanmalarinda, iyilesme bolgesinden fazlaca eksprese edilir. Bunun yaninda,
Alzheimer, lateral skleroz, noral krista timorleri, iskemi, beyincik Purkinje
dejenerasyonu, sizofreni gibi ¢esitli norolojik hastaliklarda CD271 ekspresyonunun
azaldig1 ifade edilmektedir (Rogers M.L., ve ark 2008). Diger bir goriis, noral krista
hiicre belirteci olmas1 yoniindedir (Civenni G., ve ark 2011). Insan icin %100
mezenkimal kok hiicre belirteci degildir, diisiikk diizeyde hemopoetik hiicrelerde de
goriilebilir (Cuthbert R., ve ark 2012).

CD271; noral biiytime faktorii veya P75, hiicrede iki hiicre yiizey reseptoriine
baglanir. Bunlardan TrkA tirokinaz ailesinin bir iiyesidir. Digeri ise p7SNTR olarak
bilinir. P75 sinir sistemi gelisiminde anahtar rol oynar. Hiicre ylizey reseptorlerine
baglanarak sinyal yolaklarini tetikler. TNF ailesinin bir {iyesi olan p75 6liim reseptorleri
ad1 verilen 6zel bir aile i¢cinde yer alir (Tomellini E., 2014). Bazen apopitozu artirici
bazen ise engelleyici bir mekanizmada gorev alir ki bu durum oldukg¢a karmasiktir
(Schor F.N., 2005). Goérevlerinden biri noron Onciillerinin gelisimi ve ¢ogalmasini
saglamak, digeri ise noron uzantilarmin gelisimini diizenlemektir. Miyelin yapinin
olusmasinda da oOnemli gorevleri vardir. Gelismekte olan sinir sisteminde
norotransmitter modiilasyonunda etkindir (Dechant G. ve Barde Y.A. 2002; Hosomi S.,
2003; Tomellini E., 2014). ilk olarak p75’in insan embriyosunda, blastosistin i¢ hiicre
kitlesinde eksprese oldugu ifade edilmistir. Daha sonra fare embriyolarinda mRNA
diizeyinde E3,5 da gozlenebilmistir (Moscatelli 1., ve ark 2009). Devaminda insan,
sigan, farede noriillasyon sirasinda, noral krista hiicreleri, endoderm, ektoderm ve
mezodermde bulunan mezenkimal hiicrelerden eksprese edildigi belirlenmistir
(Tomellini  E., 2014). Calismamizda CD271 lokalizasyonu agisindan kontrol
gruplarindan E10,5-15,5 arasinda onemli bir fark izlenmemistir. Ancak K1 grubuna
bakildiginda noroepitel ¢evresindeki sklerotom-myotom-dermatom bolgesinde K2
grubunun  kemik-kas-deri alanlarina oranla daha fazla immiinolokalizasyon
belirtilmistir. Davies A.M. 1994 yilinda nérotrofinlerin (p75, CD271) gelisimin erken
donemlerinde eksprese edildigini, 6zellikle ndron onciillerinde giderek ekspresyonun
arttigin1 belirtmiglerdir. Bunun yaninda norotrofinlerin de farkli gelisim asamalarinda
eksprese edildigi belirlenmistir. Ozellikle CD271 reseptorleri erken-orta gebelik
doneminde mRNA diizeyinde belirlenebilir. Sican trigeminal sinirinde zayif NGF, E12
de, insanda ise 23. haftada tespit edilmistir (Arumée U, ve ark 1993; Quartu M., ve ark
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1997). Sican medulla spinalisinde mRNA diizeyinde E12-17,5. giinlerde tespit
edilebilmistir (Elkabes S., ve ark 1994). Primat neokorteksinde E120 de goriilmiis ve
E165 e kadar yiiksek seviyede kalmis, insan neokorteks bdlgesinde ise 15-16. haftada
belirlenebilmistir (Bartkowska K., 2010). Trk A mRNA diizeyinde fare beyninde
yaklagik ES8,5da belirlenebilmistir. Sonraki c¢alismalarda farkli tekniklerde mRNA
diizeyinde E9,5 da tespit edilmis E13,5 a kadar miktarca artmistir. Ancak bu asamadan
doguma kadar giderek azalmistir (Elkabes S., ve ark 1994). Yapilan farkli bir ¢calismada
ise immiinohistokimyasal olarak E13 te telensefalon duvarinda izlenmistir (Koh S., ve
Loy R., 1989). Noral tiip defekti olusturdugumuz ¢alismamizda, mezenkimal hiicrelerin
goc etmesi engellenerek ¢esitli defektler olusmustur (Martn-Padilla M., 1966; Morris
G.M., 1972). Calismamizda K1 ve K2 grubunda az yogun, D1 grubunda az yogun, D2
grubunda ise orta yogunlukta CD271 immiinolokalizasyonu izlenmistir. Burada DI
grubunda, mezenkimal hiicrelerde K1 grubuna oranla daha az CD271 lokalizasyonu
belirlenmistir. Deneysel olusturulmus noral tiip defektinde, erken donemde CD271
pozitif mezenkimal hiicrelerin hareket ve etki mekanizmasini etkileyerek D1 grubunda
daha az lokalizasyon gdstermesini saglamis olabilir. Yapilan farkli ¢alismalarda asiri
retinoik asitin noral projenitor hiicrelerin ¢ogalmasini engellemis ve defektlere neden
olmustur (Sulik K.K. ve Alles AJ., 1991). Yaptigimiz ¢aligmada deneysel noral tiip
defektli gruplarda verilen asir1 retinoik asitin erken donemde néroepitel g¢evresinde
bulunan mezenkimal hiicrelerin cogalmasini engelleyerek CD271
immiinolokalizasyonunu azalttig1, ge¢c donemde ise artirdigini sdyleyebiliriz.
Calismamizda hemopoetik kok hiicre belirteci olarak kullandigimiz CDI14 ve
CD45 antikorlarinin ndral tiip defekti olusumundaki etkisini, hemopoetik kok hiicrelerin
noral dokulardaki etkisini arastiran c¢aligmalar bulunmamaktadir. Deneysel noéral tiip
defektinde hemopoetik kok hiicreleri isaretledigimiz kok hiicre belirteclerinden biri olan
CD14, 55 kDa agirliginda glikoprotein yapida hiicre yiizey reseptoriidiir. Hemopoetik
kok hiicrelerin temel molekiiler belirteci olmasi yaninda, monosit farklanma antijeni
olarak ve T hiicrelerinin proliferasyonundan sorumludur. Bir diger gorevi de hiicre-
hiicre iliskisini saglamaktir. Cesitli sitokinlerin etkisiyle monositlerin endotel hiicrelere
yapismasini saglar. Akut monositik 160semi ve akut miyelomonositik 16semi belirteci
olarak kullanilir. Burada CD14 negatif olan durumlarda g¢ogalamayan ve artik
olgunlagmis hiicre varligindan s6z edilebilir (Ziegler-Heidbrock H.W.L., ve ark 1993;
Sally A. ve Jones B., 2012). CD14’lin karaciger, akciger ve bobrek yaralanmalarinda
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Oonemi belirtilmistir. Bu ¢alismalarda karaciger, akciger ve bobrekte lipopolisakkaritlere
kars1 olusturulan bir mekanizma ortaya ¢iktigi gézlenmistir. Lipopolisakkaritler, tiim
gram negatif bakterilerin dig membraninda glikolipit yapida bir molekiildiir. Normalde
bagirsak mukozasinda yasayan bu bakterilerin lipopolisakkaritleri, viicudun kendine ait
koruyucu mekanizmalar ile tolere edilir. Ancak yaralanma veya patolojik bir durumda
artan lipopolisakkaritler karacigerde Kupffer hiicrelerinin, alveolar makrofajlarin,
bobrek glomertil hiicrelerinin daha fazla aktive olmasini ve CD14’iin pozitif reaksiyon
vermesini saglar. Patolojik durumlarda monosit onciilii hiicrelerin aktive oldugundan,
CD14iin pozitif reaksiyon verdigi diisiiniilmektedir (Tianxin Y., ve ark 1999; Maus U.,
ve ark 2001; Su G.L., ve ark 2002). Alzheimer hastaligi gibi kronik néroinflamasyon
hastaliklarinda, beyin mikroglial hiicrelerinde CD14 pozitifliginin arttig1 belirtilmistir
(Fassbender K., ve ark 2003). Yapilan baska bir ¢alismada, HIV enfeksiyonlu insan
beyin dokusunda, parenkimal mikroglial hiicrelerde ve makrofajlarda CD14 ile CD45’in
yogun pozitiflik gosterdigi bildirilmistir (Cosenza M.A., ve ark 2002). Bizim
calismamizda da fazla miktarda verilen retinoik asitin olusturdugu noral tiip defektli
deney gruplarinda (D1-D2) ve bunlarin kontrollerinde (K1-K2) CD14
immiinolokalizasyonuna bakilmistir. Kontrol gruplarinda 10,5. giinde yogun
lokalizasyon gosteren CD14 {in 15,5. giinde ¢ok yogun oldugu belirlenmistir. Fétal
donemde (K2 grubu) CD14 lokalizasyonunun fazla olmasi, bu dénemde hemopoetik
hiicrelerin sayica artmasi ve daha fazla CD14 eksprese etmesinden kaynakli oldugu
diisiintilmektedir. CD14 ekspresyonu 6zellikle TNF ve interferonlarin aktive olmasiyla
beraber dogru orantili sekilde artar (Ziegler-Heitbrock H.W.L., ve Ulevitch R.J., 1993).
Hemopoetik kok hiicreler fare embriyolarinda embriyoner dénemin 7. giiniinde
goriilmeye baglarlar (Miller A.M., ve ark 1994). CD14’iin embriyoner ve fotal donemde
ekspresyon miktar1 ile ilgili caligmalar ¢ok azdir. Fare embriyolarinda hemopoez,
yaklagik 7. giinde vitelliis kesesinde baslamakta ve embriyoner donemin 10. giiniinde
aort-gonad-mezonefroz bolgesinde devam etmektedir (Stuart H. ve Orkin H.S., 1996).
Devaminda 11-12. giinlerde karacigerde, 14. giinde dalakta ve 18. gilinde ise kemik
iliginde goriilmeye devam eder (Boisset J.C., ve ark 2010). Yaptigimiz ¢alismada
kontrol gruplarina (K1-K2) oranla deneysel noral tiip defekti olusturdugumuz gruplarda
(D1-D2), CD14 ekspresyonu yiiksek miktarda izlenmistir. Yapilan bir ¢aligmada asirt
miktarda retinoik asit verilerek deneysel ndral tip olusumu sirasinda interferon

reseptorlerinin  ekspresyonunun artmis oldugu belirlenmistir. Bu ¢alismada, verilen
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retinoik asitin interferon seviyesinde artisa neden oldugu bildirilmistir (Matikainen S.,
ve ark 1996). Buna gore deneysel noral tiip defekti olusturmak igin verilen asir1 retinoik
asit etkisiyle deney gruplarinda kontrol grubuna oranla daha fazla CD14 lokalizasyonu
izlenmis olabilir. Boylece ¢alismamizda, noral tiip defektinde CD14 pozitif hemopoetik
kok hiicrelerin lokalizasyonunun arttig1 belirlenmistir.

Hemopoetik kok hiicrelerin yiizeylerinde bulunan diger bir belirte¢ de CD45’dir.
CD45; 16kosit antijeni (Leucocyt common antigen, LCA) olarak bilinir. Yaklasik 170-
220 kDa agirliginda, transmembran glikoproteinidir. Yetigkin bireylerde CD45, olgun T
lenfositlerde bulunur. Bunun yaninda, tiim hemopoetik kok hiicrelerde (Sally A., Jones
B., 2012), trombositler ve olgun eritrositlerin hiice yiizey belirtecidir. Ayrica CD45’in
RA, RB, RO olarak ifade edilen gesitli alt birimleri bulunmaktadir (Craig W., ve ark
1994; Altin J.G., ve ark 1997). CD45 genellikle diger hiicre ylizey molekiilleri ile iliski
kurarak hiicreler arasi iligkileri diizenler. Hiicreler arasinda iliskiyi saglayan molekiiller,
hiicre yiizey proteinleri ve karbonhidrat birimleridir. Calismamizda deneysel noral tiip
defekti  olusturulan  deney  gruplann ve  kontrol  gruplarinda  CD45
immiinolokalizasyonuna bakilmistir. Tavuk ve farelerde yapilan arastirmalarda,
embriyoner ve eriskin donemlerde CD45’in makrofaj/mikroglia 6zel belirteci oldugu
belirtilmistir (Cuadros M.A., ve ark 2006). Insanda gelisen spinal korda CD45
immiinolokalizasyonu zayif isaretlenmis olarak izlenirken, yetiskin donemde varligim
devam ettirmedigi belirtilmistir. Ancak motor néron hastaliklarda medulla sipinaliste
CD45 pozitif isaretlenerek patolojik belirte¢ olarak kullanilmaktadir (Rezaie P., ve ark
1999). Calismamizda K1 grubunda K2 grubuna oranla biraz daha fazla oranda CD45
immiinolokalizasyonu belirlenmistir. Hemopoetik kok hiicreler fare embriyolarinda
embriyoner dénemin basinda goriilmeye baslar (E7) (Stuart H. ve Orkin H.S., 1996).
Calismamizda kontrol grubu erken donemde CDA45 lokalizasyonunun ge¢ doneme
oranla biraz daha fazla olmasi hemopoezin erken donemde baslamasindan
kaynaklaniyor olabilir. Bununla birlikte yaralanmis rat beyin dokusunda mikroglia
hiicrelerinde normal rat beyin dokusuna gore daha fazla CD45 eksprese oldugu
gosterilmistir (Karp H.L., ve ark 1994). Yaptigimiz ¢alismada noral tiip defekti
olusturdugumuz deney gruplarinda (D1-D2), kontrol gruplarina oranla (K1-K2) daha
yiksek CD45 immiinolokalizasyonu belirlenmisir. CD45 immiinlokalizasyonundaki
artisin, deneysel noral tiip defekti olusturmak igin verilen asir1 retinoik asitin,

hemopoetik hiicrelerin sinyal yolaklarinda, gen bdélgelerinde meydana getirdigi
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bozulmalardan kaynaklandigin1 ~disiindiirmektedir. Yapilan c¢alismalarda, CD45
immiinolokalizasyonunun patolojik kraniyal sinir sistemi hastalarinda beyin dokusunda
arttig1 bildirilmisir (Penninger J.M. ve ark., 2001).

Bu calismada gebe hayvanlara fazla miktarda all-trans retinoik asit verilerek
deneysel noral tiip defektleri olusturulmustur. Calismamizda olusturulan defektler
beyinde ve medulla spinaliste olmak iizere anormal aksiyal rotasyonu da iceren ¢ok
cesitli tiplerde gelismistir. Deneysel noral tiip defekti olsturulan gruplarin embriyoner
ve fotal donemde alinan embriyolarina mezenkimal ve hemopoetik kok hiicreleri
immiinohistokimyasal olarak isaretlemeyi saglayan belirtegler kullanilmistir. Boylece
noral tip gelisiminde ve noral tiip defekti olusumunda secilen mezenkimal ve
hemopoetik kdk hiicrelerin etkisi immiinohistokimyasal olarak belirlenmistir. Noral tiip
defektlerinde pek ¢ok gen bolgesinin ¢aligmasi bozularak, mezenkimal ve hemopoetik
kok hiicrelerin hiicre igi isleyis mekanizmalar1 etkilenmektedir. Bununla birlikte kok
hiicrelerin ¢ogalmasi, farklanmasi ve metabolizmas1 degismektedir. Noroepitelde
bulunan kok hiicrelerin aktivitesinin bozuldugu boylece embriyoda pekgok defektin
meydana geldigi goriilmistiir. Boylece mezenkimal kdk hiicreleri isaretleyen CDA44,
CD56, CD73, CD90, CD105, CD271 antikorlar1 ve hemopoetik kok hiicreleri
isaretleyen CD14, CD45 antikorlar1 kontrol gruplarina oranla deneysel noral tiip defekti
olusturdugumuz gruplarda farkli bolgelerde farkli dagilim gostermistir. Bu ¢alismayla
ilerde noral tiip defektlerinin olusumunun anlasilmasinda ve yeni tedavi siireglerinin
belirlenmesinde  ozellikle kok  hiicrelerin  etkilerinin  arastirilmasinda  katka

saglayabilecegi diisiiniilmektedir.
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6. SONUCLAR

» CD44 mezenkimal kok hiicre antikorlarindandir. Embriyoner donemde
morfogenez ve organogenez siireglerinde etkindir. CD44 hyaluronik asite baglanarak
mezenkimal hiicrelerin ECM’e yapismasini, ¢ogalmasini ve gogiinii kontrol eder. Ayni
zamanda noral tiiplin kapanma siirecinde etkindir. Calismamizda konrol gruplarinda
embriyoner donemde fotal donemden daha fazla CD44 immiinolokalizasyonu
belirlenmistir. Embriyoner donemde mezenkimal hiicreler noral tiip ¢evresinde
birikerek noéral tiipin kapanmasinda etkin rol oynar. Boylece ¢alismamizda kontrol
gruplarinda embriyoner donemde fazla CD44 lokalizasyonu goriilmiis olabilir. Deney
gruplarinda ise kontrol gruplarindan daha az CD44 immiinlokalizasyonu belirlenmistir.
Noral tiip defektlerinde mezenkimal kok hiicrelerin ECM’e yapismasi, ¢ogalma ve goc
sireglerinde meydana gelen aksakliklar burada daha az CD44 lokalizasyonu
belirlenmesine neden olmus olabilir.

» CD56 hem embriyoner hem de eriskin donemde sinir sistemi gelisimini
saglayan, mezenkimal kok hiicre belirtecidir. Embriyoner donemde ne zaman eksprese
olmaya basladigiyla ilgili farkli goriisler mevcuttur. Calismamizda kontrol gruplarinda
embriyoner donemde fotal fonemden biraz fazla CD56 immiinlokalizasyonu
belirlenmistir. Bu durumun, CD56’nin embriyoner donemde yiiksek sialik asit icermesi
erigkin donemde ise daha az sialik asit icermesinden kaynakli olabilecegini
diistindiirmektedir. Embriyoner donem deneysel noral tiip defektli gruplarda kontrol
grubuna gore daha az, fétal donem deney gruplarinda ise kontrol gruplarina gore daha
fazla CD56 immiinolokalizasyonu belirlenmistir. Deneysel noral tiip defekti ig¢in
kullanilan retinoik asit Hox genlerinin aktivitesini artirmaktadir. Calismamizda
CD56’nin da Hox gen aktivitesine duyarli olmasindan kaynakli olarak, fotal donem
deney gruplarinda fazla lokalizasyon gdstermis olabilecegi diisiiniilmektedir.

» Calismada kullanilan diger mezenkimal kok hiicre isaretleyicisi CD73’tiir. CD73
ATP metabolizmasinda etkili olan enzimlerdendir. Embriyoner donemdeki
lokalizasyonu agisindan incelendiginde ortaya konulan veriler direk CD73 ekspresyonu
ile ilgili degil, ayn1 grupta yer alan diger enzimlerle ilgilidir. Calismamizda f6tal donem
kontrol gruplarinda embriyoner donem gruplariyla karsilastirildiginda daha fazla CD73
lokalizasyonu belirlenmistir. Noral tiip defektli deney gruplarinda kontrol gruplarindan
daha az CD73 immiinolokalizasyonu izlenmistir. Bu durum noral tiip defektlerinde ATP

isleyis mekanizmasimin bozuldugunu diisiindiirmektedir. Ayni1 zamanda néral tiip
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defektlerinde WNT sinyal yolaklar1 bozulmaktadir. CD73, WNT sinyallerine duyarlhdir.
Boylece ¢aligmamizda deney gruplarinda CD73 immiinolokalizasyonu azalmis olabilir.

» Mezenkimal kok hiicre belirteclerinden olan CD90’in embriyoner siirecte
eksprese edildigi donem tam olarak aciklanamamistir. Daha ¢ok erigkin donemde
kullanilan bir belirtectir. Calismamizda kontrol gruplarinda embriyoner donemde fotal
donemden daha fazla CD90 immiinlokalizasyonu belirlenmistir. Deneysel noéral tiip
defekti olusturulan gruplarda embriyoner donemde kontrole gore daha az, fotal
donemde ise kontrolle ayn1 miktarda CD90 lokalizasyonu belirlenmistir. Bu durumun
noral tlip defektlerinde mezenkimal hiicrelerin ¢ogalmasi ve aktivitesinin bozulmasiyla
ilgili olabilecegi diisiiniilmektedir.

» CDI105, endoglin olarak da bilinen mezenkimal kok hiicrelerin ylizey
belirtecidir. CD105 normal dokularda erken donemde eksprese olmaya baglar. Bizim
calismamizda kontrol gruplarinda embriyoner donemde fotal donemden daha fazla
CD105 immiinlokalizasyonu belirlenmistir. Deneysel noral tiip defekti olusturulan
deney gruplarinda Kontrol gruplarmna oranla CDI105 lokalizasyonunun arttig
goriilmiistiir. Deneysel noral tiip defektinde kullanilan madde, vaskiiler akist bozmus ve
bunun sonucu olan hipoksi, 6dem ve devaminda besin maddelerinin alinamayisiyla
beraber CD105 ekspresyonunu artirmistir. Embriyo gelisimi sirasinda deneysel noral
tip defekti olusturulurken anjiyogenez hizlanmis ve buna bagl olarak da endotel
hiicrelerinin fazla miktarda CD105 eksprese etmesine neden olmus olabilir.

» Mezenkimal kok hiicreleri belirlemek i¢in kullanilan antikorlardan digeri de
CD271°dir. CD271 ¢ok sayida reseptore baglanarak etkinlik gostermektedir. CD271’in
embriyoner donemin hangi asamasinda ne kadar eksprese edildigi ile ilgili ¢ok az
calisma mevcuttur. Sinir sistemi Onciil hiicrelerinin farklanmasinda etkin oldugu
belirtilmektedir. Calismamizda kontrol gruplarinda embriyoner ve fotal donem arasinda
biiyiik bir fark gozlenmemis, CD271’in az miktarda lokalize oldugu goriilmiistiir.
Ancak somitlerde embriyoner donemde fotal doneme kiyasla biraz daha fazla
lokalizasyon belirlenmistir. Somitlerin ¢evresi mezenkimal hiicrelerin bulundugu
alanlardir, dolayisiyla kontrol gruplarinda embriyoner donemde fotal doneme oranla
daha fazla CD271 lokalizasyonu belirlenmistir. Deneysel noral tiip defekti olusturulan
embriyoner donem grubu ile kontrolii arasinda belirgin fark gézlenmezken, f6tal donem
grubunda kontrolden daha fazla CD271 lokalizasyonu belirlenmistir. CD271, noral tiip

defektlerinde embriyoner déonemde etkisiz goriinse de fotal donemde lokalizasyonunun
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arttig1 izlenmektedir. Bu durumun noral tiip defektlerinde mezenkimal kok hiicrelerin
CD271 ekspresyonunu artirmasindan kaynaklaniyor olabilir.

» Calismamizda hemopoetik kok hiicre belirteci olarak kullandigimiz CD14 ve
CD45 antikorlarinin noral tiip defekti olusumundaki etkisini, hemopoetik kok hiicrelerin
noral dokulardaki etkisini arastiran ¢alismalar bulunmamaktadir. Calismamizda kontrol
grubunda fotal donemde embriyoner donemden daha fazla CD14 immiinlokalizasyonu
belirlenmistir. Bu durumun hemopoezin erken donemlerde baslamasiyla beraber
hemopoetik hiicrelerin sayica artmast bodylece CDI14 immiinolokalizasyonunu
artirmastyla iligkili olabilecegi diistiniilmektedir. Deneysel noral tiip defektli gruplarda
kontrole gore CDI14 lokalizasyonunun arttigi belirlenmistir. CD14 ekspresyonu
interferon reseptorleri ile baglantilidir. Noral tiip defekti olusumu sirasinda da
interferonlar artmis boylece deney gruplarinda CD14 lokalizasyonunu artirmis olabilir.

» Hemopoetik kok hiicrelerin belirlenmesi i¢in kullanilan antikorlardan digeri
CDA45°dir. Calismamizda kontrol grubu embriyoner donemde fotal doneme oranla daha
fazla CD45 lokalizasyonu belirlenmistir. Deneysel noral tiip defektli gruplarda ise
kontrol gruplarina oranla daha fazla CD45 immiinlokalizasyonu izlenmistir. Bu
durumun deneysel noral tiip defekti olusturmak i¢in verilen asirt miktarda retinoik asitle
hemopoetik hiicrelerin sinyal yolaklarinda, gen bdlgelerinde meydana getirdigi
bozukluklardan kaynaklanmis olabilir. Defekt gelisiminde CD45 lokalizasyonunun
hemopoetik hiicrelerde arttigi bdylece hiicrelerin mekanizmasini bozarak noéral tiip

defektlerine yol agtig1 diistiniilmektedir.
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