2021

YUKSEK LiSANS TEZi

Ekin EFE

T.C.
ANKARA YILDIRIM BEYAZIT UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

TAVUK EMBRiYOSU KORYOALLANTOIK MEMBRAN
MODELI KULLANILARAK ANJIYOGENEZ SURECINDE
ROL OYNAYAN MOLEKULLERIN C-TiPi NATRIURETIK

PEPTID iLE OLASI iLISKiSININ INCELENMESI

YUKSEK LISANS TEZI

Ekin EFE

HISTOLOJI ve EMBRIYOLOJI PROGRAMI

Ankara, 2021




T.C.
ANKARA YILDIRIM BEYAZIT UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

TAVUK EMBRiIYOSU KORYOALLANTOIK
MEMBRAN MODELi KULLANILARAK
ANJIYOGENEZ SURECINDE ROL OYNAYAN
MOLEKULLERIN C-TiPi NATRIURETIK PEPTID ILE
OLASI ILiSKIiSININ INCELENMESI

YUKSEK LISANS TEZI

Ekin EFE

HISTOLOJI VE EMBRIYOLOJI PROGRAMI

Bu arastirma; Baskent Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi

tarafindan DA20/14 nolu proje ile desteklenmistir.

Bu tezin Yiiksek Lisans derecesi i¢in gereken tiim sartlart sagladigini tasdik ederim.



T.C.
ANKARA YILDIRIM BEYAZIT UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

Tavuk Embriyosu Koryoallantoik Membran Modeli Kullanilarak Anjiyogenez
Siirecinde Rol Oynayan Molekiillerin C-Tipi Natriiiretik Peptid ile Olasi liskisinin

Incelenmesi

Ekin EFE

Yiiksek Lisans Tezi

09.06.2021

Tez Danismani

Prof. Dr. Ahmet Cevik TUFAN

Jiiri Uyeleri
Prof. Dr. Ahmet Cevik TUFAN
Prof. Dr. Sevil CAYLI
Prof. Dr. Attila DAGDEVIREN

Okudugumuz ve Savunmasini dinledigimiz bu tezin bir Yiiksek Lisans derecesi

icin gereken tiim kapsam ve kalite sartlarini sagladigini beyan ederiz.

Prof. Dr. SgyiltHed) Qteay ARSLAN

Enstiti Mudira



BEYAN

Bu tez calismasinin kendi ¢alismam oldugunu, tezin planlanmasindan
yazimina kadar biitiin asamalarda patent ve telif haklarini ihlal edici etik dist
davranisimin olmadigini, bu tezdeki biitiin bilgileri akademik ve etik kurallar i¢inde
elde ettigimi, bu tezde kullanilmis olan tiim bilgi ve yorumlara kaynak gosterdigimi
beyan ederim. 09.06.2021

Adi SOYADI
Ekin EFE

Bu tezin Yiiksek Lisans derecesi i¢in gereken tiim sartlart sagladigini tasdik ederim.



TESEKKUR

Ik giinden beri beni destekleyen, benim icin sonsuz destek ve giiven kaynagi
olan, hi¢bir zaman iltifatin1 ve takdirini esirgemeyen, her zaman yanimda olan, bu tez
caligmas1 basta olmak {izere her tiirlii bilimsel konuda destegini aldigim ve alacagim
sevgili hocam Prof. Dr. Ahmet Cevik Tufan’a

Kariyerimde doniim noktasi olmasina vesile olan ve beni destekleyen bilgilerini
daima paylasan degerli hocam Prof. Dr. Attila Dagdeviren’e

Tezimde elektron mikroskop ¢aligmalarinda bana destek olan sevgili hocam
Prof. Dr. Figen Kaymaz’a

Uzerimde emekleri olan Ankara Yildirim Beyazit Universitesi Tip Fakiiltesi
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali kiymetli Ogretim Uyeleri; Prof. Dr. Habibe
Meltem Ozgiiner’e, Prof. Dr. Sevil Cayli’ya, Dr. Ogr. Uyesi Hilal Nakkas’a ve Dr.
Ogr. Uyesi Bahar Kartal’a,

Ankara Yildirim Beyazit Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji
Anabilim Dalindan Giilben Akcan basta olmak tizere tiim asistan arkadaslarima,

Baskent Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dalinda
en basindan beri desteklerini aldigim ve hep yanimda olan kiymetli Dr. Ogr. Gorevlisi
Fatma Helvacioglu’na, Dr. Ogr. Gérevlisi Piar Ayran Fidan’a ve Dr. Ogr. Gorevlisi
Aysegiil Siizer’e, deneysel calismalarimda ¢ok yardimlari olan ve beni hep
destekleyen sevgili meslektasim Ece Lakse Cosar’a ve yardimlari i¢in laboratuvar
teknisyenimiz AyhanYiiksek’e,

Benim i¢in ¢ok kiymetli olan yillardir benimle birlikte yol arkadasligi yapan
biricik dostlarim, Tugce Ozen Ekici’ye, Nefise Erdingmer’e, Ozge Lalegiil Ulker ve
esi Erdi Ulker’e, Burcu Ozacit ve sevgili esi Irfan Ozacit’e, Zeynep Saklar Sahin ve
Giiveng Sahin’e, Elvan Hortag Istar ve esi Mete Istar’a,

Bana bir aile yuvasi daha veren, tanistigimiz ilk giinden beri kucaklarini agan,
sevgilerini esirgemeyen, daima mutlulukla birbirimizin yaninda oldugumuz sevgili
Ferda Efe’ye, Osman Attila Efe’ye ve biiyiigiimiiz Ada’ya,

Herseyden 6nemlisi varlik sebebim olan, hayatta en degerli seyin okumak oldugunu
ve sorumluluk tasimak oldugunu 6greten, her zaman desteklerini aldigim, sevgili babam
Ahmet Kadri Ergin’e ve annem Mevliide Mihriban Ergin’e, hayatim boyunca hep yanimda
olan, sevgisini en derinden hissettigim ve onsuz bir sey diisinmedigim en degerli varligim

olan sevgili ablam Deniz Cakmur’a ve esi Ejder Cakmur’a,



Ilerledigim bu yolda en biiyiik destek¢im, biricik esim Oguzhan Ekin Efe’ye sonsuz

tesekkiir ederim.



ICINDEKILER

OZET ... i
ABSTRACT ettt v
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI ........ccccoooviniiniiinincrnns Vi
SEKILLER DIZINI .......cooooiiiioeeeeeeeeee e viii
TABLOLAR DIZINI.....cooiviiiiiiiiiiiieesceeseses s X
I € 02 1SRRI 1
2. GENEL BILGILER..........ccccoooiiiiiiiiiniecec e 4
2.1. Vaskiiler Sistem Histolojisi V& Geligimi ........cccvvvvviiiiiiiniiniiiieninn 4
2.2, ANJIYOGBNEZ ...ttt 7
2.2.1. Anjiyogenezde Gorevli Biiylime Faktorleri............ccoceenee... 10
2.2.2. Anjiyogenezin Molekiiler Mekanizmasi..............cccceeveenne.n. 12
2.2.3. Anjiyogenez Calismalarinda Kullanilan Deneysel Modeller
....................................................................................................... 15
2.3. Tavuk Embriyosu Gelisim Evreleri ..........ccooccoviiniiiniiniiinieee 17
2.3.1. Tavuk Koryoallantoik Membran Geligimi.............cccccevenen. 18
2.3.2. Koryoallantoyik Membran ve Anjiyogenez Calismalari ..... 22
2.4. Natritiretik Peptidler Ve Reseptorleri.........ccoovvvevinieniiiiiiciecen 24
2.4.1. C-Tipi Natriiiretik Peptid ve Vaskiiler Yapilar ile Iliskisi... 27
2.4.2. insan CNP ve Tavuk CNP-3 HOmMoIQjiSi..............ccccueveneene. 29
3. MATERYAL Ve YONTEM .......ocoooiiiiiiiniinnissinsessiseesiesies e 31
3.1 EtiK KUIUL ONAYT ... 31
3.2. Deney Hayvanlarinin Temin EAilMeSi.........cccooevviiieninininiien, 31
3.3. Tavuk Embriyosu CAM Doku Orneklerinin Toplanmasi................ 31
3.4. Isik Mikroskop Incelemesi I¢in Kullanilan Cozeltilerin/Boyalarin
HazZITIanIS1 ....ooiiiiiic e 32
3.4.1. %10 Formol Fiksatifi (Tamponlu) Hazirlanmasit................. 32
3.5. CAM Doku Orneklerinin Isik Mikroskop ile Degerlendirilmesi..... 32

3.6. Transmisyon Elektron Mikroskop Incelemesi I¢in Kullanilan
Cozeltilerin/Boyalarin Hazirlanisi.........ccoocvvevviiiiin e 33
3.6.1. %2’lik Gluteraldehit Tespit Soliisyonunun Hazirlanmast ... 33

3.6.2. Osmiyum Tetroksit Soliisyonunun Hazirlanmast................ 34

3.6.3. Elektron Mikroskop Gomme Materyalinin Hazirlanmasi ... 34
|



3.7. CAM Doku Orneklerinin Elektron Mikroskop ile Degerlendirilmesi

TAKIDT 1. 34
3.10. Primer DIZaYNI .......cciiiiiiiiieieieiiesie st 35
3.11. CAM Doku Orneklerinden RNA 1zolasyonu............ccceevevevevennne. 36
3.12. cDNA Sentezi Ve RT-PCR........ccooiiiiiiiiiceee 36
3.13.Deneylerde Kullanilan Kimyasallar, Sarf Malzemeler ve Cihazlar38
4. BULGULAR ...ttt 41
4.1. CAM Doku Orneklerinin Isik Mikroskop Ile Degerlendirilmesi..... 41
4.2. CAM Doku Orneklerinin Elektron Mikroskop ile Degerlendirilmesi
................................................................................................................. 48
4.3. CAM Doku Orneklerinden RNA izolasyonu..............ccccoeevevvrunnans 52
4.4, VEGF-A, VEGFR-2, FGF-2, FGFR-2, CNP-3 ve NPR-B mRNA
Diizeylerinin OIGHIMESi........cc.cveveeivicieiiceeseeeeieeeete e, 52
5. TARTISMA ... 54
6. SONUC VE ONERILER ..........cocoooiiiiiiiteiieecieeeee e 58
T KAYNAKLAR oo 59
8. EKLER ..o 70
EK-1: T.C. Tarim Bakanli@l Izni.........cccccoveverviiveiiiereiceseee e 70
EK-2: Etik Kurul Onay Belgesi. ........ccccvevveiieiieiecic e 71
EK-3: Tezin Igeriginden Yapilmis Yayin Ve Diger Yaynlar................. 72
EK-4: OZGECIMIS ... eess s s s s s s e s e 73



OZET

Tavuk Embriyosu Koryoallantoik Membran Modeli Kullanilarak
Anjiyogenez Siirecinde Rol Oynayan Molekiillerin C-Tipi Natriiiretik Peptid ile

Olasi Iliskisinin Incelenmesi

Tavuk koryoallantoik membran (CAM) modeli, anjiyogenez ¢alismalarinda
gelisimsel siirecleri takip etmek i¢in yaygin olarak kullanilan bir modeldir. Bu tez
calismasinda, CAM kullanilarak, embriyonik gelisimin 7. ve 20. giinleri (E7 ve E20)
arasinda goriilen anjiyogenez siireci 151k ve transmisyon elektron mikroskop analizleri
ile takip edilmistir. Ayrica, ayni giinlerde alinan CAM oOrnekleri kullanilarak,
anjiyogenez mekanizmalarinda gorevli [Vaskiiler Endotelyal Biiylime Faktorii
(VEGF)-A ve Fibroblast Biiyiime Faktorii (FGF)-2] ve reseptorlerinin [Vaskiiler
Endotelyal Biiylime Faktorii Reseptorii (VEGFR)-2 ve Fibroblast Biiylime Faktorii
(FGFR)-2] yanu sira, insan C-tipi natritiretik peptid (CNP) homologu olan tavuk CNP-
3 ve reseptoril natritiretik peptid reseptorii (NPR)-B'nin mRNA ifade diizeylerinin
zamana bagimli degisimi analiz edilmistir.

Isik mikroskobu ve elektron mikroskobu analizleri, endotel tiip benzeri vaskiiler
yapilar1 yogun olarak E7-E8 giinlerinde ve koryonik mezensim i¢inde bulundugunu
gostermistir. E9-E20 giinler siirecinde ise mezensim iginde yer alan vaskiiler yapilarin
progresif gelisimi, stabilizasyonu ve kompleks dallanmas1 gdzlenmistir.

Bu vaskiiler gelisim siirecinde, VEGF-A ve FGF-2 mRNA ifadesi, CAM
gelisiminin erken asamalarinda E7 ile E9 arasinda ve E8'de pik yapacak sekilde
gozlenmistir. Bu molekiiller, CAM gelisiminin ge¢ doneminde, E16 civarinda ikinci
bir pik gostermistir. CNP-3 mRNA ifadesi E16 ile E20 arasinda VEGF-A ve FGF-2
MRNA ifadeleri ile es zamanli olarak tespit edilmistir. VEGFR-2 mRNA ifadesi E7-
E12 arasinda gozlenirken, FGFR-2 mRNA ifadesi ilk pikini E7-E9 arasinda ve ikinci
pikini E16-20 arasinda gostermistir. NPR-B mRNA ifadesi ise en yiiksek seviyesi
E16°da olmak iizere E7-E20 arasinda gdzlenmistir.

Sonug olarak elde edilen veriler, CNP-3'iin 6zellikle CAM gelisiminin geg
doneminde (E16-E20 giinleri siirecinde), NPR-B reseptorii araciligiyla, ileri vaskiiler

organizasyonda rol oynayabilecegini ortaya koymustur.



Anahtar kelimeler: Anjiyogenez, koryoallantoik membran (CAM), CNP,
CNP-3, NPR-B, VEGF-A.



ABSTRACT

Investigation of the Putative Relationship of Molecules which Playing a
Role in the Angiogenesis with C-Type Natriuretic Peptide By Using the

Chicken Embryo Chorioallantoic Membrane Model.

The chick chorioallantoic membrane (CAM) is a widely used model to follow
the developmental processes in angiogenesis studies. This thesis study aims to describe
the putative involvement of CNP-3, the chick homolog of human CNP, and its receptor
natriuretic peptide receptor (NPR)-B besides known angiogenic factors and their
receptors, vascular endothelial growth factor (VEGF)-A/ vascular endothelial growth
factor receptor (VEGFR)-2 and fibroblast growth factor (FGF)-2/fibroblast growth
factor receptor (FGFR)-2, in angiogenesis of the CAM.

CAM samples between developmental days E7 and E20 were collected for light
microscopic and transmission electron microscopic analyses. Expression of CNP-
3/NPR-B, VEGF-A/VEGR-2, FGF-2/FGFR-2 mRNA in these CAM samples were
also studied between E7 and E20.

Light microscopy and electron microscopy analyzes showed that, vascular
organization was mostly within the chorionic mesenchyme as endothelial tube-like
structures on E7-E8 days. On E9 and later, advanced blood vessels were observed
within the mesenchyme.

VEGF-A and FGF-2 expression were observed in the early stages of CAM
development (E7-E9) with a peak at E8. These molecules showed a second peak at
around E16. Co- expression of VEGF-A, FGF-2 and CNP-3 were seen at E16-E20.
VEGFR-2 expression was observed between E7-E12, whereas expression of FGFR-2
showed its first peak between E7-E9 and its second peak between E16-20. NPR-B
expression, on the other hand, was observed between E7-E20 with its highest level at
E16.

In conclusion, the results revealed that CNP-3 may have a role in vascular
organization via its NPR-B receptor in the later stages, i.e., E16-E20, of CAM
development.

Key words: Angiogenesis, chorioallantoic membrane (CAM), CNP, CNP-3,
NPR-B, VEGF-A.



SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

Ae : Allantoik epitel

Ang-1 : Anjiyopoietin-1

Ang-2 : Anjiyopoietin-2

°C : Santigrat derece

ANP . A-tip natritiretik peptid

B¢ : Baz cifti

BMP-4 : Kemik morfojenik protein-4

bFGF : Bazik fibroblast biiyiime faktorii

BNP : B-tip natritiretik peptid

CAM : koryoallantoik membran

Cdc42 : Hiicre boliinmesi kontrol proteini 42

CNP : C-tip natritiretik peptid

CNP-3 . C-tip natritiretik peptid-3

CO2 : Karbondioksit

DLL4 : Delta-benzeri 4

En : Endotel hiicresi

EDHF : Endotel Kaynakli Hiperpolarize Etme Faktorii
Er : Eritrosit

Eo : Eozinofil

FAK : Fokal adezyon kinaz

FGF : Fibroblast biiylime faktorii

FGF-2 : Fibroblast biiylime faktorii-2

FGFR-2 : Fibroblast biiyiime faktorii reseptorii 2

Flk1 : Vaskiiler endotel biiyiime faktorii reseptor 2
Flt1 : Vaskiiler endotel biiylime faktorii reseptor 1
Flt4 : Vaskiiler endotel biiylime faktorii reseptor 3
GC : Guanil siklaz

GTPaz : Guanozin trifosfataz

HIF1-a : Hipoksi uyarici faktor- o

Ig : Immunoglobulin

IGF-1 : Insiilin benzeri biiyiime faktorii 1

JAK : Janus kinaz
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MAPK
NEP

NO
NPR-A
NPR-B
NPR-C
Nrp-1
NT-BNP
02
PECAM-1
PDGF-B
PI3

PKG

Prs

RTK
RT-PCR
ROS
SDF-1
Src kinaz
TGF-B
TNF- a
VE-kaderin
VEGI
VEGF-A
VEGF-B
VEGF-C
VEGF-D
VEGFR-1
VEGFR-2
VEGFR-3

: Mitojenle aktiflestirilen protein kinaz

: Notral endopeptidaz

: Nitrik oksit

: Natriiiretik peptid reseptor-A

: Natritiretik peptid reseptor-B

: Natritiretik peptid reseptor-C

: Norofilin-1

: N-terminal B-tip natriiiretik peptid

: Oksijen

: Platelet endotel hiicre adezyon molekiili

: Platelet kokenli biiylime faktorii-

: fosfotidilinositol 3

: Protein kinaz G

: Perisit

: Reseptor tirozin kinaz

: Revers transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu
: Reaktif oksijen tiirleri

: Stromal kokenli faktor-1

: Sarkoma iliskili kinaz

: Dontistiirticti bliytime faktorii- 8

: Timor nekrosiz faktor- o

: Vaskiiler endotel-kaderin

: Vaskiiler endotel inhibe edici faktor

: Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii-A

: Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii-B

: Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii-C

: Vaskiiler endotelyal biiyltime faktorii-D

: Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii reseptor 1
: Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii reseptor 2

: Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii reseptor 3
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1. GIRIS

Vaskiilogenez ve anjiyogenez embriyoda vaskiiler agin olusumunu ve gelisimini
saglayan iki temel siirectir (1-5). Vaskiilogenez, mezoderm kokenli anjiyoblastlarin
farklanmasi sonucunda endotel ve primordiyal kan hiicrelerine doniismesi, dolayisiyla
de novo olarak ortaya ¢ikan primitif kan damarlarinin olusumu seklinde tanimlanir (2-
6). Ote yandan, anjiyogenez vaskiilogenezden farkli olarak, dénceden var olan kan
damarlarindan endotelyal proliferasyon ve migrasyon mekanizmalar ile yeni kan
damarlarinin olugsma siirecidir. Filizlenme ve intussusseptif olarak iki farkl
anjiyogenez mekanizmasi tanimlanmistir. Filizlenme seklinde goriilen anjiyogenez
stirecinde endotelyal proliferasyon ve hiicre gocii sonucunda endotelyal tiip olusumu
ortaya cikar (2, 6-10). Intussusseptif anjiyogenez ise, dnceden var olan damarlarin
mikrovaskiiler biiyiimesinden kaynaklanir ayrica vaskiiler agin yeniden sekillenmesi
ve geniglemesinden de sorumludur (9).

Fibroblast biiylime faktorii (FGF) ailesine ait mezoderm uyaric1 faktorler,
paraksiyal ve lateral mezodermi anjiyoblastlarin ve hematopoetik hiicrelerin olusmasi
i¢cin uyarir. Mezodermden koken alan anjiyoblastlar heniliz liimen olusturamayan ve
bir araya gelerek kiimelesen vaskiiler endotel hiicrelerin onciilleridir ve ilkel kan
damarlarin1 olustururlar. Bu siirece vaskiilogenez denir (2, 3, 6). Vaskiiler endotel
bliylime faktorii (VEGF) etkisiyle anjiyoblastlar, endotel hiicrelere farklanir. Burada
en Onemli nokta VEGF ligand molekiiliiniin etki ettigi reseptOriinlin tipidir.
Anjiyoblastlar, vaskiiler endotel biiyime faktori reseptori-2 (VEGFR-2) ifade
ederken; hematopoetik hiicreler bu reseptorii oldukca az ifade ederler. Cevresel
uyarilar sonucunda hematopoetik hiicreler, kan hiicrelerini olusturacak hiicrelerin
onciisii 6zelligini gosterirken; anjiyoblastlar endotel hiicrelerin onciisii haline gelirler.
Boylece VEGFR-2’nin ligand molekiilii olan VEGF, anjiyoblastlarin endotel hiicrelere
farklanmasini saglar ve vaskiilogenez ile ilkel kan damarlar1 olusur (9).

Ilkel kan damarlarinin olusumu sonrasinda, endotel hiicreler cogalirlar ve liimen
olusumu ile kapiller ag yapis1t meydana gelir. Vaskiilogenez ile olusmus varolan damar
yatagindan yeni damar olusumu siirecine ise anjiyogenez denir (2). Anjiyogenez,
embriyonik donemde ve yetiskinlerde baz1 fizyolojik siireglerde goriilen ve genellikle

endotel hiicrelerin filizlenmesi, gé¢ etmesi, yeniden modellenmesi ve endotelin
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etrafinin perisitler ile sarilip yeni damarin liimeninin olusmasiyla ilerleyen karmagik
bir siiregtir. Filizlenme ve intussusseptif olarak iki farkli anjiyogenez mekanizmasi
tanimlanmistir.  Filizlenme seklinde goriilen anjiyogenez siirecinde endotelyal
proliferasyon ve hiicre gogli sonucunda endotelyal tiip olusurken (2, 6-10);
intussusseptif anjiyogenez, dnceden var olan damarlarin mikrovaskiiler biiyiimesinden
kaynaklanir ve vaskiiler agin yeniden sekillenmesi ve genislemesinden de sorumludur
(9). Bu siireglerde belirleyici olan nokta, dokunun kanlanma 6zelligi yani dokunun
metabolik 6zelliklerine bagli olarak ihtiya¢ duydugu oksijenlenme durumudur. Buna
bagli olarak dokunun kanlanmasini ortamdaki biiyiime faktorlerinin varligs,
konsantrasyonu gibi faktorler diizenler.

Anjiyogenez basamaklari: vazodilatasyon, endotel gecirgenligin artmasi/
periendotel destegin bozulmasi, endotel hiicre proliferasyonu ve migrasyonu, kan
damari limeni olusumu, endotel farklanmasi, yeniden modelleme ile kapillerin etrafini
saran damar diiz kas hiicrelerinin kan damar etrafinda toplanmasi (remodeling)
seklindedir (10). Bu siireclerde gorev alan molekiiller ise anjiyogenik ve anti-
anjiyogenik faktorler olarak iki baslik altinda incelenir. Bu faktorlerin etkisi altinda
anjiyogenez denetlenebilir bir sekilde gergeklesmektedir. Bu faktorler arasinda;
vazodilatasyonda gorevli olan nitrik oksit (NO), endotel hiicre proliferasyonunda ve
migrasyonunda gorevli olan VEGF izoformlar1 ve bazik fibroblast biiyiime faktorii
(bFGF), anjiopoetin molekiilleri bulunmaktadir.

Anjiyogenez arastirmalarinda, gerek hiicre kiiltlirii ¢calismalar1 gerekse deney
hayvanlar ile ¢alisilarak yapilan deneysel modeller kullanilmaktadir. Bu modellerin
icerisinde en yaygin olanlarindan biri tavuk koryoallantoik membran (CAM)
modelidir (11).

CAM, gelismekte olan tavuk yumurtasi ile ¢alisilan bir doku 6rnegidir. CAM,
allantoyis ve koryonun birlesmesiyle olusan ekstraembriyonik bir membrandir. Ayrica
CAM, memelilerde bulunan allantoyise benzer sekilde gelisir; ancak kanatlilarda
farkli olarak koryon ile birlesir ve boylece koryoallantoik membrani olusturur (12, 13).
Oldukg¢a yiliksek damarlanma 6zelligine sahip CAM, basta bir¢ok durumda
anjiyogenezin gelisimsel olarak takip edilmesi adina ¢alismalarda tercih edilir.

CAM ile yapilan ¢aligmalarda, anjiyogenezi uyaran faktorler olan bFGF, VEGF,
hipoksi uyarici faktor-1 alfa (HIF-1a), stromal kokenli faktor-1 (SDF-1), transforme
edici biiylime faktorii beta (TGF-B) gibi faktorlerin ve biyolojik unusrlarin siklikla
cesitli deneysel modellerde galisildigr goriilmektedir (14, 15, 16). Ozellikle bu
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faktorlerin giin ve gilin ifadelenmesinin takip edilmesi anjiyogenez mekanizmasi ve
tiplerinin anlagilmasinda énemlidir.

VEGF ve bFGF gibi yaygmn bilinen anjiyogenik faktorlerin yani1 sira
anjiyogenezde etkinligi arastirilmaya baslanan; ancak anjiyogenezde diger faktorlerle
iligkisi tam olarak ortaya konmamis olan C-tip natriiiretik peptidin de (memelilerde
CNP, tavuk homologu CNP-3) son yillarda ¢alismalara konu oldugu goriilmektedir
(17).

CAM  modeli  kullanilarak  gerceklestirilen  anjiyogenez  calismalari
incelendiginde, gelisimin evrelerine gore, anjiyogenezin c¢esitli asamlarda
simiflandirihidign  goriilmiistiir. Dollenmis yumurtalarin  inkiibasyonun besinci ve
yedinci giinleri aras1 (E5-E7), damar biiylimesinin esas goriildiigii evredir. E§-E12,
intususeptif anjiyogenezin 6n planda oldugu evredir ve E13-E14 herhangi bir ag
olusumu ya da kompleks yap1 olusmaksizin damar aginin hacim ve kiitlece biiylidiigii
evredir (14).

Bu c¢alismalarda siklikla kullanilan analizler; 1sitk mikroskobu ve elektron
mikroskobu ile doku morfolojisinin degerlendirilmesi ve molekiiler diizeyde ilgili
faktorlerin ifadelenmesinin bakilmasina yonelik olarak revers transkriptaz polimeraz
zincir reaksiyonu (RT-PCR), western blot analizlerinin kullanilmasidir. Hazirlanan bu
tez caligmasinda ise bu yoOntemlerden 151k mikroskop icin hematoksilen&eozin
boyama ve toluidin mavisi boyamast yapilmast planlanmistir. Daha detayli
gorlintiileme yapilabilmesi adina elektron mikroskop goriintiilleme i¢in dokulardan
ince kesitlerden hazirlanmistir. Gen ifadedelenmesi revers transkriptaz polimeraz
zincir reaksiyonu (RT-PCR) yontemi ile VEGF, bFGF ve CNP faktorleri ve ilgili
reseptorleri i¢in ¢alisilmigtir.

“CNP, anjiyogenik stireci ilerleten ve damar stabilizasyonunu saglayan bir faktor
olarak gelisimsel siirecte VEGF ve bFGF ile etki gosterir” hipoteziyle yola ¢iktigimiz
tez ¢aligmasinin amaci: CNP’nin anjiyogenez siirecinde rolil olup olmadiginin oratya
konmast ve VEGF, bFGF ile etkilesiminin anjiyogenez ¢aligma modeli olarak tavuk

embriyo koryoallantoik membran modeli kullanilarak ortaya konmasidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Vaskiiler Sistem Histolojisi ve Gelisimi

Kardiyovaskiiler sistem omurgalilar subesine ait canlilarin embriyosunda
fonksiyonellik kazanan ilk sistemdir. Embriyonun basit difiizyon ile ihtiyag¢larini artik
karsilayamadig1 noktada doku ve organ sistemlerinin gelisimine bagli olarak artan
ihtiyaclarin karsilanmasi kardiyovaskiiler sistemin olusumu ile saglanir. Bu sistemin
esas fonksiyonu gaz degisimi, besin saglamak ve atik {irlinlerin uzaklastirilmasi
seklinde siralanabilir. Embriyo gelistikge, kardiyovaskiiler —sistem lenf
diizenlenmesinde, endokrin sistemin fonksiyonellik kazanmasinda ve immiinolojik
denetlemede gorev alir (18, 19).

Gelisimsel siirecin basinda embriyo vaskiilarizasyona sahip degildir ve besin
ihtiyacin diflizyon araciligiyla saglar. Embriyo hizli ve birbirini takip eden gelisimsel
olaylar sonucunda yiiksek vaskiilarizasyona sahip bir organizma haline gelir. Bu
noktada embriyonun sagkalimi fonksiyonel ve kompleks kapiller pleksusun ve kan
damarlarinin olusumuna bagl hale gelir (4). Vaskiilogenez, endotel hiicre Onciisii
(prekursorii) olan anjiyoblastlarin belirli bolgelere go¢ ederek burada in situ
farklanmasi ve endotel kordlar seklinde primitif vaskiiler ag yapisint olusturmasidir
(4, 20). Bu siirecte gorevli olan ¢ok sayida biiylime faktorii vardir. Bunlardan,
fibroblast biiyiime faktorii-2 (FGF-2) ve kemik morfojenik protein 4 (BMP-4)
paraksiyal ve lateral mezodermi bipotent karakatere sahip hemanjiyoblastlardan
anjiyoblastlarin ve hematopoetik hiicrelerin olusumu icin uyarir. Anjiyoblastlar,
vaskiiler endotel biiyiime faktérii (VEGF) etkisinde endotel hiicrelere farklilasir.
Burada en 6nemli nokta VEGF ligand molekiiliinliin etki ettii reseptor tipidir.
Anjiyoblastlar, vaskiiler endotel biiyiime faktorii reseptorii-2 (VEGFR-2, Flk1) ifade
ederken; hematopoetik hiicreler bu reseptorii oldukca az ifade ederler. Dolayisiyla,
hematopoetik hiicreler kan hiicrelerini olusturacak hiicrelerin Onciisii konumuna
gelirken; anjiyoblastlar endotel hiicrelerin Onciisii konumuna gelirler. Boylece
VEGFR-2’nin ligand molekiili olan VEGF, anjiyoblastlarin endotel hiicrelere
doniismesini saglar ve vaskiilogenez ile ilkel kan damarlari olusur (9, 20).

Hematopoetik hiicrelerin ve anjiyoblastlarin reseptorlerinin birbirinden farkli

olmasi bu iki hiicre tipinin farklanma siireclerini etkiledigi gibi embriyonik donemde



bu iki hiicre hattinin toplandigi noktalari da etkiler. Anjiyoblastlar, direkt dorsal
aortada ve kardinal vende agregatlagsma yaparlar ve bu durum anjiyoblast farkalanmasi
ile olusan kapiller pleksus aginin endokardiyal tiip yapisina déniismesinde rol oynar
(4, 20). Yapilan ¢ok sayida calismada, anjiyoblastlarin vaskiiler yapiyr olusturan
unsurlara farklanmasinda VEGFR-2 ve bunun ligandi olan VEGF-A’nin 6nemi
gosterilmistir. VEGFR-2 knockout farelerde yapilan deneylerde anjiyoblastlarin bu
reseptore sahip olmadigr durumlarda kan adaciklarinin olusamadigi yani hiicrelerin
agregat olusuturamadigi ve vaskiiler gelisimin tamamen etkilenerek gelisimin
ilerlemedigi ve embriyonun olimiiniin gerceklestigi gosterilmistir (21, 22). VEGF-A
knockout olan farelerde genin bir kopyasinin silinmesinde bile embriyonik 6liimiin
gerceklestigi gosterilmistir. Ayrica bir diger VEGF reseptorii olan vaskiiler endotel
biiylime faktorii reseptor-1 (VEGFR-1; flt1) ile yapilan ¢alismalarda bu reseptoriin
gelisimin erken evresinde etkili oldugu gosterilmistir. VEGFR-1 yoklugunda 6zellikle
endotel hiicrelerde anormal gelisim ve vaskiiler yapida diizensizlik oldugu
gosterilmistir (23, 24).
Yetiskinlerde, her bir organin vaskiiler organizasyonu, organin fizyolojik
ozelliklerine uygun sekilde bir dizi damar agi ile olusturulur. Kan damarlarinin
morfogenizi de gevreledikleri dokunun ihtiyaglarina gore diizenlenir ve buna bagh
olarak kan damarlarinin hem endotel hiicrelerden olusan endotelyum tabakasi hem de
diiz kas hiicrelerinden ve perisit hiicrelerinden olusan damar duvarimn
sekillenmesinde ¢ok sayida mekanizma gorev alir. Kardiyovaskiiler sistem
hiyerarsisini, farkli sekillerde olusan her bir damarin kendine 6zgii yapis1 belirler (19).
Insanda vaskiiler organizasyon temel olarak ii¢c ana damar sistemine ayrilir.
Bunlar: arteriyel, venoz ve lenfatik sistemdir. Arteriyel (atardamara ait) sistem,
pulmoner arter veya dorsal aort gibi daha biiyiik arterler seklinde baslar ve giderek
daha kiiclik capli arterlere, arteriollere ve kapillere dogru giden bir sistemle kani
kalpten uzaklagtirir (Sekil 2.1-A). Arterler bu sekilde kan1 kapten toplayarak sistemik
veya pulmoner dolagima iletir. Buna karsilik, kiigiik arteriyoller, oksijen (Ogz) ve
karbondioksitin (CO2) yani sira besinler ve metabolik atik iriinleri dokularda
degistiren kapilleri besler (18, 19). Venoz sistem ise kan1 kapillerden toplayarak ve
giderek daha biiylik veniiller ve venler araciligiyla kalbe geri tasir (Sekil 2.1-A).
Lenfatik damar sistemi ise, dokulardan ve organlardan interstisyel siviyr alir ve

subklavyen damarlara drenaj yoluyla bu siviy1 geri vererek dolasima geri dondiiriir.



Bu tii¢ vaskiiler organizasyon sekli dolagim sistemini olusturan kapali bir damar
sistemini meydana getirir (18).

Vaskiiler sistemdeki damarlarin heri biri farkli hiicre tiplerinden olusur.
Damarlarin i¢ tabakasini tek katli yassi epitel hiicreleri olan endotel hiicrelerinin
meydana getirdigi endotelyum adi verilen tabaka olusturur (Sekil 2.1-B). Endotelyum,
damarin liimen tabakasinin etrafini g¢evreler. Kiiglik damarlarda ve kapillerde
endotelyum damar diiz kas hiicreleri ve perisitler tarafindan desteklenir; ancak bu
hiicreler sik degil seyrek olarak goriiliir. Arteriyoller az sayida diiz kas tabakasiyla
cevriliyken; kapiller diiz kas hiicreleri yerine devamlilik gostermeyen perisitler ile
cevrilidir. Bu destekleyici iki hiicre tipi olan diiz kas hiicresi ve perisitlere genel olarak
mural hiicreler adi verilmektedir ve bunlar damarin liimen harici tarafiyla iligki
halindedir. Daha biiylik arter ve venlerde ise igte endotelyum (tunika intima) kalin,
etrafinda stabilize edici bir diiz kas hiicre tabakasi (tunika media) tarafindan ve en
dista bag dokusu, kollajenden olusan bir tabaka (tunika adventisya) ile ¢evrili olan
daha karmasik bir yap1 kazanir (Sekil 2.1-B). Tunika media, dairesel olarak dizilen
diiz kas hiicrelerinden olusur ve biiylik elastik arterlerde, ¢ok sayida dairesel diiz kas
tabakasi, elastik lamel halkalari ile dontisiimlii olarak bulunur. Tunika adventisya, hem
arterlerin hem de venlerin en disinda ekstraseliiler matriks ile devamlilik gosteren,

fibroblastlar1 ve onciil hiicreleri igeren bir tabakadir (Sekil 2.1) (18, 19, 25, 26).
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Sekil 2. 1. Kan damarlarinin organizasyonu. A) Arterler, kapiller ve ven
gosterimi. B) Enine kesit arter yapisinin gosterimi “19 nolu kaynaktan alinmis ve
Tiirk¢eye cevrilmistir”.



Kan damar1 duvarinin morfogenezi ve homeostazisi, belirli genlerin ifadesini ve
hiicresel sinyal mekanizmasinin titizlikle islenmesine ihtiyag duyar. Sinyaller araciligi
ile bir orkestranin yoOnetilmesi gibi ardisik olarak vaskiiler hiicrelerin gogii,
proliferasyonu, apoptozu, farklanmasi ve ekstraseliiler matriksin sentezi diizenlenir
(19). Boylece bir ¢ok patolojik veya fizyolojik kosulda dinamik bir sekilde damarin
metabolik ihtiyaclarina gore kan akist degistirilerek kronik veya akut adaptasyonlar
saglanir. Akut adaptasyonlar, kan damar1 ¢capinin kasilma ya da gevseme sinyallerine
uygun olarak mural hiicreler tarafindan degismesidir. Boylece degisen damar capi ile
birlikte kan akisinda degisiklikler meydana gelir. Kronik degisiklikler ise, vaskiiler
sistemin yeniden diizenlenmesini gerektirir. Bu degisiklikler, kan damarlarinin
yeniden modellenmesi siireclerini igerir. Ilging bir sekilde, bu olaylar embriyoda
fonksiyonel dolagim sistemini kurmak i¢in gerekli olmasina ragmen, eriskin hayatta
da organizmanin yasami boyunca aktivitesini slirdiiriir (18). Vaskiiler sistem, bu
adaptasyonlar1 fizyolojik veya patolojik siireclerde saglayan ve organizmanin
yasamini siirdiirmesi i¢in en gerekli ve dinamik sistemlerden biridir.

Dolagim sisteminin gelisimi, avaskiiler bir yapmin vaskiiler hale gelmesi
siirecini ve olgun damarlarin olusumunu igerir. Bu siliregte en 6nemli temel nokta,
endotel hiicrelerin farklanmasi ve sonrasinda bunlarin 6zelleserek biiyliyen damar

yapilarina katilmasi ve anjiyogenezi uygun sekilde gerceklestirmesidir.

2.2. Anjiyogenez

[Ik kan damarlar1 yukarida ifade edildigi iizere embriyoda vaskiilogenez ile
olugmaktadir. Anjiyogenez ise daha 6nce varolan vaskiiler ag yapisindan filizlenen ve
ayrilan damarlarin yeni damarlar1 olusturma siirecidir. Anjiyogenez ile ilkel vaskiiler
ag yapist yeniden modellenerek daha sonra insan viicudunda yaklasik yiiz bin
kilometre toplam damar uzunluga sahip olan dolagim sistemini olusturur (10, 20, 27,
28)

Anjiyogenez, ilk olarak varolan postkapiller veniillerden endotel hiicrelerin
filizlenerek biiylimesi seklinde tanimlanmistir (29). Ancak giiniimiizde varolan
primitif vaskiiler ag yapisinin biiyiliyerek daha kompleks bir vaskiiler yapiya yeniden
modellenmesi seklinde tanimlanir. Bu modellenme iki tip anjiyogenez slirecini igerir.
Ilki; yaygin olarak bilinen ve endotel hiicrelerinin filizlenerek proliferasyona

ugramasimi takip eden siirectir. Ikincisi ise, periendotel hiicrelerin siitunlar seklinde
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boliinerek veya vaskiiler yapilarin transendotelyal kopriilerle birbirlerine
baglanmasiyla gerceklesir ve bu tip anjiyogeneze intususeptif anjiyogenez denir (10)

(Sekil 2.2).

filizlenme

. . . siitun olusumu
Anjiyogenez oncesi

damar yapisi

1

transendotelyal olusum

Sekil 2. 2. Anjiyogenez mekanizmalarinin gesitlerinin gosterimi “10 nolu
kaynaktan alinmis ve Tiirk¢eye cevrilmistir”.

Endotel hiicrelerin filizlenmesi ile baslayan anjiyogenez siirecinde, perisitler ile
cevrili ve bazal membran {izerine oturmus endotele dahip damarlarda anjiyogenik
sinyalin gelmesiyle perisitlerin birbirinden ayrilmasi ve bazal membranin yikilmasi
gbzlenir. Anjiyogenik sinyal, endotel hiicrelerinin fonksiyonel ve morfolojik olarak
karakteristik hiicreler olan ug¢ hiicrelere (tip cells) veya sap hiicrelere (stalk cells)
farklanmasini saglar (30, 31). Ug hiicreler filopodya (ince ipliksi uzanti) olusturarak
anjiyogenik uyarimin oldugu yone dogru filizlenir. Bu hiicreler yiiksek diizeyde Delta-
benzeri Notch ligand 4 (DLL4) ifade etmeleri ile karakterizedir. Diisiik DLL4 ifadesi
az proliferasyon ve vaskiiler llimenin olusmamasi ile iliskilendirilir. Sap hiicreler, ug
hiicreleri takip ederler ve bunlar daha ¢ok Notchl ifade ederler ve proliferasyonlari
fazla olup yeni olusan filizlenmenin ilerlemesini destekler (5, 27,33, 34).

Endotel hiicrelerin u¢ ya da sap hiicre olarak O6zellesmesindeki en onemli
anjiyogenik faktor VEGF-A ve Notch yolagmin aktivitesidir. VEGF-A’ya cevap
olarak kan damarlarinda sessiz fazda bulunan endotel hiicrelerden bir kisminda DLL4

ifadesi artar ve uyarmin geldigi yone dogru go¢ etmeye baslarlar. Bu noktada DLL4



ifadesi artan bu hiicreler komsu hiicrelerinde Notch sinyal yolagimi DLL4-Notchl
etkilesimini kullanarak aktive ederler ve Notch yolaginin aktive oldugu bu hiicrelerde
uc hiicre olma 6zelligi baskilanir ve bu hiicreler sap hiicreler haline gelir (33, 34).
Notch sinyal yolagi, VEGFR-2 ifadesini ve onun birlikte bulunan reseptorii olan
norofilin-1 (Nrp-1) ifadesini azaltir ve VEGFR-1 ifadesini arttirir ve bu durumda
endotel hiicrelerde VEGF-A’ya karst olusturulan cevap azalir. Endotel hiicreler
arasindaki bu u¢ ve sap hiicre tipine doniistim stabil olmayip bir hiicre diger hiicre
tipine mikrogevresindeki VEGF-A ve DLL4—Notchl arasinda olusacak etkilesime
gore farklanir (5).

Filizlenen endotel hiicrelerin birbirleriyle anastomozlar yaparak, stabilite
kazanarak yeni damarlar olusturmasi gerekmektedir. Bunun i¢in en 6nemli faktor ise,
endotel hiicrenin biiylimesini ve hareketini hiicre-hiicre etkilesimi ile saglayan
vaskiiler endotelyal (VE)-kaderindir (5, 35). Hiicre-hiicre etkilesimine en dnemli etki
kan akimina bagli olusan kayma gerilimi (shear stress) ile olur. Bu sayede, mekanik
sinyaller endotel hiicrelerin gen ifadelenmesini ve hiicre fonksiyonunu etkileyen
biyokimyasal sinyallere ¢evrilir. Endotel hiicreler tarafindan salinan platelet-kdkenli
biiyiime faktorii-B (PDGF-B), perisitlerin yeni olusan kan damar1 etrafinda
toplanmasina ve anjiopoietin-1 ile bu damarlarin stabil kalmasina neden olur. Stabil
haldeki damarin liimenini doéseyen endotel hiicreleri proliferatif olmayan sessiz faza
gecerler. Bu hiicrelere, falanks endotel hiicreleri de denir ve bu hiicreler arasindaki
adheransin ve VE-kaderin ifadesinin artmasiyla damarlar stabil durumlarini
tamamlarlar (5, 36).

Intususepsiyon anjiyogenez mekanizmasi ise daha az aydmnlatilmistir.
Transluminar doku siitunlarinin varolan kan damarlar1 igerisinden gelisip birlesmesi
ve dolayisiyla varolan damarlardan yeni damarlarin boliinme yolu ile olugmasi
intususeptif anjiyogenez olarak tanimlanir (37). Bu mekanizmanin filizlenme ile
olusan anjiyogeneze gore farki, damarin yiizey alanini ve hacmini endotel hiicre
boliinmesi ve ekstraseliiler matriks yikimi olmaksizin arttirmasidir. Siireci izlemek
icin herhangi spesifik bir isaretlemenin hiicreler iizerinde yapilamamasi nedeniyle
intususepsiyon anjiyogenez mekanizmasinin gozlemlenmesi zor bir durumdur.
Siirecin muhetemelen mekanotrandiiksiyon uyarimlarla basladigi diisiiniilmektedir.
Sadece goriintiileme yontemleri ile siirecin izlenmesi s6z konusudur (5, 38).

Anjiyogenez kritik bir siire¢ olarak hem embriyoda hem de eriskin hayatta

goriillir. Ancak erigkin hayatta fizyolojik siirecte yara iyilesmesi veya disi lireme
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sisteminin aylik dongiisii haricinde goriilmesi kanserde metastaz gibi patolojik
stireglerle iliskilendirilir. Dolayisiyla embriyoda ve eriskinde anjiyogenezin molekiiler
diizeyde yapilacak c¢alismalarla evrelerinin incelenmesini farkliliklarin ortaya

konmasini Saglayacaktir.

2.2.1. Anjiyogenezde Gorevli Biiyiime Faktorleri

Anjiyogenez ¢ok sayida biiylime faktoriiniin iistelik birbirleriyle etkilesim
halinde olarak ger¢eklestirdikleri karmasik molekiiler bir siirectir. Anjiyogenez siireci
aktivator ve inhibitorlerinin arasindaki denge ile kontrol edilir. Buna bagli olarak
endotel hiicreler ile ilgili olarak anjiyogenik biiylime faktorlerinin inhibe edici ve
aktive edici rolleri yogun olarak ¢aligilmaktadir.

1970’11 yillarda tiimor anjiyogenezi ¢alismalarina yogunlasilmasiyla birlikte
ozellikle in vitro kosullarda endotel hiicrelerin kan damari kapillerine doniistigi
goriilmiistiir ve calismalarda anjiyogenezde gorevli diger biiylime faktorlerinin
yanisira Ozellikle VEGF ve bFGF 6n plana ¢ikmistir (39). Gerek vaskiiler gelisimin
izlenmesi i¢in gerekse gelisimsel veya patolojik siireclerin modellenmesinde
anjiyogenez agisindan bu bilylime faktorlerinin ve molekiiler mekanizmalarinin
caligilmasi s6z konusudur.

VEGF, PDGEF ailesine ait bir biiylime faktoriidiir. Yaklasik 40kDa agirliginda,
birbirine sistein baglar1 ile bagli aminoasit zincilerinden olusan bir glikoproteindir.
Memelilerde VEGF -A, -B, -C ve -D gesitleri bulunmaktadir. Bu ¢esitliligi, proteinin
alternatif splicing stirecinde gegirdigi ve post-translasyonel modifikasyonlar olarak
gecirdigi proteolitik klivajlar saglar ve boylece birbirinden farkli sinyal 6zelliklerine
sahip izoformlar olusur. Ornegin VEGF-Auesp ekzon 9 tarafindan sentezlenmektedir
ve ekzon 8 tarafindan sentezelenen izoformu ile endotel hiicre kiiltiiriine eklendiginde
VEGEF etkisini inhibe etmektedir (40).

VEGF, vaskiiler gegirgenligi ve endotel hiicre proliferasyonunu arttirir. Vaskiiler
gecirgenlik tizerindeki etkisini endotel nitrik oksit sentaz aktivasyonula gosterir ve
boylece oOzellikle infalamasyon, yara iyilesmesi durumunda vazodilatasyonu ve
damarin tonusunu etkiler (41, 42).

VEGF gen ifadesinin diizenlenmesi genel anlamiyla o&zellikle hipoksik
kosullardan etkilenir; ancak dikkatle tizerinde durulmasi gereken nokta embriyonik ve

yetigkin anjiyogenez mekanizmasi arasinda VEGF sinyal yolagina bagli farklilik
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oldugudur. Embriyonik endotelyum icin VEGF, doz-bagimli sekilde endotel
hiicrelerde sag kalimi saglarken; cogu yetiskin dokuda kan damarlarinin stabilizasyonu
ancak ve ancak VEGF ifadesinin azaltilmasi ile saglanir (43).

VEGF biyolojik fonksiyonunu ligand molekiil olarak tip III reseptdr tirozin
kinazlara (TK) baglanarak gosterir. VEGR-1 (Flt-1), VEGFR-2 (KDR/FIk-1) ve
VEGFR-3 (Flt-4) bu kinaz ailesinin iiyeleridir (44). Reseptorler immunoglobulin (1G)-
benzer domain, transmembran domain, diizenleyici membrana bitisik bulunan domain,
hiicre i¢i domain, tirozin rezidiileri tasiyan kinaz domaini igerir ki bunlar sinyalin
iletilmesinde gorevlidir. Bu reseptorler, kemik iligi kokenli hematopoetik hiicrelerin,
makrofajlarin ve endotel hiicrelerinin yiizeyinde ve bazi malignant hiicrelerde ve
vaskiiler diiz kas hiicrelerinde ifade edilir. VEGF-A, VEGFR-1’ye baglanarak
ozellikle gelisimsel donemde anjiyogenezi diizenlerken; VEGFR-2’ye baglanarak hem
embriyoda hem de eriskinde anjiyogenezi diizenler. VEGF-C ve VEGF-D ise VEGFR-
2 ve -3’e baglanir. Bu noktada her ikisi de VEGFR-2’ye baglanan VEGF-A ve VEGF-
C arasindaki farki vurgulamak gerekmektedir. VEGF-A, kan damari olusumu i¢in

gerekliyken; VEGF-C lenfatik damarlarin olusumu i¢in gereklidir (Sekil 2.3) (45).
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Sekil 2. 3. VEGF cesitleri ve reseptorlerinin gdsterimi “28 nolu kaynaktan
alinmis ve Tiirk¢eye ¢evrilmistir”.
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VEGR-2, VEGF’nin esas gorevi olan biiyiime ve gecirgenligin arttirilmasinda
gorevlidir. VEGR-1 ise tam tersi yonde etki ederek VEGFR-2’nin decoy reseptorii
veya sinyal baskilayici reseptorii olarak etki eder. VEGR-2 tasimayan fareler kan
damar1 organizasyonu olusturmazken; VEGFR-1 tagimayanlar ise anormal genislikte
damarlar1 olusturan endotel hiicre olusumlarina sahiptir ve bunlarin vaskiilarizasyonu
anormaldir. VEGR-1 ifadesi kinaz domainini ifade etmeyecek sekilde olusturulan fare
deney modelinde (truncated VEGR-1) bu reseptoriin etkinligini normal halinde olana
gore gosteremedigi gorilmiistir. VEGFR-3 ise kan damarlar1 gelisiminde onemli
fonksiyona sahip olsa da esas gorevi lenfogenezdir ve lenf damarlarinda ifadelenmesi
son derecede onemlidir (42).

Fibroblast biiyiime faktorii, endotel hiicre mitojeni olarak bilinmektedir. flk
bulundugunda fibroblastlar iizerinde mitojen etkiye sahip oldugu gosterilmistir (46).
Sonrasinda ise mezodermal kdkene sahip olan vaskiiler endotel hiicreleri de igeren
poplilasyon tizerinde etkili oldugu bulunmustur. Endotel hiicre mitojen olmasindaki
roliiyle baglantili olarak in vitro ortamda anjiyogenik uyarimdaki etkinligi de tavuk
koryoallantoik membran (CAM) modeli ve tavsan kornea analizleri ile gdsterilmistir
(47, 48).

Endotel hiicreler iizerinde ve anjiyogenez siirecinde dramatik olarak etkili bir
diger biliylime faktorli, TGF-B’dir. Plateletlerde diger hiicrelerde bulundugu
konsantrasyonuna gore daha ¢ok bulunur ve yara iyilesmesi, tromobogenez ve damar
duvar siirdiiriilebilirliginde gorev alir. TGF- B, endotel hiicreler lizerinde mitojenik
etkiye sahip degildir; ancak anjiyogenezi ve fibrozisi yara iyilesmesi sirasinda uyarir.
Bu siiregte TGF-B endotel hiicerelerden bFGF gibi biiylime faktorlerinin veya bagka

kemotaktik faktorlerin salinmasini saglamaktadir (47).

2.2.2. Anjiyogenezin Molekiiler Mekanizmasi

Anjiyogenez asagida belirtildigi tizere birbiri ile iliskili basamaklarin
olusturdugu cok adimli bir siiregtir.

Vazodilatasyon, endotel gecirgenlik ve periendotel destegin dagilmasi filizlenen
anjiyogenezde ilk adimdir. Bu adimda damar gegrigenliginin olusmasinda VEGF ve
NO gorevlidir. VEGR-2 ise baskin olan reseptdr tipi olarak tiim anjiyogenez
basamaklarinda diizenleyici olarak gorev alir. Gegirgenlikteki artisa endotelde

pencerelerin olusumu (fenestrasyon), vezikiilo-vakuolar organellerin olusumu ve
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trombosit endotel hiicre adezyon molekiilii-1 (PECAM-1) ve VE-kaderinin yeniden
diizenlenmesi eslik eder. Ayrica endotel hiicre gogii i¢in oldukg¢a 6nemli olan sarkoma-
iliskili kinaz (Src kinaz) birikimini de saglar. Gegirgenlik anjiyogenez igin istenen bir
durum olsa da; bunun asir1 diizeyde olmasi dolasim sisteminde hasara, intrakraniyal
hipertansiyona, metastazise, premenstrual donemde rahatsizliga ve korliige sebep
olabilir. Bu noktada anjiopoietin-1 (Ang-1) ligand1 ve onun reseptorii Tie2 zaten
varolan damarlarin sikiligini saglayan unsur olarak vaskiiler gecirgenlik inhibitoti
olarak devreye girerek bir dengenin olusmasini saglar (10, 49). Ang-1 eriskin
dokularda endotelden kaynaklanan plazma sizintilarina karst akut olarak
uygulandiginda sizintiyr vaskiiler morfolojide degisiklik olmaksizin engellemistir.
Ang-2 ise Tie2’nin olusturdugu sinyalin inhibitoriidiir ve diiz kas hiicrelerinin
periendotel bolgeden ayrilmasina ve matriksin gevsemesine neden olur. Bu sayede
gevseyen matriks yapisi igerisinde endotel hiicrelerin gog etmesi daha kolay hale gelir.
Ekstraseliiler matriksin yikiminda gérev alan proteazlarin etkisiyle sadece endotel
hiicrelerin gé¢ etmesi i¢in bir oda yapisi olusturulmaz; ayni zamanda matriks
icerisinde depolanan bFGF, VEGF, insiilin-benzeri biiyiime faktorii (IGF-1) salinimi
da miimkiin hale gelir (4).

Endotel hiicre proliferasyonu ve gocii (migrasyonu) yine VEGF kontrolii ile
ilerleyen anjiyogenezin ikinci adimidir. Bu adimda endotel hiicresindeki aktin
filamentlerinin  diizenlenisi 6nemlidir. VEGF, fokal adezyon kinaz (FAK)
fosforilasyonunu diizenler ve bunun akitvasyonunu saglayarak hiicre iskelet proteini
olan talin, vinkulinin fokal adezyonda birikmesine neden olur. FAK aktivasyonu,
protein kinaz-C sinyaline (PKC) gereksinim duyar. Src-bagimli FAK fosforilasyonu
ile hiicre gocii igin fosfotidil inositol 3 aktivasyonu da saglanir. VEGFR-2 aktivasyonu
ile ortama gelen VEGF-iliskili protein/T-hiicre-spesifik adaptér molekiil
(VRAP/TsAd) ise Src kinaz, fosfatidilinositol-3 (PI3) kinaz ile etkilesim kurarak aktin
organizasyonuna ve hiicre gogiine sebep olur. Siklin-bagimli kinaz-42 (Cdc42)’nin
aktivasyonu ise stres-aktive protein kinaz/ protein38 (SAPK/p38) fosforilasyonuna
sebep olur ve mitojenle aktive protein kinaz (MAPK) -2 ve -3 fosforile olur ve aktin
filamentleri yeniden organize olur, endotel hiicreden de lamellipod uzantilar ¢ikar ve
hiicre gogii ilerlemis olur. Ayrica aktin orgainzasyonuna kiigiik guanin tirifosfataz
(GTPaz) molekiilleri olan Rho ve Raz etki eder. Bunlarin aktin dinamiklerini

etkilemesiyle hiicre go¢ii sirasinda hiicrenin kontraktil hareketi de kontrol edilir (45).
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Liimen olusumu adiminda ise, endotel hiicreler siklikla solid kordlar seklinde
biraraya gelir ve sonugta liimene sahip bir yap1 kazanir. Endotel hiicre interkalasyonu
veya kalinlasmasi ve varolan damarlarla birlesmesi damarlarin ¢apmnin ve
uzunlugunun artmasini saglar. Angl ve VEGF izoformlar1 birlikte liimen olusumunu
saglar. VEGF1gg luminal ¢ap1 azaltir; VEGF121 ve VEGFiss ise liimen olusumunu ve
damar uzunlugunu da arttirir. izoformlarin bu etkisi vaskiiler morfolojiyi diizenler (44,
50).

Endotel hiicreleri liimen olusturmak iizere biraraya geldikten sonra belirli bir
stabilizasyon kazanirlar ve yillarca sessiz bir fazda kalabilir. Bu durum endotel
hiicrelerinin sagkalimi ile saglanir. Hemodinamik kuvvetler ise endotel sagkalimi i¢in
en onemli etkenlerinden birisidir (51). Vaskiiler dokularin kars1 karsiya bulundugu
dort temel mekanik stres faktorii sunlardir: 1- Kayma gerilimi (shear stress). 2- Liimen
basinci. 3- Mekanik stres. 4- Boylamsal diizlemde gerilim (52). Fizyolojik kayma
gerilimi kuvveti endotel hiicrelerde tiimor nekrozis faktor (TNF)-aracili uyarilan
apoptozu engeller ve sagkalimi arttirir. Endotel hiicre apoptozu NO, reaktif oksijen
tirleri (ROS), vaskiiler endotel inhibe edici faktér (VEGI) ile uyarilir. VEGF, Angl
gibi endotelyal faktorler p53, p21, pl6, p27 ve Bax gibi genlerin ifadelenmesini
baskilar ve P13-kinaz/Akt, p42/44 mitojen aktive kinaz, Bcl-2 gibi molekiillerin gorev
aldig1 sagkalim ile ilgili sinyal yolaklarini aktive eder (53, 54).

Endotel farklanmasi, lokal fizyolojik gereksinimlere gore endotel hiicresinin
Ozellesmis karakterler kazanmasi ile gerceklesir. Bu durum tamamen kanlanan
dokunun metabolik zelligine baghidir. Ornegin endokrin organlarda endotel pencereli
(fenestre) bir yap1 kazanarak devamlilik gdstermeyen bir tabaka halini alir ve bu
sekilde partikiil degisimi saglanir (10). Diiz kas hiicre birikmesi ve gelismesi ise diiz
kas hiicreleri i¢in kemoatraktan olan PDGF-BB ile uyarilir. Ayn1 zamanda, VEGF
mural hiicrelerin sayisinin artmasin1 VEGF reseptdorlerine baglanarak veya PDGF-BB
salinimini1 uyararak saglar. Angl ve Tie2 endotel hiicre ve mural hiicre etkilesimini
saglayarak kan damar1 stabilizasyonunun siirdiiriilmesine yardimci olur. TGF-B1,
TGF-2 ve Smad5 damar olgunlasmasi iizerinde pleiotropik etki gosterir: bunlar
endotel hiicre proliferasyonunu, farklanmasini inhibe eder, diiz kas farklanmasini

uyarir ve ekstraseliiler matriks sentezimi uyarir (10).
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2.2.3. Anjiyogenez Calismalarinda Kullanilan Deneysel Modeller

Anjiyogenez, gelisimsel siiregte oldugu kadar erigkinde ve ozellikle metastaz
gibi patolojik siireglerde, iskemiye bagli kalp-damar hastaliklarinin tedavisinde
anlasilmasi gereken bir siiregtir.

Dolasim sistemi ile ilgili hastaliklara bagli 6liim oranlarinin diinyada ve
tilkemizde yildan yila artig gosterdigini ve Oliim nedeni olarak birinci sirada yer
aldigim1 hem Diinya Saglik Orgiitii (WHO) verilerinden, hem de Tiirkiye Istatistik
Kurumu (TUIK) verilerinden gérmekteyiz. Diinya Saglk Orgiitii 2019 yil1 verilerine
gore, basta gelen on hastalik arasinda ilk siray1 iskemik kalp hastaliklar1 almaktadir
(55). TUIK 2018 6liim istatistikleri, %38.4 oran1 ile ilk sirada yine dolasim sistemine
bagli hastaliklarin yer aldigini ortaya koymaktadir (56) .

Kalp damar hastaliklar1 ¢ogunlukla ateroskleroz olarak bilinen ve arterlerin
duvarindaki plaka olusumuna bagli olusan damar tikanikliklar ile iligskilendirilir. Bu
durumda kan akisinda problemler olusmaya baslar ve dolasim sistemine bagli olarak
goriilen kalp krizi, felg, periferik arter hastaliklar1 gibi rahatsizliklar ortaya ¢ikar.

Periferik arter hastaliklari, alt ekstremiteyi besleyen ana damarlardaki ttkanmaya
bagli olarak goriilen ve bacak iskemilerine sebep olan oldukg¢a ciddi bir dolasim
sistemi hastaligidir. Periferik arter hastaliklarina yonelik olarak olusturulan hayvan
iskemi modelleri ile bu iskemik bdlgeye hiicre uygulamalar1 yapilarak bolgenin
yeniden damarlanmasina bagli olarak beslenmesini hedefleyen deneysel calismalar
bulunmaktadir (57, 58, 59). Bu calismalarda gerek hiicre uygulamalar1 gerekse
biiylime faktorlerinin kullanilmastyla olusturulan deneylerde hedeflenen, anjiyogenez
mekanizmasinin terapdtik amaglara yonelik olarak ortaya konmasidir.

Anjiyogenez ile ilgili ¢aligmalar hem in vitro hem de in vivo olarak
gerceklestirilir. Endotel hiicrelerinin kullanildigi ve migrasyon, proliferasyon gibi
hiicresel siireclerin ¢aligildigi, kollajen ve fibrin gibi ekstraseliiler hiicre birlesenleri ile
3 boyutlu hiicre kiiltiirii ortamlarinda siirdiiriilen ¢aligmalar, in vitro calisma
ornekleridir. Matrijel veya aljinat dolgularin deney hayvanina implantasyonunu
iceren, anjiyogenik uyarimin ¢alisildigi kornea anjiyogenez analizi, anjiyogenik ya da
anti-anjiyogenik molekiillerin etkisinin ¢alisildigi veya anjiyogenezin dogal ilerleyisi
ile ilgili mekanizmalarin ¢alisildig1 koryoallantoik membran (CAM) analizleri ise in
vivo calisma Ornekleridir. Bunlara ek olarak, sadece endoteli degil; ayn1 zamanda

¢evresindeki hiicre popiilasyonunu ve dokulari igeren ¢alismalarin yapildigi ve aortik
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halka analizleri denilen, aortun disseksiyon ile ¢ikarilip sonrasinda genellikle kollajen
icerikli bir matriks igerisine gdmiildiigli ve anjiyogenezin izlendigi organ kiiltiirii
calismalar1 da bulunmaktadir [11, 60].

Anjiyogenez; bliylime faktorlerini, ekstraseliiler matriks molekiillerini,
enzimleri ve hiicre ¢esitlerini igeren bir siirectir ve in vitro ortamdaki ¢aligmalar bu
sayilan tiim unsurlar karsilayacak kadar genis kapsamli olamamaktadir (61). Endotel
hiicrelerin proliferasyon, go¢ etme gibi 6zellikleriyle ilgili cok sayida in vitro galisma
olsa da; bunlar in vivo ortamda ger¢eklesen kan damari olusumunu diizenleyen
faktorleri tam anlamiyla taklit edemezler. 2-boyutlu kiiltiir kaplarinda yapilan yara
iyilesmesi analizi, matrijelde kord veya tiip olusumu analizleri gibi calismalarla izole
pro-anjiyogenik faktorlerin etkisi, hiicrelerin salgiladig1 ¢6ziinebilir faktorlerin etkisi
calisilabilir. Ancak matrijel ticari bir tiriin olmasi ve her iiriiniin birbirinden minimalde
olsa farklilik gostermesi nedeniyle tekrarlanabilir dogru sonuclar vermesi agisindan
deazavantaj tasir. Bunun yerine daha iyi tanimlanmis, laboratuvarda sentezi yapilan
sentetik veya dogal biyomalzemelerin kullanilmasi kan damari1 olusumunda molekiiler
diizenleyicileri ve hiicresel siiregleri daha iyi anlamamizi saglar. Ayrica biyometaryal
kullanimina baglh olarak olusturulacak fiziksel ¢evre yapay ekstraseliiler matriks
yapist olusturur ve bdylece in vivo ortama en yakin ortam taklit edilmis olur.
Ekstraseliiler matriks yapinin taklit edilmesinde en ¢ok kollajen ve fibronektin gibi
dogal birlesenler tercih edilir. Bu caligmalarda anjiyogenik faktdrlerin rolii spatio-
temporal (mekansal-zamansal) olarak ortaya konur. Ayrica gelisen teknoloji
sayesinde tasarlanan mikroakiskan kanal sistemleri ile bu anjiyogenik faktorlerin
degisen gradiyentte etkinligi de arastirilabilir (61, 62).

Anjiyogenez c¢aligmalarinda em cok tercih kullanilan in vivo modeller arasinda
tavsan kulaginda olusturulan ¢ember modeli, tavuk embriyosu koryoallantoik
membrant (CAM) ve kemirgen (fare) goziiniin iris ve avaskiiler korneas1 ve retinasi
sayilabilir (63, 64, 65). Bunlar arasinda tavuk koryoallantoik membrani ile ¢galigmanin
baslica avantajlar diisiik maliyetli olmasi, kolay ve giivenilir olmas1 ve olduk¢a genis
bir membran alaninda ilgili analizin yapilmasini saglamasidir (63). Bu sebeplerden
otiri CAM yapist hem fizyolojik hem de patolojik anjiyogenez siireclerinin

calisilmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir.
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2.3. Tavuk Embriyosu Gelisim Evreleri

1951 yilinda Viktor Hamburger ve Howard Hamilton tarafindan tavuk
embriyosu i¢in bagka araltirmacilardan toplanan fotograf ve ¢izimlerin kombinasyonu
ile 46 tane kornolojik gelisim evresi tanimlanmustir.

Birinci evrede primitif ¢izgi gelisir; ancak embriyo net olarak ayirt edilemez.

Ikinci evrede inkiibasyonun altinci-yedinci saatidir ve primitif ¢izgi goriiliir.

Uciincii evrede inkiibasyonun onikinci-oniigiincii saatidir ve primitif ¢izgi
gelisimini siirdiiriir. Primitif oluk yoktur.

Dérdiincii evrede primitif oluk, primitif ¢ukur ve Hensen’s nod goriilebilir.

Besinci evrede inkiibasyonun yirminci saati civaridir ve Hensen’s nodu altinda
notokord goriilmeye baslar. Bas gelisimi de bu evrede baslar; ancak somitler goriilmez.
Altinct evre ile benzer 6zellikler goriiliir.

Yedinci evrede basin yaninda ndral katlantilar olusur ve somit ¢iftleri olugsmaya
baglar.

Sekizinci evrede dort tane somit ¢ifti vardir ve kan adaciklar1 olusmaya baslar.

Dokuzuncu evrede yedi tane somit ¢ifti vardir ve optik veziikiil goriiliir.

Onuncu evrede on tane somit olusur ve primer beyin vezikiilleri olusur.

11. evre 45. saattir ve arka beyin olusumu goriiliir. Néroporlar kapanmaya baslar.

12. evrede, 16 somit ¢ifti vardir ve anteriyor ndropor kapanir. Bas gelisip sola
doner ve primer optik vezikiil aywrt edilir sekle gelir. Kalp S seklini alir ve beyin
katlantilar1 bir sonraki evreye kadar amniyon ile sarilir.

13. evrede 19 ¢ift somit vardir ve bas tamamen sola doner ve telensefelon
genigler ve ayirt edilir.

14. evrede 22 ¢ift somit vardir ve somitleri bu evreden sonra ayirt etmek zorlasir.
Bu evre 50 saatlik inkiibasyona karsilik gelir.

15. evre 55 saatlik bir inkiibasyon sonrasi zamandir ve goziin optik kiiresi
olusmustur. Ugiincii brakial ark ve oluk tamamen olusmustur.

16. evre kanat ve kuyruk tomurcuklarinin olustugu evredir ve inkbasyonun 51-
56 saatlik kismidir. 64. saat sonrasinda ise 17.evre goriiliir ve bu evrede adniyon

gelisimine devam ederek embriyo boyunca uzanir.
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18. evre inkiibasyonun 69. saati civaridir. Allantois olusmaya baslar. Bacak
tomurcuklar1 ve kanat tomurcuklarindan biiytik olarak goriiniir ve amniyon tarafindan
tamamen kaplanir.

19. evrede somitler kuyruga kadar uzanir. Gozler renksizdir ve bas kuyruk
kivrilmas: gériiliir. Inkiibasyonun 68-72. saatlerini kapsar. Allantois, 20. Evrede
vezikiiler hale gelir. Ayrica gozde soluk bir pigmentasyon baglar. Allantois
genislemeye ve basa dogru uzamaya baslar ve asimetrik olan uzuv tomurcuklar1 21.
evrede yani inkiibasyonun 72-84 saatinde, kanat tomurcuklarindan belirgin sekilde
daha biiyiik hale gelir.

22. evre inkiibasyonun yaklasik seksen dort saati sonunda géz pigmentasyonu
ve kuyruga tamamen uzanan somitleri olan bir embriyoyu tanimlar. 23. evre yaklasik
olarak inkiibasyonun 96. saatidir ve uzuv tomurcuklar1 genisleyerek uzar ve dordiincii
cepte bir yarik meydana gelir.

24. evre dort buguk giin kadar bir inkiibasyonu ifade eder. Uzamaya baslayan
uzuvlar ve parmak plakasi olusur. Bu evre sonrasi besinci giine kadar 25.evre gelir ve
dirsek, diz, kanat plakas1 olusumu goriiliir. 26. evrede yani inkiibasyonun 5. Giiniinde
embriyonun parmaklar1 ayirt edilir.

27. evre bes-bes buguk giinler arasindadir ve ayak parmaklarinda oyuklar belirir.
28. evrede embriyoda gaga yapisi goriilebilir.

31-39. evrelerde tiiy gelisimi goriiliir. 40.-45. evrelerde, gaga boyutunda ve ayak

uzunlugunda artis1 goriiliir. 46. evrede ya da 21. giinde civciv yumurtadan ¢ikar (66).

2.3.1. Tavuk Koryoallantoik Membran Gelisimi

Tavuk koryoallantoik membran yiiksek vaskiilarize 6zellikte ekstraembriyonik
bir membrandir. Vaskiilarizasyonu en ¢ok dikkat ¢eken 6zelligidir. Yapist nedeniyle
biyomiihendislik, gelisimsel biyoloji, morfoloji, biyokimya, transplant biyolojisi,
kanser calismaalar1 ve farmakoloji alan1 gibi olduk¢a genis bir yelpazede deneysel
model olarak kullanilmaktadir (13)

CAM, baslangigta avaskiilarize bir yapidir ve tavuk embriyosu gelisiminin
liclincii glinii civar goriilmeye baslanir ve kisa siire i¢inde vaskiiler ag yapisini kazanir.
Tavuk embriyosunun allantoyisi yumurta inkiibasyonun ve embriyonik gelisimin
ticlincii giinii (E3) civarinda ventral endodermal arka bagirsak duvari boyunca uzanir.

Embriyoyu ekstraembriyonik s6loma dogru iter. E4 ve onuncu E10 giin arasinda gegen
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stirecte allantoyisin mezodermal tabakasi (splanknik mezoderm) bitisiginde bulunan
koryonun mezoderm tabakasi (somatik mezoderm) ile birlesir ve koryoallantoik
membran olusur (Sekil 2.4). Bu ¢ift mezodermal tabaka kan damarlar1 agisindan
oldukc¢a zengindir ve embriyonik dolasima iki tane allantoik arter ve bir allantoik ven
araciligiyla baglanir. Allantoik arter ve ven embriyonik dolasimi saglar. Bunlar

memelilerde bulunan umbilikal arter ve ven ile analog yapilardir (12, 67, 68).

Koryoallantoik membran
Allantoik kavite
W\ Yolk kesesi

A

Tavuk embriyosu

Yumurta kabugu

Yumurta kabugu zari
Albiimin

Hava Kesesi

Koryon ve allantoisin

mezensimal tabakasi

Yentolusan kan Allantoik epitelyum

damarlari

Sekil 2. 4. Koryoallantoik membran yapisinin gosterimi. A) Yumurta igerisinde
CAM yerlesimi “12 nolu kaynaktan alinmis ve Tiirk¢eye ¢evrilmistir” B) CAM
yapisinin ¢izimi.

Ug tipte CAM damarmin varligi éne siiriiliir. Bunlardan ilki membranda ag
yapist olusturacak sekilde diizenlenenler, ikincisi homojen dallanmalar gostererek
membran boyunca ilerlemeler yapanlar ve iiglinciisii ise dallanan damarlarin kendi
iclerinde diizenlenim gostermesiyle olusanlaridir. Bu damarlarin morfolojik olarak
sekillenmesi CAM yiizey alaninin biiylimesiyle iligskilendirilmektedir. E6 ve E14
arasinda ylizey alaninda olan artigin besleyici damarlart arttirdigi gosterilmis iken;
E10 sonunda baskin olan durumun damar biiyiimesi ve yeniden modellenmesi oldugu
gosterilmistir (67, 69, 70).

CAM vaskiilarizasyonu gelisimsel siiregte ii¢ fazda incelenir. Ik fazda gok
sayida kapiller mezensimi isgal eder ve burada mezensim ile kaynasip primer kapiller

pleksusu olusturur. Ikinci faz, filizlenme olmadan yani endotel hiicrenin mitotik
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aktivitesi olmadan damarin siitunlar olusturarak intususeptif anjiyogenezle
biiyiimesidir ve {igiincii faz ge¢ faz olarak da bilinir ve biiyiiyen siitunlar arasindaki
iliskinin kurulmasi ile interkapiller agin olusmasidir (67, 71). Bu belirtilen evreler ve
morfolojik degisimler CAM yapisimin  kullanilacagi  deneysel modeli de
belirlemektedir. Ornegin tiimdr anjiyogenezi ile ilgili deneysel modelde CAM
gelisimin 4. giin civari tercih edilir. Boylece endotel hiicrelerin mitotik aktivitesi ile
olusan damarlardan beslenen tiimor dokusunun gelisimi yorumlanabilir.

Dordiincii giinde CAM damarlar farklanmamis kapiller goriintiisiindedir. Bu
damarlarin duvari tek katli endotel hiicre igerir ve bazal lamina oldukc¢a incedir.
Sekizinci giinde CAM kiigiik, ince duvarli ve koryonik epitelyuma bitisik damarlari
icerir. Mezodermal tabakadaki diger damarlar mezenkimal hiicrelerle sarili ve bazal
laminas1 belirginlesen endotel tabakasiyla goriiliir. E10-E12 arasinda kapiller koryonik
epitelin yiizeyindedir. Mezodermal damarlar olan arteriyollerin duvart bir veya iki
tabakali mezenkimal hiicre igerir ve etraftaki bag dokusu daha kalindir ve veniiller
daha az mezenkimal hiicre igceren tabaklari ile birbirlerinden ayirt edilir (67). Tavuk
embriyosunun sekizinci giiniine kadar primitif damarlar prolifere olur ve bunlar
arteriovenoz sisteme farklanarak kapiller ag1 olusturur. Bu ag yapisinin koryon ile
tamamen birlesmesi ile CAM artik embriyonun gaz degisimini saglayan yapi halini
alir. CAM yapisindaki vaskiiler ag biiyiimesi O2 diflizyon kapasitesini sigmoid olarak
attirir ve yapinin gelisimi embriyonun O alim ihtiyacina paralel olarak ilerler. CAM
damarlar1 E11°e kadar hizla biiyiir ve sonrasinda mitotik indeks hizla diiger ve vaskiiler
sistem gelisimin 18. giiniinde son halini alir. Ekzojen bir faktér uygulamasi olmadigi
takdirde endotel hiicre mitotik indeksi diismeye devam eder ve damarlanma daha ¢ok
intususeptif anjiyogenez ile ilerler (68, 72). Koryonik epitel ve mezodermal damarlar
arasindaki bolge anjiyogenezin ilerledigi alanlardir ve fibronektin, laminin, kollajen
tip IV ve glikozaminoglikanlarin ektraseliiler matriksteki dagilimi bu siirecte
onemlidir. Fibronektin, gelisimin erken evrelerinde koryona bitisik olarak
ekstraseliiler matrikste bulunur ve bu zamanlarda heniiz epitel altinda kapiller pleksus
olusmamistir. Fibronektinin buradaki varligi mezodermal kan damarlarindan
filizlenerek birlesen endotel hiicrelerinin gocilinii  tesvik etmektedir. Ayrica
fibronektinin fazla miktarda ifadelendigi zaman araliklart CAM iizerinde
vazoproliferasyonun arttigi zaman araliklarina denk gelmektedir. Laminin CAM
gelisiminin biitiin evrelerinde ifadelenmektedir ve bu durum subendotelyal bazal

membran farklanmasinda lamininin erken evre ve ge¢ evre olmak iizere tiimsiiregteki
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etkinligini gosterir. Tip IV kollajen, CAM vaskiiler gelisiminin ge¢ asamalarinda,
endotel hiicrelerinin terminal farklilasmasi ve bazal membranin olgunlagmas: ile
birlikte goriiliir. Bu durum, giderek daha yavas mikrovaskiiler endotel hiicre
proliferasyonuna ve liimen olusumuna sebep olur, endotelyal gicte kademeli olarak
azalir, hiicre polaritesi tamamen olusur ve farklanmis endotelyal fenotipi tamamen
kazanilir. Glikozaminoglikan gesitlerinden biri olan hyalorunik asit CAM iizerinde
kapiller pleksus olusumu, siralanmasi ve go¢ etmesinde rol oynarken; heparan siilfat,
kondroitin siilfat ve dermatan siilfat arteriyol ve venéz damarlarin CAM f{izerinde
farklanmasi ve gelisiminde rol oynar (70).

Arteriyol endotelyumda E9-E13 giinleri arasinda goriilen siki baglantilar artig
gosterir ve periendotel alanda kollajen lifler ve hiicre hacmi yogunlugu artar. Bu
hiicrelerin ¢ogunun muhtemelen diiz kas hiicresi oldugu one siiriiliir. Arteriyollerin
tersine, bu evrede veniiller ve kapillerde endotel yanyana yayilim gostermez ve
noktasal goriintii sergiler. Kapillerin periendotel alaninda degisim yoktur. Geg evreler
olan E14-E18 arasinda arteriyol endotelyumu etrafinda sirkiiler yapilanma gosteren
diiz kaslarin ¢ok sayida tabakasi goriiliir. Endotelyumun kalinligi hem arteriyol hem
de veniillerde artis gosterir ve arteriyollerde endotel karisik, i¢ ice gegmis bir yapi
sergiler. Bu evrede biitliin CAM damarlarinin bazal lamina kalinlig1 artis gosterir. Bu
gozlemler mikrovakiiler sistemin gelisimini orataya koymak adina 6nemlidir (73).

Bu bilgiler vaskiilarize CAM yapisinin damar morfolojsinin izlenmesi ile ortaya
konmustur. CAM vaskiilarizasyonunun molekiiler boyutuna bakildiginda yine VEGF
ve bFGF egsliginde ilerleyen bir siire¢ goriilmektedir. Bu iki faktor basta olmak {izere
HIF-1a, TGF-B1 gibi faktorlerin de CAM yapisinda vaskiilogenezi ve anjiyogenezi
diizenledigi bilinmektedir (74).

VEGF-A ifadelenmesinin incelendigi bir ¢alismada E8, E10 ve El12’de
ifadelenmenin pik yaptig1 ve E12 sonrasinda bu degerde azalma oldugu gosterilmistir.
Immunohistokimyasal boyamalar sonucunda VEGF-A igin sinyal E7, E8 ve E14’de
azken; E9, E10 ve Ell’de fazlalasmistir ve E12 ve E13’de en fazla boyanma
gorilmistir. Ayrica, VEGF-A i¢in inhibitoér kullanilarak faktoriin hangi tip
damarlanmada daha baskin etkisi oldugu gosterilmek istenmistir ve sonug olarak E10
ve E12 giinleri karsilastirildiginda intususeptif vaskiiler pleksus ag olusumunda
gerileme goriilmiistiir (14).

Vaskiilarizasyon gerceklesirken CAM yapisinda gelisimsel siiregte bFGF

ifadesinin de arttig1 gdosterilmistir. Fibroblast biiyiime faktoriiniin incelendigi bir
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calismada, E6-E18 arasinda artan miktarda ve E10-E14 arasinda maksimum degerde
CAM dokusunda ifadelendigi bulunmustur. Ekzojen olarak insan rekombinant bFGF
uygulamasinin vaskiilarizasyou arttirdigi ve bununla uyumlu olarak nétralize edici
antikor bFGF’ye kars1 uygulandiginda vaskiilogenezin azaldig1 gosterilmistir (75).

Anjiyogenik faktorlerin gelisimsel siirecte birbirleriyle iligkisini gostermek
amaciyla VEGF-A, FGF-2, anjioyopoietin-1 (ANG-1), HIF-1a ve HIF-2 a, hepastosit
biiyiime faktorii (HGF) ve endostatin ile yapilan bir ¢alismanin sonucunda anjiyogenik
faktorlerin beyin, kalp, karaciger dokularinda gelisimin tiim evrelerinde ifade edildigi
goriilmiistiir. Ayrica endostatin bir anti-anjiyogenik faktdor oldugu igin bu
ifadelenmelerin endostatin ifadesine bagli olarak diizenlendigi gosterilmistir. CAM
yapisina bakildiginda ise Ang-1 hari¢ tiim anjiyogenik faktorlerin gelisimin ilerleyen
evrelerinde diislise gectigi gézlenmistir. Bu durum, ekstraembriyonik yap1 olan CAM
ile embriyonun i¢ organlarinin farklt kan damari olusumuna ve yapisina sahip
oldugunu gostermektedir (74).

Yapilan c¢alismalar ve CAM yapisinin gelisimi, fonksiyonu g6z Oniine
alindiginda, hem vaskiilogenez hem de anjiyogenez siiregleri igin birden fazla faktoriin
birbirleriyle iliskisinin ortaya konarak yapildigi calismalarin ¢ok daha aydinlatici

olacagi goriilmektedir.

2.3.2. Koryoallantoyik Membran ve Anjiyogenez Calismalari

1970’1i yillardan itibaren CAM anjyiogenez caligmalari i¢in kullanilmaktadir.
Bu calismalarla gliniimiize kadar incelenenler: vaskiilogenez/anjiyogenez siireglerinin
degerlendirilmesi,  timor  greftleriyle  tiim6ér  dokusunun  biiyiimesinin
degerlendirilmesi, biyomateryallerin uyumluluk kontrolii, yeni potansiyel ilaglarin
degerlendirilmesi ve kimyasallarin toksisite testleri, endotel Oncii hiicresi ve
mezenkimal kok hiicresi ve mezenkimal kok hiicre kokenli mikrovezikiillerle
anjiyogenezin degerlendirilmasi seklindedir (12).

Vaskiiler yogunlugun CAM iizerinde dl¢lilmesini saglayan teknikler: implante
edilmis kollajen igerikli veya aljinat, jelatin, metilseliiloz jellere dikey olarak biiyiiyen
damarlarin sayilmasi, damar ¢apt ve uzunlugunun morfometrik analizi, damar
yogunlugunun mikroskobik yontemlerle oOlciilmesi, dallanma noktalarinin tespit
edilmesi, kapiller uzunluk, ¢ap ve yogunluk tayininin elektron mikroskop ile yapilmasi

ve histolojik kesitlerde kapillerin saymnin belirlenmesidir.
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Yumurtanin kiiltiir edilme sekline gére CAM protokolleri in ovo veya ex ovo
olarak iki sekilde yapilir. Yumurtalar in ovo teknikte inkiibasyona konmadan 72. Saat
boyunca rotatorda dondiiriilmeye baslar. Sonrasinda inkiibasyona alinan yumurtalarin
kabugunda CAM goriinecek seklinde bir pencere agilir ve bu islem ile CAM yumurta
kabuguna baglanmadan gelisimini devam ettirir. Bu islemde CAM ylizeyine herhangi
bir kabuk materyali diismemesi Onemlidir. Aksi takdirde dogal vaskiiler gelisim
bozulacaktir. Yumurta kabugunun ekstraecmbriyonik membranlara zarar verilmeden
kirilip embriyonun disarida uygun bir petri ve kiltir kosullarinda gelisiminin
saglanmasi ise ex ovo tekniktir. Bu teknikte CAM ylizeysel olarak gelismektedir.
Yumurtanin kirtlmasi i¢in en uygun zaman ise 72. saat civaridir. Kontaminasyon her
iki sistem i¢in sorun olsa da; ex ovo kiiltiirler hem dis faktorlere daha ¢ok maruz
kalirlar hem de maruziyet alan1 bu kiiltiirde daha fazladir ve bu yiizden kontaminasyon
ihtimali daha fazladir. Kontaminasyon sadece embriyonun sagkalimini etkilemez, ayni
zamanda yanlis anjiyogenik cevabin olusmasmi da saglar. Ote yandan, iki deney
sisteminin karsilastirildigi ¢alismalarda embriyonun gelisimin ilk 15 giinlinde
kondrogenez, osteogenez ve sinir myelinizasyonu arasinda fark goriilememistir (12,
68).

CAM yapist; ucuz, erisilebilir, tiretilebilir, tekrarlanabilir ve giivenilirli olmasi
nedeniyle tercih edilebilir; ancak baz1 dezavantajlari da bulunmaktadir. Bunlardan en
onemlisi vaskiilogenez yapisinin yeni olusan bir durum mu yoksa CAM yapisinin
onceden olan vaskiilogenezinden kaynakli bir durum mu oldugunun ayirt edilmesidir.
CAM halihazirda vaskiilarize bir yapidir ve iizerine implante edilen tiimor dokusunun
veya biyometaryal yapisinin vaskiilogenezini bu dnceden olan vaskiilogenezden ayirt
etmek gerekir (76). Dolayisiyla, anjiyogenezin deneysel ¢alismasinin dncesinden mi
sonrasindan mi1 oldugunun anlagilmasi i¢in varolan damarlarin tayin edilmesi
gereklidir. Bunun icin negatif ve pozitif kontrollii caligmalar siirdiiriilmesi faydalidir.
Ayrica olusan anjiyogenezin infalamatuvar yanit olarak olusup olusmadiginin ayirt
edilmesi de onemlidir. CAM yapisi gelisiminin 12. giiniine kadar immiin yanit
gelistirmez ve bu durum 6zellikle yabanci materyallerin impalantasyonunda immiin

yanit olusmamasi ve ¢alismanin siirdiiriilmesi acisindan degerlidir.
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2.4. Natriiiretik Peptidler ve Reseptorleri

Natriiiretik peptidler (NP), kardiyorenal eksenin merkezinde fizyolojik dneme
sahip peptidlerdir. Kardiyorenal homeostazin genel diizenlemesine ve kan basinci
regililasyonuna katkida bulunurlar (77). NP'lerin reseptorleri ve ikinci habercileriyle
birlikte tamamladiklar1 biiyiik resme bakildiginda, osteoporoz ve bobrek hastaliklar
ile onerilen iliskileri basta olmak {izere kikirdak, kondrosit, osteosit, osteoklast ve
endotel hiicrelerindeki ifadelenmeleri de dikkat ¢ekicidir (78, 79).

1981 yilinda De Bold ve arkadaslari ilk kez natriiiretik peptidlerin etkisini ortaya
koyan bir ¢aligma yapmislardir (80). Bu calismada sigan kalbi atrial ekstrakti alinarak
intravenoz enjeksiyon ile siganin dolagimina verildiginde kan basincinin hizla diistigi
ve buna bobrekten sodyum ve su atilimimin eslik ettigi bulunmustur. Ancak ayni
calisma ventrikiil eksrakti ile yapildiginda elde edilen bu etkilerden higbiri
gbézlenmemistir. Bu ¢i18ir acici ¢alisma sonrasinda bir¢ok grup hem natriiiretik
aktiviteye sahip hem de diiz kas gevsetici 6zellige sahip farkli boyutlardaki peptidleri
atrial dokulardan izole etmistir. Bu peptidlere atrial natriiiretik faktor, kardiyonatrin,
kardiyodilatin, atriopeptin ve atrial natriiiretik peptid gibi bir dizi farkli isim verilmistir
(81). Giiniimiizde atrial natritiretik peptid (ANP) en sik kullanilan isimdir. Sonrasinda
1988 yilinda B tipi natriiiretik peptid (BNP) ve 1990 yilinda CNP domuz beyni
dokusundan diiz kas gevsetici fonksiyonlar1 temel alinarak saflastirilmistir. ANP,
hiicrelerde graniiller seklinde depolanirken; BNP sentezlendiginde hiicre disina
salinmaktadir. CNP ti¢ peptid arasinda dolasimda en az seviyede bulunur. Dendroaspis
natriliretik peptid ise natriiiretik peptid ailesinin son bulunan tiyesidir. Dendroaspis
augusticeps tlirli bir yilandan 1992 yilinda izole edilmistir. Bu peptid ANP ile
yarismali olarak onun reseptdriine baglanir ve kardiyak kasinda gevsemeye sebep olur
(78).

Natritiretik peptidler i¢in bilinen {i¢ tip reseptdr bulunmaktadir. Bunlar
natritiretik peptid reseptorii A (NPR-A, GC-A, NPR1), natriiiretik peptid reseptorii B
(NPR-B, GC-B, NPR2) ve natriiiretik peptid reseptorii C (NPR-C, NPR3)’dir. NPR-A
ve NPR-B insanlarda bulunan bes tane transmembran guanil siklazdan ikisidir.
Uciincii natriiiretik peptid reseptdrii olan NPR-C ise bilinen herhangi bir hiicre ici
enzimatik aktiviteye sahip degildir ve aktivitesini ii¢ tane peptid molekiiliiniin lokal

konsantrasyonunu ayarlayarak gosterir (Sekil 2.5) (81).
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Ligand ANP, BNP, CNP  ANP, BNP CNP
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Sekil 2. 5. Natritiretik peptidler ve reseptorlerinin gosterimi “81 nolu
kaynaktan alinmis ve Tiirk¢eye ¢evrilmistir ”

ANP ve BNP etkisini NPR-A reseptorii araciligiyla gosterirken; CNP etkinligini
NPR-B reseptorii araciligryla gosterir. Her iki reseptor tipi guanil siklaz ile iligkilidir
ve hiicre i¢inde guanil siklaz sinyal yolagini altive ederek faaliyet gosterirler. NPR-A
icin peptid ligand afinitesi ANP>BNP>CNP iken; NPR-B i¢in peptid ligand: afinitesi
CNP>ANP=BNP’dir ( 82). NPR-C iginse ANP > CNP > BNP seklinde bir afinite s6z
konusudur. NPR-A, ANP ve BNP igin sepesifik reseptor iken; NPR-B CNP igin spesifik
denebilir (83).

NPR-C {i¢ tane peptid molekiiliine benzer afinite ile baglanir ve ¢ok cesitli
hiicrelerin yiizeyinde yogun olarak bulunur. Esas islevi, natriiiretik peptidleri reseptor
aracili internalizasyon ve degredasyon yoluyla dolasimdan c¢ikarmak cikarmaktir.
Boylece, NPR-A ve NPR-B’ye baglanmak i¢in mevcut olan natriiiretik peptidlerin
lokal konsantrasyonlarini kontrol eder. NPR-C klerans iglevine ek olarak hiicre i¢inde
G-protein eslikli sinyal yollarini da aktive eder (17, 82). Ayrica, son yillarda NPR-
C’nin CNP ile olan etkilesimi sonucunda vaskiiler yeniden modellenme siiregleriyle
iligkisi olabilecegi gosterilmistir (17).

Biitiin natriiiretik peptidler preprohormon olarak sentezlenir. Proteolitik
reaksiyonlar sonucunda propeptid haline gelirler ve sonrasinda transmembran serin
protezlar ile amino ve karboksil u¢larinda diizenlemeler yapilarak aktif peptid haline
dontigiirler (82). Natriiiretik peptid ailesinin {i¢ {iyesi olan ANP, BNP ve CNP ortak
korunmus CFGXXXDRIXXXXGLGC sekansini igerir. Her bir kivrilma noktasinda
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bulunan sistein aminoasitleri peptid tizerinde disiilfit baglarinin kurulmasi ve biyolojik
akitivitenin ger¢eklesmesi i¢in gereklidir (81).

Prepro-ANP 151 aminoasit i¢ceren onciildiir ve 25 aminoasitlik sinyal sekansi
igcerir. Bu sinyal peptidin sentez sirasinda uzaklastirilmasi ile pro-ANP olusur. Bu
peptid 126 aminoasitlik sekans igerir ve atrial kardiyomiyositlerde membran-bagli
graniiller seklinde depolanir. ANP esas olarak, atrial hiicre graniillerde depolanir ve
eksprese edilir, ancak diisiik konsantrasyonda ventrikul ve bobrek gibi dokularda
bulundugu gosterilmistir. Kan basincini yiikselmesi gibi uygun uyaran varliginda, bu
memran-bagli graniiller hiicre yiizeyine dogru hareket eder ve depolanmig pro-ANP'yi
serbest birakir ve bu korin veya bir transmembran kardiyak serin proteaz olan pro-
hormon doniistiiriicii PCI / 3 tarafindan klivaje edildikten sonra N terminal ANP 1-98
ve biyolojik olarak aktif ANP-28 iiretilir. ANP-28 ANP olarak da bilinen aktif peptid
formdur. Bu form insanda dolagimda bulunan ana formdur ve tiirler arasinda yiiksek
diizeyde korunmustur (78).

ANP'in sican dokularinda, primer hiicre kiiltiirii ve idrarda siklik guanozin
monofosfat (cGMP) konsantrasyonlarini ytikselttigi gosterilmistir. Ayrica yine ¢esitli
sican dokularinda ANP’nin diiz kas gevsemesiyle orantili olarak guanil siklaz
aktivitesini arttirdigi gosterilmistir (81). ANP, ekstraseliiler proteazlar ve NPR-C
aracilt olarak internalizasyon ve degradasyon bagimli sekilde yikilir. Notral
endopeptidaz (NEP) ve insiilin yikic1 enzimin de ANP’yi yiktig1 gosterilmistir (82).

BNP’nin 134 tane aminoasit igceren sekli prepro BNP olarak isimlendirilir. 26
aminoasitlik sinyal peptid kesilince pro-BNP veya BNP1-108 meydana gelir. Bu
molekiil de furin tarafindan BNP 32 ve N-terminal BNP (NT-BNP) sekline getirilir.
NT-BNP, kan konsantrasyonlar1 miyokardiyal hormonal sekresyon oranini
etkilemeyen pro-BNP'nin inaktif bir metabolitidir. ANP’nin aksine BNP tiirler
arasinda genis bir varyasyon gosterir. BNP mRNA molekiilii ve peptidi atrial
miyositlerde detayli sekilde tanimlanmistir. BNP biyolojik olarak aktif bir hormondur
ve hassas sekilde endokrin kontrolii ile siki sekilde diizenlenir. Normal kisilerde
plazma BNP seviyeleri 0.6 pmol / L ila 9.8 pmol / L arasinda degisir (bunlar eszamanl
ANP seviyelerinden daha diistiktiir) (78).

CNP, esas olarak vaskiiler endotelyumda ve merkezi sinir sisteminde bulunur.
Merkezi sinir sistemindeki en yaygin natriliretik peptidtir. Prepro CNP 126
aminoasitlik bir peptid molekiildiir ve 103 aminoasitlik polipeptid ve pro-CNP olarak

ayrilir. Pro-CNP furin ile islenince biyolojik aktif olan CNP-22 olusur ve daha biiyiik
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olan inaktif CNP-53 olusur. CNP, plazmada baskin olarak CNP-53 seklinde bulunur.
CNP-22 ise CNP’nin kendisini ifade etmektedir ve diger matritiretik peptidlerden
farkli olarak karboksi-terminal uzantisi igermez (78). CNP ilk olarak beyinde
gorildiigli i¢in, baglangicta bir ndéropeptid olarak kabul edildi; ancak daha sonra
yapilan calismalarda diisiik konsantrasyonlarda da olsa bobreklerde, kemiklerde,
kanda, damarlarda ve cinsel organlarda tespit edildi. CNP mRNA'sinin varlig1 kalpte
atrium ve ventrikiillerde gosterilmistir; ancak ANP ve BNP'den farkli olarak, CNP
kardiyomiyositlerde degil fibroblastlarda bulunur. CNP, kardiyak peptidler gibi
hiicrelerdeki salgi graniillerinde depolanmaz, bu nedenle sentezinin ve salgilanmasinin
diizenlenmesi, ekzositozdan ziyade CNP transkripsiyonun aktivasyonu / inhibisyonu
yoluyla diizenlenir. Yaygin bir goriis olarak CNP belirgin vazodilator ve antimitojenik
(antiproliferatif) etkilere sahip bir oto- veya parakrin hormon olarak da kabul
etmektedir (84). Ayrica endotel kokenli CNP’nin vaskiiler homeostazis iizerinde etkisi
biiyiiktiir. Lokal kan akigini ve sistemik kan basincini kontrol eder, 16kosit ve platelet
reaksiyonunu azaltir ve anevrizma gelisimini 6nler. CNP biyolojisi ile ilgili bulgular

bu peptidin anjiyogenezde de merkez rol iistlendigini isaret etmektedir (17).

2.4.1. C-Tipi Natriiiretik Peptid ve Vaskiiler Yapilar ile fliskisi

Vaskiiler biyoloji diizenleyicileri sz konusu oldugunda, natriiiretik peptidler,
tuz ve su dengesinin yani sira vaskiiler tonusu diizenleyen kiiciik protein ailesi liyeleri
olarak 6n plana ¢ikar. ANP ve BNP baskin olarak kalpte bulunmasina ragmen; CNP
endotel hiicrelerinde baskin olarak bulunur. Hem dolasimdaki hem de lokal olarak
tiretilen natriiiretik peptidlerin vaskiiler tonusu ayarlamanin yanisira vaskiiler hiicre
biiylimesini inhibe ettigi gosterilmistir. Bu peptidlerin reseptorleri ile etkilesimi cCGMP
iretimini uyarir ve sonrasinda da protein kinaz G (PKG) aktive edilerek hedef genlerin
ifadelenmesi veya iyon kanallarinin diizenlenmesi saglanir. Ancak bir diger etki
mekanizmasinda ise natriiiretik peptidlerin NPR-C etkilesiminin roli oldugu ve bunun
cGMP bagimsiz oldugu diisiiniilmektedir.

CNP vaskiiler ag boyunca ve 6zellikle endotelyumda yiiksek diizeyde ifadelenir.
CNP, NPR-B tizerinden cGMP aracili damar diiz kas gevsemesini saglarken (85, 86);
NPR-C aracil1 olarak ise endotel kokenli hiperpolarize edici faktoriin (EDHF) parakrin
etkili olan nitrik oksit ve prostosiklin ile beraber salinmasini uyarir. Dolayisiyla

endokondral kemiklesmede, merkezi sinir sisteminde, iireme sisteminde gorevleri olan
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CNP, NPR-C ile ligand-reseptor etkilesimi kurarak kardiyovaskiiler fonksiyonlarin
stirdiiriilmesinde de gorev alir (85).

Yapilan bir ¢alismada, natriiiretik peptidlerin (c-ANP4-23, NPR-C ligandi) VEGF
transkripsiyonunu ve protein liretimini insan vaskiiler hiicre kiiltiirii ortaminda inhibe
ettigi gosterilmistir. Bu inhibisyonun normalde VEGF varliginda hem endotel hiicre
proliferasyonu hem de anjiyogenezde etkili olan MAPK ve Janus kinaz (JNK) sinyal
yolu kaynakli olabilecegi gosterilmistir (87). Bu bulgular dogrultusunda, CNP’nin
VEGF i¢in hem endotel hiicre proliferasyonunda hem de anjiyogenezde tanimlanan
endojen bir inhibitdr olabilecegi diisiiniilebilir.

NPR-C agonisti olan C-ANP-4.23’{in polieter poliiiretan siingerler ile fare sirtina
implante edilmesi ile yapilan ¢alismada fibrovaskiiler dokunun anjiyogenezi
degerlendirilmistir. Sonugta, kullanilan CNP agonistinin VEGF ile uyarilan
anjiyogenik adimlar olan endotel hiicre proliferasonunu, migrasyonunu inhibe ettigi
ve VEGF iiretimini de inhibe ettigi bulunmustur (88).

CNP, biyolojik etkisini NPR-C ve NPR-B aracil1 olarak gésterir. Bu iki reseptor
tipi endotel hiicrelerde yogun olarak ifadelenir ve NPR-C endotel hiicrelerde
natritiretik peptid reseptorelerinin %95 kadarini olusturur. CNP endotel ve diiz kas
hiicresi proliferasyonu iizerinde de etkilidir. Doku iyilesmesi ve vaskiiler onarim
sirasinda  endotel hiicre proliferasyonunu uyarirken beraberinde diiz  kas
proliferasyonunu inhibe eder (89). Karotid hasar1 olusturulan bir ¢alismada CNP
muamelesi sonrasinda NPR-B ile kurulan ligand-reseptor iligkisi ile cGMP artist
gosterilmistir. Ayrica CNP’nin bu etkisi cGMP bagimsiz olarak NPR-C aracili olarak
da gosterilmistir (90). CNP’nin doz bagimli etki ile (1 pM-1 puM) ile ERK1/2
aktivasyonu ve endotel hiicrelerde hiicre dongiisii proteini olan siklin D1
promotorunun artan ifadelenmesi ve diiz kas hiicrelerinde hiicre dongiisiiniin negatif
diizenleyicileri olan p21 ve p27 artan ifadesi goriilmiistiir (89). Bu bulgu, insan
umbilikal kord veni endotel hiicreleri ve sigan aortik diiz kas hiicreleri ile yapilan bir
calismayla desteklenmistir. NPR-C knock-out hiicrelerde yabanil tip hiicrelere gore
endotel hiicreler daha yavas proliferasyon gosterirken; diiz kas hiicrelerinde
proliferasyon artmistir (91). Bu caligmalar, CNP’nin NPR-B yanisira NPR-C ile
vaskiiler sistem Ttzerindeki etkisini ¢cGMP bagimsiz farkli bir yol kullanarak
gosterdigini desteklemektedir.

CNP’nin in vitro tiip olusumu analizinde kapiller ag olusumuna VEGF etkisine

benzer sekilde etki ettigi gosterilmistir. Buna ek olarak, CNP gen transferinin yapildigi
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sican femoral arter iskemisi modelinde kan akiminin yeniden kuruldugu, hizlandig1 ve
kapiller yogunlugun arttigi bulunmustur. CNP’nin olusturdugu bu anjiyogenik
etkilerin yukarida da belirtildigi tizere ERK1/2 yolagi ile baglantili olabilecegi ileri
stiriilmektedir (89). Baska bir ¢alismada (92), CNP'nin endotelyal hiicreler tizerindeki
go¢ etkisinin, anjiyogenezde potasyum kanallarinin ATP aracili aktivasyonu ile iligkili
oldugu da gosterilmistir. Calismada, Oliimsiizlestirilmis fare beyin mikrovaskiiler
endotel hiicre hatti (BEnd.3) ve insan gobek kordonu damar endotel hiicreleri
(HUVECs) kullanilarak potasyum kanallar1 araciligiyla CNP ve VEGF'in etkileri
analiz edilmistir. Sonuglar, potasyum kanal aktivatorleri, CNP ve VEGF kullaniminin
anjiyogenezde benzer sonuglar verdigini géstermistir. Ek olarak, ayni sonuglar CAM
analizi ile gosterilmis ve potasyum kanal inhibitorleri kullanildiginda, CNP aracili
anjiyogenezin CAM yapisinda bozuldugu gosterilmistir. Ayrica, CNPnin bu etkisine
NPR-C'nin aracilik ettigi diistintilmiistiir (92).

Anjiyogenez diizenlenmesinde CNP ve VEGF arasinda karsilikli bir iliskinin
varlig1 dikkat ¢ekicidir. VEGF’in endotel hiicrelerde CNP salinimin1 engelledigi ve
CNP’nin de VEGF iizerinde ayni etkiye sahip oldugu gésterilmistir; ancak bu iki
molekiil arasindaki iliskide bag kuran bir mekanizmmn varligt heniiz
gosterilememesine ragmen; CNP’nin VEGF bagimsiz bir yol ile anjiyogenezde etkisi
oldugu belirtilmektedir (17).

Endotel hiicrelerden CNP salgilanmasinin bFGF etkisiyle arttig1 gosterilmistir.
Ancak, bFGF inkiibasyonunun aort ve beyin vaskiiler diiz kas hiicrelerinde CNP
mRNA ifadesini azalttig1 da gosterilmistir. Ayrica, aort diiz kas hiicrelerinde bFGF
etkisinde TGF-B aracili uyarimin CNP {retimini ve salgilanmasini azalttig
gosterilmistir (93). bFGF ve CNP iliskisinde de VEGEF ile ilgili olan ¢alismalarda
oldugu gibi aydinlatilmay1 bekleyen noktalar vardir.

2.4.2. insan CNP ve Tavuk CNP-3 Homolojisi

Sunulan tez ¢aligmasinda, CNP’nin tavuktaki homologu olan CNP-3 molekiili
calisilmistir. C-tipi natritiretik peptid, 2q24-qter bir kromozomal lokasyona sahip tek
bir gen olan natritiretik peptid onciisii C'nin (Nppc) iirliniidiir (81, 94). Houweling ve
ark. (95), tavuk natriiiretik peptid 6ncii gen kiimesini tanimlayarak karakterize etmis
ve bu genin organizasyonunun, memeli Nppb-Nppa kiimesiyle karsilastirildiginda

yiiksek oranda korunmus oldugunu bulmustur . Buna ek olarak, tavuk CNP-3, insan
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CNP'sinin amino asit dizisiyle yliksek homoloji gdstermektedir (95, 96). Dolayisiyla
tavuk embriyosu CAM modelinin kullandig1 bu ¢alismada, dnceki ¢alismalarimizda
da (96, 96) kullanilmis olan CNP-3/NPR-B dizilerinin revers transkripsiyon polimeraz
zincir reaksiyonu (RT-PCR) ile analiz yontemi segilmistir.

Yapilan c¢alismalarda CNP ve anjiyogenez ile ilgili faktorlerin arasindaki
iliskinin doku onarimi ve vaskiiler yeniden modellenme iizerine yogunlastig1 goriiliir.
Gelisimsel siiregte bu molekiillerin arasindaki iliskiye yonelik calismalarin yapilmasi
da gereklidir. Buna bagli olarak onerilen tez ¢calismasinda gelisimsel siire¢ i¢in model
olarak segilen tavuk embriyosu CAM yapist kullanilarak insan CNP molekiilii ile
yiiksek oranda homoloji gosteren CNP-3 ve VEGF ve bFGF ve reseptorleri arasindaki
iligkinin yedinci ve yirminci gilinler arasinda incelenmesi ve faktorler arasindaki

iligkinin molekiiler ve histolojik olarak ortaya konmasi hedeflenmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Etik Kurul Onay1

Baskent Universitesi Tip ve Saglik Bilimleri Arastirma Kurulu ve deney
Hayvanlar1 Yerel Etik Kurulu tarafindan 20/14 sayili karar (Proje no: DA20/14) ile bu

tez caligmasinin etik kurallara uygun oldugu onaylanmistir.

3.2. Deney Hayvanlarimin Temin Edilmesi

Planlanan bu tez calismasinda kullanilacak yontem icin uygun doku, boyut ve
anatomiye sahip, filogenetik bakimdan en diisiik olan grubun tavuk embriyolari olmasi

sebebiyle ¢alismada dollenmis tavuk yumurtast kullanilmistir.

3.3. Tavuk Embriyosu CAM Doku Orneklerinin Toplanmasi

Calismada kullanilacak dolli tavuk yumurtalart (ATAK-S cinsi, dolli
yumurtalar, disi ve erkek) T.C. Tarim ve Koy Isleri Bakanligi, Tavukculuk Arastirma
Enstitlisiinden alinmustir.

Doéllenmis yumurtalarin dis kabuklar1t %70 alkol ile silinip temizlenmistir.
Ardinda yumurtalar, VGS marka kulugka makinesi icerisine kulugka kosullar1 sicaklik
37,75 °C ve nemli ortamini koruyacak sekilde hazirlanarak konmustur. Yumurtalarin
tizerine kulugkaya konduklari tarih kursun kalemle yazilmistir ve bu sayede her bir
yumurtanin gelismenin hangi giiniinde oldugu takip edilmistir. Calismamizda
dollenmemis yumurta oranmin (%10) yaratacagr eksiklik goéz Oniine alinarak
kullanilacak yumurta sayis1 90 adet olarak belirlenmistir. Her bir analiz i¢in giin asir1
olacak sekilde ayr1 ayr1 yumurtalardan 6rnekler toplanmastir.

Gelisimin yedinci giiniinden itibaren yirminci giiniine kadar CAM doku
orneklerinin toplanmasina baglanmistir. Bunun i¢in yumurta kabuguna sivri olmayan
tarafindan pencere agilarak ve sonrasinda bu agilan pencere steril cerrahi aletler ile
bliyiitiilerek embriyonun kendisinin disar1 ¢ikmasi; ancak CAM dokusunun kabuk
altinda kalmas1 saglanmistir. Sonrasinda kabuk altindan CAM doku 6rnegi alinarak
yapilacak analiz tipine gore uygun soliisyon igerisine alinmistir. Ayrica 0.4mg/ml

konsantrasyonunda sodyum pentobarbital anestezik intrasdlomik olarak 13 giinden
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biiyiik olan yumurtalarda uygulanmistir. Isik mikroskop ve elektron mikroskop ve RT-
PCR analizlerinin her biri i¢in ayr1 ayri olmak tizere giin asir1 ti¢ yumurta kullanilmasi
yeterli olmustur. Buna gore toplamda %10 yumurta kayb1 da g6z oOniine alinarak
calismamiz i¢in toplam 90 tane dolli yumurta kullanilmistir.

Histokimyasal degerlendirmeler 151k mikroskop ile hematoksilen&eozin

boyama, toluidin mavisi ve elektron mikroskop incelemesi olarak yapilmistir.

3.4. Isik Mikroskop incelemesi I¢in Kullamlan Cozeltilerin/Boyalarin

Hazirlamis1

3.4.1. %10 Formol Fiksatifi (Tamponlu) Hazirlanmasi

Kimyasal Adi Miktar
37-40% stok formalin soliisyonu 100 ml
NaH2PO4 (monobazik) 4g/L
Na;HPO4 (dibazik/anhidr6z) 6.5g/L

900 ml distile su ile pH degeri 6.8 olacak sekilde soliisyon hazirlanmistir.

3.5. CAM Doku Orneklerinin Isik Mikroskop Ile Degerlendirilmesi

Isik mikroskobu i¢in alinan 6rnekler hematoksilen&eozin boyama i¢in %10
formol ile fikse edilmis ve parafin bloklar igerisine gomiilmiistiir. Bu islem i¢in ilk
olarak dokular 24 saat oda 1sisinda fiksatif i¢inde bekledikten sonra yikama adimi
olmaksimizi direkt %75 alkol igerisine alinmistir ve gece boyu %74 alkol igerisinde
dokular beklemistir ve ertesi giin alkol yenilenerek tekrar 1 saat %75’lik alkole
alinmistir, sonrasinda %96’lik alkolde 1.5 saat bekletilen dokular ardindan
seffaflastirma basamagi i¢in ksilen icersine alinmistir ve bes dakika ksilen ile yilama
sonrast iki, {ic saat arasin dokular 65 °C etiivde parafinde tutulmustur. Sonrasinda
metal gomme kaplart ve kasetler kullanilarak toplu ignelerle membran yapisi
sabitlenerek parafin bloklar icersine gomiilmiistiir.

Hazirlanan parafin bloklardan 4 veya 5 mikron kalinliginda kesitler alinmustir.
Kesitler boyama asamasi igin ilk olarak 3 kez 15 dakika ksilolden gecirilmis ve
sonrasinda ksiloliin ugmasi beklenmis, sirasiyla azalan alkol dereceleri olan %96 ve

%80 alkolde 15 dakika bekletilmis ve sonrasinda akarsuda 2 kez yikama yapilimis, 7
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dakika hematoksilende bekletilmis ve akarsuda 3 kez yikamanin ardindan asit alkole
batir ¢ikar yapilmis ve akarsuda 2 kez yikama yapilmig ve amonyakli suya batir ¢ikar
yapilmis ve akarsuda 2 kez yikama yapilmistir. Eozinde bir dakika tutulan preparatlar
sonrasinda sirasiyla %80 alkol ve %96 alkol i¢inde 1 dakika tutulmustur. Preparatlar
kapatilmadan once 45 dakika ksilol igerisinde bekletilmis ve sonrasinda entellan
kapama soliisyonu ile preparatlar kapatilmistir.

Isik mikroskop ile damarlarin yapisal ve sayisal degisimi, bag dokusu degisimi,
miiskiiler arter gelisimi ve tabakalari,arteriyol goriilme zamani ve capi, arter agi
olusumu degerlendirilmistir. Hematoksilen-Eozin ile boyanan preparatlar ve toluidin
mavisi ile boyanan yar1 ince kesitler Leica DFC 500 dijital kamera bagli olan 11k

mikroskop ile (Leica DM 3000, Almanya) fotograflanmistir.

3.6. Transmisyon Elektron Mikroskop Incelemesi i¢in Kullanilan

Cozeltilerin/Boyalarin Hazirlanisi

3.6.1. %2’lik Gluteraldehit Tespit Soliisyonunun Hazirlanmasi

8 ml %25’lik gluteraldehit 92 ml Sorenson fosfat soliisyonuna (tamponuna),
eklenerek 100 ml fosfat tamponlu %2’lik gluteraldehit tespit soliisyonu hazirlanmstir.

Sorenson’ un fosfat soliisyonunun hazirlanmasi:

Kimyasal Ad1 Miktar
Sol. A: Na2HPO4.2H20 (Sodyum fosfat

dibazik) 0,946 gr
Distile su 100 ml
Sol. B: KH2POu4 (Potasyum fosfat

monobazik) 0.0906 gr
Distile su 100 ml

Soliisyon A’dan 80 ml + Soliisyon B’den 20 ml birbirine eklenerek elde edilen
100 ml soliisyon gerektiginde bu soliisyonlardan ilave edilerek pH’s1 7.4 olacak

sekilde ayarlanmistir.
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3.6.2. Osmiyum Tetroksit Soliisyonunun Hazirlanmasi

%2’lik Osmiyum Tetroksit soliisyonunu hazirlamak i¢in:

Kimyasal Adi Miktar
Os04 (Osmiyum tetroksit) 0.1gr
Distile su 5ml

Bir kisim Sorenson fosfat tamponu ve bir kisim %2°lik osmiyum tetroksit

karistirtlarak ikinci tespit (post-fiksasyon) soliisyonu elde edilmistir.

3.6.3. Elektron Mikroskop Gomme Materyalinin Hazirlanmasi

Kimyasal Adi Miktar
Araldit Resin CY 212 10 ml
Dodesenil siiksinik anhidrit (DDSA) 10 ml
Benzildimetilamin (BDMA) 0.5ml
Dibiitil fitalat 1ml

3.7. CAM Doku Orneklerinin Elektron Mikroskop Ile Degerlendirilmesi
Takibi

Elektron mikroskop takibi i¢in dokular ilk adim fiksasyon i¢in %2 gluteraldehit
icerisine almmustir. 48 saat gluteraldehit icerisinde bekleyen dokular 1 mm?®
biiylikliikte pargalara ayrilarak Sorenson’s fosfat tamponu (SPB) ile 15 dakika siireyle
3 kez yikanmistir. Ardindan dokular ikinci fiksasyon (post-fiksasyon) i¢in 1:1 oranda
olacak sekilde ozmiyum tetraoksit:SPB tamponu igerisinde kararana kadar 1 saati
asamayacak sekilde tutulmustur ve sonrasinda SPB tamponu i¢erinden gece boyu oda
sicakliginda dokular birakilmistir. Ertesi giin yikama tamponundan alinan dokular
dehidrasyon amaciyla artan alkol serisinde sirasiyla %25 alkol 10 dakika, %50 alkol
10 dakika, %75 alkol 10 dakika ve %100 alkol 4 kez yarim saat olmak {izere
beklemistir ve siire sonunda 1,2 propilen oksit ile 3-4 kez yikama yapilmistir. Dokular
yikama sonrasinda orani 1:1 olacak sekilde 1,2-propilen oksit:gdmme materyali
icerinde rotatorda 2 derecede yarim saat dondiiriilmiistiir ve sonrasinda toplam hacim
kadar gdbmme materyali eklenerek dondiirme islemine 2 saat daha devam edilmistir.

Boylece gomme materyalinin doku igine gegisi saglanmistir. Son olarak dokular saf
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karisim ile gomme kapsiiliine gomiildii. Siire sonunda dokular 56 °C etiiv i¢inde 48
saat bekletilmistir. 1000 nanometre (nm) ince kesitleri alinarak elektron mikroskop
gorintiileme i¢in kursun sitrat ile boyama yapilmistir.

Hazirlanan bloklardan ultramikrotom (Leica, UltraCut R, Almanya) ile elektron
mikroskop i¢in incelenecek boélgelerin se¢imi igin 1,5 pum’lik yari ince kesitler
almmustir ve %1 toluidin mavisi soliisyonu ile boyanmistir. Secilen bolgelerden 70-90
nm’lik ince kesitler 100 ya da 200 mesh’lik bakir gridler {izerine alinmis ve alinan
kesitler elektron mikroskop incelemesi igin, konstrast saglamasi amactyla uranil asetat
ve kursun sitrat ile boyanmistir. Iince kesitler Gatan Orius SC-1000 dijital kamera bagl
olan gecirimli elektron mikroskop (Jeol JEM 1400, Japonya) ile incelenmistir. Ince
kesit incelemeleri, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji
Anabilim Dal1 biinyesinde yapilmistir.

Elektron mikroskop analizleri i¢in E7, ES, E12, E15, E20 giinleri yar1 ince kesit
gozlemleri dikkate alinarak calisilmistir. Elektron mikroskop goézlemleri ile hem
koryonik hem de allantoik epitelde degisimler, endotel hiicre degisimleri, mezenkim

ve epitel dokusunun kalinlig1 ve mezenkimal hiicrelerin degisimi gézlenmistir.

3.10. Primer Dizaym

RT-PCR igin ileri (forward) ve geri (reverse) primerlerinin dizayni yapilmustir.
VEGF-A, VEGR-2, FGF-2, FGFR-2 primerleri primer dizayn araci kullanilarak
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) ve GAPDH, CNP-3, NPR-B
primerleri 6nceki ¢alismamizdan elde edilen sekanslara uygun sekilde galisilmistir.

Primerlerin 6zellikleri Tablo 1°de belirtilmistir.

Tablo 1. VEGFA, VEGFR2, bFGF, FGFR2, CNP, CNP-B gen ifadelenmesi
icin segilen antikorlar.

Hedef Gen Kullanilan Primer Sekanslari Uriin Gen Bankasi
Ulasim
Numarasit

VEGF-A F: CGGAAGCCCAACGAAGTTATC 349 bg NM205042.2

R: CCTTCCCCTTTCCTCGCTTT

VEGFR-2 F: AGTCATAGGCAACGACACCG 529 be NMO001004368.1
R: TGCACGCTTTTCCTTGATGG
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FGF-2 F: AAGCGGCTCTACTGCAAGAAC 325 bg NM205433.1
R: TTGGTCCGGGCTTGTACTGT

FGFR-2 F: CAGCTGACTCAAGCTCCTCC 393 bg NM205319.2
R: CATACAGCGGACCATCCTGG

CNP-3 F: AAGAGAGGGATCGTGAGCAA 201 bg XM427055
R: TCCTGGACAGACCCTTTTTG

NPR-B F: GCCTGCTCCGAGTACGTG 252 be XM427055
R: GTGCAGGTGGGAGACGAA

GAPDH F: AGTCATCCCTGAGCTGAAG 330 be J00849
R: AGGATCAAGTCCACAACACG

3.11. CAM Doku Orneklerinden RNA izolasyonu

Reverse transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu analizinde cDNA sentezi i¢in
kullanilmak tizere CAM oOrneklerinden RNA izole edilmistir. Bu amagla CAM doku
ornekleri RNA izolasyonu yapilincaya kadar Trizol icerisine alinip -20 °C buzdolabina
kaldirilmistir. RNA izolasyonu fenol/kloroform ekstraksiyon yontemi kullanilarak
yapilmustir. Trizol i¢erinden kii¢lik parcalara ayrilan doku pargalar1 2 ml’lik ependorf
icerisine alinmis sonrasinda vortkslenmis ve kisa bir santrifiij sonrasi iist faz ayr1 bir
tipe alinmistir. Alinan iist faza oda sicakliginda 200 mikrolitre (pl) kloroform
eklenmis ve 14000 rpm’de 15 dakika santriflij yapilmistir. Ardindan olusan ii¢ faz
icinden en istteki berrak faz ayri bir tlipe alinarak tizerine 100 pl fenol eklenmis ve
ornekler -20 °C’ye kaldirilmistir ve 6 saat boyunca beklenmistir. Ardindan +4 °C’de
14000 rpm 15 dakika santrifiij yapilmistir ve st faz ¢ekilerek altta kalan pelet iizerine
%70 soguk ethanol eklenmistir. Ethanol ile yikama +4 °C’de 14000 rpm 10 dakika
siireyle yapildiktan sonra iist faz dokiilmiistiir ve pelet DNaz-RNaz niikleazlarini
icermeyen su ile sulandirilmigtir.

RNA miktar1, nanodrop kullanilarak 260/280 nanometrede (nm) yapilan saflik

Olctimleri ile (>2) tayin edilmistir.

3.12. cDNA Sentezi ve RT-PCR

RNA izolasyonu sonrasinda cDNA sentez kiti (abm, g#236) ile cDNA

sentezlendikten sonra Tablo.1 ‘de belirtilen primerler kullanilarak RT-PCR analizi
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yapildi. Gelisim evrelerine gore VEGF, VEGFR2, bFGF, FGFR2, CNP-3 ve reseptorii
NPR-B mRNA ekspresyonlarinin artis ya da azalisinin normalize edilmesi i¢in
referans gen olarak gliseraldehit 3-fosfat dehidrojenaz kullanild:.

cDNA sentez protokolii:

Kullanmilanlar Miktar Konsantrasyon
RNA 1 ul 1000ng/ ul
Oligo(dT) 1 ul 0.5-1 uM
dNTP karigimi Il 500 uM
Niikleaz igermeyen su 11.5 ul

Reaksiyonu 65 °C 5 dakikada ve 4 °C’de 1 dakika tuttuktan sonra, santrifiij
yapilip belirtilen adimlar atkip edilir:

Kullanilanlar Miktar Konsantrasyon
5X RT tamponu 4 ul 1X
Riboniikleaz inhibitorii 0.5 pul 20U/rxn
Reverse transkriptaz 1 ul 200U/rxn

Toplam 20 pl olan reaskiyon hacmi cDNA sentezi i¢in programa konur. Bu
program: 50 dakika 50 °C, 5 dakika 85 °C seklindedir. Elde edilen cDNA -20 °C’de
uzun siireli saklama kosullarina uygun olarak kaldirildi.

cDNA c¢alisilacagi zaman asagida belirtilen protokol ile primerlerin degisen
baglanma (Tm) derecesine gére RT-PCR dongiisii hazirlandi. Tablo 2‘de GAPDH ve
CNP-3 i¢in ve Tablo 3‘de VEGFA, VEGR2, FGF2, FGFR2, NPR-B icin olan RT-
PCR dongii kosullar1 gdsterilmistir.

Tablo 2. GAPDH ve CNP-3 i¢in hazirlanan RT-PCR protokolii

On denatiirasyon 95 °C, 12 dakika 1 dongii
Denatiirasyon 95 °C, 1 dakika

Baglanma 55 9C, 1 dakika 27 dongii
Uzama 72 9C, 1 dakika

Son uzama 72 °C, 10 dakika 1 dongii
Saklama kosullar1 +4, 0
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Elde edilen PCR firiinii, 5 pl PCR iiriinii ve 2 pul yiikleme boyasi olacak sekilde
%1°1ik 2 pl etidyum bromiir igeren agaroz jele yiiklenerek 1x tris borik asit edta igerisinde
elektorforez ortaminda 55 dakika 90V ile ylriitilmiistiir ve jel goriintiilemesi
ChemiDoc-It, UVP goériintiileme cihazi ile yapilmistir. Olusan triinlerin uzunluklar: 100
bp plus Opti-DNA (Abm, Canada) belirteci kullanilarak tayin edilmistir. PCR tiriinlerinin
dansitometrik analizleri Image J programi kullanilarak gergeklestirilmistir
(https://imagej.nih.gov/ij/download.html). Her gelisimsel giine ait spesifik gen
ifadeleri, ayn1 giine ait GAPDH 6l¢tim sonucu kullanilarak normalize edilmistir ve

sonuglar grafikler seklinde sunulmustur.

Tablo 3. VEGFA, VEGR2, FGF2, FGFR2, NPR-B i¢in hazirlanan RT-PCR

protokolii
On denatiirasyon 95 °C, 12 dakika 1 dongii
Denatiirasyon 95 °C, 1 dakika
Baglanma 59 °C, 1 dakika 30 dongii
Uzama 72 °C, 1 dakika
Son uzama 72 °C, 10 dakika 1 dongii
Saklama kosullar +4, o 00

Deneylerde Kullanilan Kimyasallar, Sarf Malzemeler ve Cihazlar

Deneylerde kullanilan kimyasallar, sarflar, kitler ve cihazlarin listesi agsagidaki

belirtilmistir.
Kimyasal Adi
Araldit Resin CY 212

Benzildimetilamin (BDMA)

Bibiitil fitalat

Markas1

Agar Scientific, R1042
Agar Scientific, R1920
Agar Scientific, R1071

Dodesenil siiksinik anhidrit (DDSA) Agar Scientific, R1053

EDTA
Entellan
Etanol

Formaldehit

Fosfat Tamponlu Tuz tablet

Gluteraldehit
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Sigma, E9884

Merck, 1.170961.0500
Merck, 100967.2500 .1
Merck, 103999

Sigma, P4417

Sigma, 354400 (%25)
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Hidrojen peroksit
fzopropanol

Kloroform

Ksilol

Metanol

Osmiyum tetroksit (OsOa4)
Parafin

Formaldehit

Sitrat tamponu

Trizol

DNA Loading Dye
Cihaz/Sarf Malzeme Ad1
1-10 pl pipet ucu
100-1000 pl pipet ucu

-80 °C derin dondurucu
Buzdolabi

Ceker ocak

Ependorf, 2ml

Etiiv

Falkon, 15 ml

Jel Goriintiileme Sistemi
Mini santrifiij
Mikrodalga firin
Mikropipet seti

Mikrotom

PCR reaksiyon tiibi
Sogutmali santrifiij

Su banyosu

Termal Dongii Cihazi
Ters (Inverted) Mikroskop

Gegirimli Elektron Mikroskop

Elektroforez tanki
Vorteks
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Merck, 1.07209.1000
Sigma, 19516

Sigma, C2432

Sigma, 1330-20-7
Sigma, 34885

Electron Microscopy Science, 19110
Tudamelt, 58/60
Merck, K35394402.547
biorbyt, orb90542
Sigma, T9424

abm

Markasi
NestScientific, 312012
NestScientific, 312013
ThermoScientific
Argelik

Headlab

SSibio 1310-00

Niive

Microcult, 231010
ChemiDoc-It, UVP
VWR, ministar

LG, iwave

Brand
ThermoScientific, Finesse 325
SSlbio 3225-00
Hettich, Universal 320R
Apex Instruments
BlueRay BioTech
Leica, DM3000

Jeol JEM 1400

(VWR Power Source)

ThermoScientific



Kitin Ad1 Markasi

cDNA sentez kiti abm G236
Soliisyonlar Markasi
Multiplex PCR master mix SolisBioDyn
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4. BULGULAR

4.1. CAM Doku Orneklerinin Isik Mikroskop Ile Degerlendirilmesi

CAM doku ornekleri 151k mikroskop gozlemi i¢in hem Hematoksilen-Eozin
boyama ile hem de toluidin mavisi boyama ile (yar1 ince) boyanmaistir.

Hematoksilen-Eozin boyama ile ilgili bulgular:

E7’de, koryonik ve allantoik epitel tabakalar1 arasinda ince bir mezensim
gbzlenmistir. Koryonik ve allantoik epitelin de ince oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.1-A.
X400, skala bar: 50pm). Mezensimin ve CAM yapisinin olugmus oldugu ayirt
edilmistir (Sekil 4.1-A). Kan hiicrelerinin varligr daginik sekilde gozlenmistir (4.1-B.
X400, skala bar: 50um). Mezensim (M), Er (eritrosit).

Sekil 4. 1. A) E7°de koryonik ve allantoik epitel ve mezensim goriintiisii B)
Kan hiicrelerinin goriintiisii.
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E8’de koryonik ve allantoik epitelin E7’ye kiyasla daha belirgin oldugu ve
mezengimin kalinlagtig1, icerisinde liimen benzeri odaklarin olustugu goriilmiistiir.
Ayrica arteriyol yapisinda belirgin kan damar1 yapis1 goézlenmistir (Sekil 4.2. X400,
skala bar: 50u). Allantoik epitel (ae), koryonik epitel (ke), arteriyol (Ar), eritroist (Er).

50 ym

Sekil 4. 2. A) E8’de arteriyol yapisinin gosterimi.

E9’da mezensim kalinligr artmistir. Koryonik epitel igerisinde (intrakoryonik)
kilcal kan damar1 benzeri damar olusumlar1 gézlenirken (*); mezensim igerisinde de
liimeni belirgin ve kan hiicreleri ile dolu olan arteriyol goriilmiistiir (Sekil 4.3. X400,

skala bar: 50um). Allantoik epitel (ae), koryonik epitel (ke), arteriyol (Ar), eritroist
(Er).
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50 ym

Sekil 4. 3. E9’da CAM goriiniimii.

E10’da koryonik epitele ¢ok yakin hatta neredeyse epitelin devami gibi
konumlanan damar yapilar1 gozlenmistir (*) (Sekil 4.4. X400, skala bar: 50um).
Koryonik epitel kalinligmmin ve mezensim kalinliginin E9 ile benzer oldugu

goriilmiistiir. Allantoik epitel (ae), koryonik epitel (ke), mezensim (M).

50 um

Sekil 4. 4. E10°da mezensim kalinliginin ve koryonik epitel kalinliginin
durumu
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Ell’de mezensimin neredeyse tamamini kaplayan arteriyollerin varligi
goriilmustir (Sekil 4.5-A. X400, skala bar: 50um). E12’de benzer bulgular elde
edilmistir; ancak kan damarlarinin etrafinda adventisya tabakasinin olusumu (0k basi),
mezensimde damarlarin artis1 ve damarlarin liimeninde eritrositlerin sayisal artis1 da
goriilmiistiir (Sekil 4.5-B. X400, skala bar: 50um). E13’de mezensimin kalinlasarak
>50 mikron kalinliga ulastig1 goriilmiistiir (Sekil 4.5-C. X200, skala bar: 100um).
E14’de ise E13 ile benzer damar yapilar1 gézlenmistir (Sekil 4.5.-D. X200, skala bar:
100pm). Allantoik epitel (ae), koryonik epitel (ke), arteriyol (Ar), mezensim (M).

Sekil 4. 5. A) E11 CAM goriiniimi B) E12 CAM goriintimii C) E13 CAM
goriiniimii D) E14 CAM goriiniimii

E15-E17 arasinda adventisyasi oldukc¢a belirgin diizeyde ayirt edilebilen
gelismis kan damarlart goriilmiistiir (ok basi1). Ayrica mezengimde igsi sekilleri ile
belirgin olan bag dokusu hiicreleri de ayirt edilmistir (Sekil 4.6-A, -B ve -D. X400,
skala bar: 50um). E16’de ilk kez adventisya tabakasi ve media tabakasi oldukca
kalinlasmis ve muskular arter seklinde tanimlanabilecek gelismis damar yapisi

gozlenmistir (kalin ok basi) (Sekil 4.6-C. X200, skala bar: 100um). E16 ve E17°de
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Ozellikle gelismis damarlarin etrafinda arteriyol kan damarlar1 goriilmiistiir.
Mezensimin bu giinlerde oldukga kalinlastigi gozlenmistir (Sekil 4.7.-D. X400, skala
bar: 50um). E15-E17 arasinda koryonik ve allantoik epitel belirgin olarak ayirt

edilmistir.

100 pm !

Sekil 4. 6. A) E15 kalinlasan mezensim ve damarlarin goriintiisii B) E15 kan
damarlar1 ve koryonik epitel goriintiisii C) E16 muskular arter ve arteriyollerin
goriintiisii D) E17 geligsmis kan damari ve arteriyol goriintiisii.

E15 ve E17 arasinda goriilen gelismis damarlar E18 itibariyle gdzlenmemistir.
E18 itibariyle mezensim tekrar incelmistir ve 6zellikle allantoik epitelde kalinlagmalar
oldugu gozlenmistir. E18 ve E19°da mezensim oldukca incelmis ve yumurta zarina
neredeyse birlesik olan CAM yapisi ile birlikte yumurta zarmin da boyandigi
goriilmistiir. E18-E20 arasinda daha ¢ok mezensimde cesitli biiylikliiklerde arteriyol
benzeri damar yapilar daginik olarak gozlenmistir.

Toluidin mauvisi ile ilgili bulgular:

E7 itibariyle giderek kalinlasan bir mezensim ve daha ¢ok intrakoryonik veya
koryona yakin yerlesimli goriilen arteriyol benzeri (yildiz isareti*) damarlar

gozlenmistir (Sekil 4.7-A. X400, skala bar: 50um). E12’de koryondan filizlenme
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seklinde veya koryona dogru invazyon seklinde arteriyol yapis1 gozlenmistir (Sekil
4.7-B. X400, skala bar: 50um). El12'de ana kan damarlarimin c¢apiin arttigi ve
mezensimden farklilagti§i ongoriilen diiz kas hiicreleri ile bu damarlarin etrafinin
sarildig1 ve stabilize edildigi gozlenmistir (Sekil 4.7-C. X200, skala bar: 100pum).
E13°de mezensimde orta biiyiikliikte ven yapilar1 goriilmiistiir (sekil 4.7-D. X200,
skala bar: 100pum). Allantoik epitel (ae), koryonik epitel (ke), eritrositler (Er), ven (V).

. We

Sekil 4. 7. A) E7'de yeni olusan endotel tiip yapilarinin mezensim igerisinde
goriiniimii B) E12'de koryonik epitel altinda ve mezensim tabakasinda goriilen
vaskiiler yapilar C) E12°’de mezensimde goriilen muskuler arter yapis1 D) E13’de

mezensimde ven damari.

E15°de gelismis miiskiiler arter yapis1 goriilmiistiir (Sekil 4.8-A. X400, skala
bar: 50pum). Ayrica yart ince kesitte E15°de muskuler arter yapisinin (kalin ok basi)
ve yakininda ven (ok) oldugu goriilmiistiir. CAM mezensim hiicre yogunlugunun ve
buna paralel olarak CAM kalinliginin E15 ile E17 arasinda arttig1 gortlmistiir (Sekil
4.8.-B ve -C, X400, skala bar: 50um). Miiskiiler arterlerinin yapisi, tunika
adventisyanin organizasyonu ile E15-E19 arasinda daha fazla gelisme gostermistir

(Sekil 4.8-D. X400, skala bar: 50um). E20’de gelismis arterlerin yerini arteriyol
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yapilariin aldig1 goriilmiistiir (Sekil 4.8-E. X200, skala bar: 100pum). Ayrica incelen
CAM yapisinin kabuk zarina oldukca yaklagmasi nedeniyle kabuk zarinin varligi da
goriilmistiir (Sekil 4.8-F. X400, skala bar: 50um). Allantoik epitel (ae), koryonik
epitel (ke), eritrositler (Er), kabuk zar1 (kz).

Sekil 4. 8. A) E15'te limeninde eritrositler ve liimen etrafinda belirgin tunika
media bulunan miiskiiler arter yapisi komsulugunda ven yapisinin goriintiisii B)
E16'da mezensim tabakasinda vendz yapilar ve gelismis miiskiiler arter goriintiisii C)
E17 ve D) E19'da mezensim tabakasinda duvar yapis1 geliskin miiskiiler arter
yapilarmin goriintiisii E) ve F) E20'de koryonik epitel altindaki mezensim
tabakasinda yogunlasan liimeni ve duvari belirgin arter ve ven damar yapilarinin
goruntusii.
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4.2. CAM Doku Orneklerinin Elektron Mikroskop Ile Degerlendirilmesi

Kursun sitrat ile boyanan ince kesitler elektron mikroskop ile goriintiillenmistir.
E7'de CAM koryon epiteli altinda ve mezensim iceresinde endotel tiip yapilari
gozlenmistir (Sekil 4.9-A. 8000X). Koryonik epitel bu asamada iki tabakal1 olarak
gozlenmis olup, bu hiicre tabakalar1 arasindaki desmozomlar (d) dikkati ¢ekmistir
(Sekil 4.9-A. 8000X). Ek olarak, hem mezensim hiicrelerinde hem de endotel
hiicrelerinde periniikleer alanda konumlanan graniiler endoplazmik retikulum (GER)
gozlenmistir (Sekil 4.9-B. 6000X, -C. 8000X ve -D. 6000X). Koryonik epitel (ke),

mezengim hiicresi (M), eritrositler (Er), endotel hiicresi (En).

Sekil 4. 9. A) E7°de Koryonik epitelin iki katli gériiniimii ve desmozomlar B)
Koryonik epitele komsu lokalizasyonda kilcal damar yapilar1 C) Koryona komsu
yerlesimli damar endotelinin yakinina yerlesmis mezensim hiicresi ve belirgin GER
yapisi D) Periniikleer bolgeye lokalize GER yapisi (kesikli ok) belirgin endotel ile
cevrili kan damar1 goriintiisii.

E8’de, CAM mezensim tabakasinda artmis kollajen sentezi goriilmiistiir (y1ldiz
isareti *) (Sekil 4.10-A. X15000). Allantoik epitel hiicreleri ve bazal lamina arasindaki
desmozomlar, E8'de agik¢a gbzlenmistir. Allantoik epitelde beklenildigi gibi damar
olusumuyla ilgili herhangi bir yap1 gézlenmezken, lipid damlaciklarinin varlig: dikkati
cekmistir (Sekil 4.10-B. X20000). Kan damarlari, E8'de mezensimal doku icerisinde
kolayca ayirt edilebilmistir (Sekil 4.10-C. X6000 ve -D. X5000). Ek olarak, koryonik
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epitel ile yakin temas halinde endotel tiip yapilart gozlenmistir ve bu yapilarda
intussuseptif anjiyogenezi diisiindiiren siitun benzeri olusumlar goriilmiistiir (kalin ok)
(Sekil 4.10-E. X8000 ve -F. X15000). Allantoik epitel (ae), bazal membran (bm),

eritrositler (Er), endotel hiicresi (En).

Sekil 4. 10. A) Mezensim tabakasinda kollajen lifleri B) Desmozomlar, lipid
damlaciklar1 ve belirgin bazal membran C), D), E) Mezensim igerisinde vaskiiler
yapilar F) Endotel hiicrelerinde olusan siitun benzeri yapinin goriintiisii.

E12’de koryonik epitel ¢ok katmanl bir yapida goriilmiistiir ve kapiller benzeri
tiibiil olusumlar (ok bas ile gosterilen) dikkat gekmistir (Sekil 4.11-A. X6000). Ayrica
niikleolus yapilar1 belirgin olan ve kapiller etrafinda bulunan hiicreler gorilmiistiir
(Selik 4.11-B. X5000). Koryonik epitel (ke), eritrositler (Er), endotel hiicresi (En),

niikleolus (n).
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Sekil 4. 11. A) E12’de koryonik epitel hiicreleri arasinda sayica artan ve
yiizeye yakin konumlanan kilcal vaskiiler yapilar B) niikleolus yapilar1 belirgin olan
hiicrelerin goriniimii.

E15°de etrafi persitlerle cevrilmis bir damar yapisi ve bu yapinin bitisigindeki
biniikleer hiicre, eozinofil varligi gozlenmistir. Biniikleer hiicrenin eozinofil benzeri
bir hiicre oldugu goriilmistiir (Sekil 4.12-A. X6000). E12°de oldugu gibi niikleolus
yapilar1 belirgin endotel ile ¢evrilmis bir liimeni ve perisitleri bulunan vaskiiler yap1
goriilmustiir (Sekil 4.12-B. X12000). Eritrositler (Er), niikleolus (n), endotel hiicresi

(En), perisit (Prs), eozinofil benzeri hiicre (Eo).

Sekil 4. 12. A) E15’de mezensimde vaskiiler yap1 B) Perisitler ile ¢evrili
gelismis vaskiiler yapi.

E20'de E15’e gore daha gelismis ve mezensime yerlesmis kan damarlar
goriilmiistiir (Sekil 4.13-A. X6000). Ayrica, koryonik epitel altinda ve yakin
komsulugunda yayilim gosteren endotel tiip yapisindaki kan damarlari da gézlenmistir
(Sekil 4.13-B. X6000). CAM mezensiminde farkli biiyiiklikte kan damarlar
goriilmiistiir (Sekil 4.13-C. X8000 ve -D. X3000). Bu durum vaskiiler organizasyonun
kompleks bir yapiya eristigini diistindiirmustiir.
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E20 icin en carpict bulgu, hem allantoik hem de koryonik epitellerin ¢ok
katmanli yapisinin ve bu epitel hiicreleri arasinda desmozomlarin gézlenmis olmasidir.
Koryonik epitel ylizeyindeki parmak benzeri uzantilarla ¢ok katli bir goriiniim
sergilerken (Sekil 4.13-E. X12000); allantoik epitel daha fazla katli bir goriiniime
sahip olarak goriintiilenmistir (Sekil 4.13-F. X12000).

Sekil 4. 13. A) E20°de mezensim iginde arter benzeri gelismis vaskiiler yap1 B)
koryon epiteli komsulugunda sayica artig gosteren kapiller vaskiiler yapilar C)
Mezensim igerisinde bir vaskiiler yap1 D) mezensimde daha kalin bir duvara ve genis
liimene sahip kan damar1 E) Koryonik epitelin yiizeyinde parmaksi ¢ikintilar F)
Desmozomlar ve lipid damlaciklart gdzlenmistir

51



4.3. CAM Doku Orneklerinden RNA izolasyonu

RNA izolasyonu trizol icerisinde saklanan dokulardan fenol-kloroform yontemi
kullanilarak gergeklestirilmistir. Izolasyon sonucunda hem ng/ul konsantrasyon degeri
hem de 260/280 nm Sl¢iimiinde RNA saflik degerinin >2 olmas1 géz Oniine alinarak

kalip RNA secimi yapilmistir.

4.4. VEGF-A, VEGFR-2, FGF-2, FGFR-2, CNP-3 ve NPR-B mRNA

Diizeylerinin Olciilmesi

CAM gelisimi siirecinde goriilen vaskiiler yapilanmaya paralel olarak, VEGF-
A, FGF-2 ve CNP-3 ve bu ligandlarin reseptorleri olan VEGFR-2, FGFR-2 ve NPR-
B’nin zamana bagli mMRNA ifade diizeyleri RT-PCR ve etidyum bromiir boyali agaroz
jel elektroforezi ile analiz edilmistir. Elde edilen dansitometrik analiz sonuglar1 ayni
zaman noktalarina karsilik gelen GAPDH (330bg) olgiim degerleri kullanilarak
normalize edilmistir.

VEGF-A 349 baz cifti (bg) olarak bant vermistir (Sekil 4.15-A). VEGFR-2 ise
520 b¢’de bant vermistir. VEGF-A mRNA ifadesi, bazal seviyede ol¢lim yapilan
giinlerde ifadelenmistir (Sekil 4.15-A). Ancak en belirgin degerlerini rseptdrii olan
VEGFR-2 ile birlikte E7-E9 arasinda gostermis olup E8’de her iki mRNA ifadesinin
de pik yaptiklar1 goriilmistiir (Sekil 4.15-A). Sonrasinda VEGF-A ifadesinin E10-E15
arasinda azaldig tespit edilmistir. VEGFR-2 mRNA ifadesi ise, E12'den sonra azalmis
ve kaybolmustur. VEGF-A mRNA ifadesinde E16-E19 arasinda ikinci bir artis
gozlenmistir (Sekil 4.15-A).

FGF-2 ve reseptortii sirastyla 325 bg ve 393 bg olarak bant vermistir (Sekil 4.15-
B) FGF-2 mRNA ifadesi, reseptorii olan FGFR-2 ile uyumlu olacak sekilde E7-E9'da
gozlenmis olup, E8'de her ikisinin de pik yaptiklar1 goriilmiistir. FGF-2'nin mRNA
ifade diizeylerinin VEGF-A gibi E10-E15 arasinda azaldigi tespit edilmistir.
Sonrasinda FGF-2 mRNA ifadesi E16 ve E20°de goriilmiis olup E16'da pik yapmustir.
FGFR-2 igin calisilan gelisim giinlerinde degisen diizeylerde daima mRNA
ifadelenmesi goriilmiistir. FGFR-2 mRNA ifadesi E15-E20 arasinda kademeli olarak

artmis ve E8 sonrasi ikinci en yiiksek seviyesine E19'da ulagsmustir.
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CNP-3 ve reseptiirii NPR-B sirasuyla 252 bg ve 201 bg olarak bant vermistir
(Sekil 4.15.-C). CNP-3 mRNA ifadesi ilk olarak E13'te gézlenmis olup, en yiiksek
seviyesine E16'da ulastig1 tespit edilmistir. NPR-B mRNA ifadesinin ise tim CAM
gelisimi boyunca gozlenmesine ragmen en yiiksek seviyesine, ligandi olan CNP-3

mRNA ifadesine paralel olarak, E16'da ulastig1 gdzlenmistir.
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Sekil 4. 14. Soldan saga sirasiyla 100 b¢ DNA marker. 7., 8., 9., 10., 12.,13,,
15., 16., 17., 19., 20. giinlerde gen ifadelenmesi A)VEGF-A ve VEGFR-2 RT-PCR
%1’lik agaroz jel goriintiisii B) FGF-2 ve FGFR-2 RT-PCR %]1’lik agaroz jel
goriintiisii C) CNP-3 ve NPR-B RT-PCR %]1’lik agaroz jel goriintiisii D) VEGF-A ve
VEGFR-2 dansitometrik analizi E) FGF-2 ve FGFR-2 dansitometrik analizi F) CNP-
3 ve NPR-B dansitometrik analizi
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5. TARTISMA

Anjiyogenez, cok adimli olduk¢a karmasik bir siire¢ olarak hem gelisimsel hem
de fizyolojik bir O6neme sahiptir. Bu dogrultuda yapilan ¢alismalar daime
anjiyogenezle ilgili molekiillerin ve siireglerin adim adim agiklanmasi tizerine
yogunlagsmaktadir. VEGFA-, FGF-2 bu siirecte siklikla ¢alisilan molekiillere 6rnektir.
Son yillarda, CNP basta olmak iizere natriiiretik peptid ailesi iiyeleri ve bunlarin
reseptorleri de anjiyogenez calismalarinda 6n plana cikmaktadir. Yapilan bu
tanimlayici tez ¢aligmasinda, bilinen anjiyogez faktorleri olan VEGF-A, FGF-2 ve
reseseptorlerinin CNP-3 ve reseptorii NPR-B ile olan olasi iligksinin zamansal olarak
analizi ve tanimlanmasi amaclanmistir.

Calismamizda, tavuk embriyosu koryoallantoik membran modeli kullanilarak,
E7-E20 arasinda CAM iizerinde goriilen anjiyogenez siireci 1sik mikroskop ile
Hematoksilen-Eozin boyama yapilarak ve yar1 ince kesitlerin toluidin mavisi ile
boyanmasiyla takip edilmistir. Ayrica, E7, E8, E12, E15 ve E20 giinleri de ge¢irimli
elektron mikroksop ile incelenmistir. RT-PCR analizleri ise, E7-E20 arasinda (E11,
E14, E18 haric) VEGF-A ve FGF-2 ve reseptorleri olan VEGFR-2 ve FGFR-2 yani
sira, insan CNP homologu olan tavuk CNP-3 ve reseptorii NPR-B'nin mRNA ifade
diizeylerinin zamana bagimli degisimi ile ¢alisilmistir.

CAM, ekstraembriyonik membran yapisi ile embriyonun gelisimi sirasinda gaz
degisimi, iyon tasinimi, allantoyisten suyun geri emilimi ve asit -baz dengesinin
kurulumu ile homeostazisin kurulmasini ve devam ettirilmesini saglar. Bunlarin ¢cogu
koryonik ve allantoik epitel yapisinda ve mezensimde olusan kan damarlar
araciligiyla gerceklesmektedir (97). Literatiirde CAM gelisimi, koryonik ve allantoik
epitel ve bunlarin esktraembriyonik mezenkim tabakalarmin morfolojisi ve molekiiler
ozellikleri dikkate alinarak evrelendirilmistir (14, 98). Bu evrelendirme kan
damarlarinin gelisimsel siirecini de kapsayacak sekilde genellikle erken, ileri ve ge¢
asamalar seklinde ifade edilmektedir. Bu dogrultuda ¢alismamizda, CAM yapisinda
anjiyogenezi asamalandirmak i¢in 1g1k mikroskop analizleri kullanilmistir. Sonug
olarak, damarlarin gelisim diizeyi ve damar duvarinin yapisi ve kalinligi dikkate
alinarak ¢aligmamizda E7-E12 erken, E13-E18 ileri ve E18-E20 anjiyogenezin geg

evreleri olarak belirlenmistir.
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E7-E12 arasinda daha cok kapiller olusumlar koryonik epitel i¢inde veya
koryonik epitele komsu sekilde goriiliirken; anjiyogenezin koryonik epitel ve
mezengim arasinda ilerlemesi gozlenmistir. E13-E18 arasinda gézlemlenen baslica
durumlar: mezensimin kalinlasmasi, artan hiicre populasyonu ve perivaskiiler alanda
organizasyonun baslamasi seklindedir. Buna bagli olarak, vaskiiler sistemin hiyerarsik
diizende ilk olarak E7-E12 arasinda koryonik epitelde ve ona yakin bolgelerde kapiller
seklinde ve sonrasinda arteriyovenodz sistemi olusturacak sekilde bir organizasyonla
ilerledigi goriilmiistiir. Bu durum literatiirde tavuk embriyosunun gelisim siireci ile
ilgili olan verilerle uyumludur (67, 98, 99). E18-E20 arasinda CAM yapisinin inceldigi
ve damarlarda heterojen bir dagilimin oldugu goriilmiistiir. E20'de CAM mezensim
icerisinde hem biiyiik liimenli ve geliskin duvar yapisina sahip arterlerin, hem de
kiigiik liimenli ve ince duvar yapisina sahip vaskiiler yapilarin varligir gozlenmistir
(Bkz Sekil 4.7-C ve -D). Ayrica, koryon epiteline komsu arterioller ve kapiller
gozlenmigtir. Vaskiiler yapilarin bu sekilde farkli biyiiklik ve konumlarda
diizenlenmesi ve kompleks bir yapiya degisimi, muhtemelen yumurtadan ¢ikmadan
once civcivin artan oksijen ihtiyaciyla iliskilendirilmistir.

VEGF-A, anjiyogenez siirecinde reseptorlerinden biri olan VEGFR-2
aracilifiyla endotel hiicre proliferasyonunu, gociinii ve endotel hiicre sagkaliminini
saglayarak onemli bir rol oynamaktir (4,5). Bu nedenle CAM vaskiiler gelisimi ile
ilgili ¢alismalar VEGF-A iizerinde yogunlagmistir (14). Calismamamizda, E7-E9
arasinda diger bir deyisle CAM vaskiiler gelisiminin erken doneminde gosterilen artan
VEGF-A mRNA ifadesi literatiirle uyum gostermektedir (14, 74). Bu veriler, E7-E12
arasindaki siirecte, mezensimde endotel tiiplerin varligin1 gdsteren 151k mikroskop
analizlerimizle de desteklenmistir (Bkz Sekil 4.2-B, Bkz Sekil 4.3, Sekil 4.5-B). Bu
asamalarda, anjiyoblastik hiicrelerin, VEGF-A sinyali ile prolifere olan ve
vaskiilogenez/anjiyogenez siireclerine katilan endotel hiicrelerine farklilastig
diistiniilmiistiir. Ayrica, E7-E12 arasinda koryonik epitele yakin olacak sekilde kan
damarlar1 olusumunun koryon ve mezensim arasinda ilerledigi goriilmustiir. E7-E12
arasinda VEGF-A’ya eslik eden VEGFR-2 mRNA ifade profili de bu sonuglari
desteklemektedir (Bkz Sekil 4.15-A). Bu erken donem, yeni kan damarlarinin olusumu
ve gelismesi, yani vaskiilogenez olusmasi ve anjiyogenezin baslamasi i¢in uygun
zaman olarak kabul edilmistir. Ayrica, E7’de goriilen ve 6zellikle kan damarlarinin
endotel hiicrelerinde bulunan periniikleer bolgede belirgin olan graniillii endoplazmik

retikulumu (GER) yapisi, VEGF-A ve FGF-2 sentezini kapsadig: diistiniilen protein
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sentezi ile iligkilendirilmistir. Bu bulgular, damar olusumu ve gelisiminde endotel
hiicre filizlenmesi aracilifiyla gergeklesen anjiyogenezde VEGF-A ve VEGR-2
arasindaki iliskinin uyumlulugunu CAM anjiyogenezi i¢in de desteklemektedir.
Ozellikle, E12'de gozlenen koryonik epitelden tomurcuklanan endotel tiip yapilarinin
varlig1 heniiz olusmaya baglayan kan damarlarin1 ve bu damarlardan anjiyogenez ile
gelisen damarlarin organizasyonunu isaret etmektedir (Bkz Sekil 4.8-B). E8’de artan
kollajen sentezinin endotel hiicre gogiine uygun ortam olusmasiyla ve kan
damarlarmin filizlenmesiyle ve anjiyogenezin ilerlemesi i¢in mezensimde uygun
ortamin olugmastyla iliskilendirilmistir. Ayrica, E8'de gozlemlenen siitun benzeri
yapilar, bu dénemde literatiirde gosterilen (14) ve VEGF-A ile iliskili oldugu belirtilen
intussuseptif anjiyogenez ile de iliskilendirilebilir. Ancak burada instussuseptif
anjiyogenez konusunda daha net bilgiler elde edebilmek icin ileri caligmalara ve seri
kesitlerin analizine ihtiya¢ duyulmaktadir.

FGF-2, hem erken hem de ge¢ anjiyogenezde rol oynamaktadir ve etkisini
VEGF-A gibi diger anjiyogenik faktorlerin ifadesini kontrol ederek gostermektedir
(100, 101). FGF-2'nin bu anjiyogenik etkisi, in vitro ¢alismalarda CAM modeli
kullanilarak da incelenmistir (15, 74, 75). Calismamizda, FGF-2 mRNA ifadesi ilk
olarak E7-E9 arasinda ve ikinci olarak E16-E20 arasinda olmak fiizere iki pik diizey
gostermistir (Sekil 4.15-E). FGF-2, endotel hiicrelerinin prolifere oldugu, gog ettigi ve
anjiyogenez aracilifiyla yeni tiibiil yapilarini olusturdugu diistiniilen bu giinlerde
VEGF-A ile birlikte ifade edilmektedir. FGF-2 ve VEGF-A mRNA ifadelerinin, CAM
gelisiminin erken asamalarinda birbirleriyle ortiismekte oldugu gosterilmistir (Bkz
Sekil 4.15-D ve -E). E7-E9 arasinda CAM yapisinda yeni damarlarin olusumunun
gozlenmesi, FGF-2'nin bir endotel hiicre mitojeni olarak VEGF-A ile sinerjistik etkiler
gosterebilecegi hipotezini desteklemistir. Ayrica FGF-2’nin yalnizca endotelyal
hiicreler tizerinde mitojenik etkileri yoktur. Fibroblastlarin ¢ogalmasini da diizenledigi
bilinmektedir. FGF’in fibroblastlar iizerindeki bu etkisinin, E15 ile E17 arasinda
miiskiiler arter yapisi gosteren ileri arterlerin duvar yapilarinda yer alan diiz kas ve bag
doku tabakalarmin organizasyonunu aciklayabilecegi diistiniilmiistiir. FGF-2 ve
FGFR-2' nin her ikisi de endotel hiicrelerinde ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinde ifade
edilmektedir. FGF-2, bu reseptorii araciligiyla endotel hiicreleri tizerindeki etkisini
gosterir (102, 103, 104). FGFR-2 mRNA ifadesi, E7-E9 arasinda ve E16'da kendi
ligandi ile eszamanli olacak sekilde gosterilmistir (Bkz Sekil 11E). Bu gézlem, FGF-
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2'nin FGFR-2 ile damar gelisiminin ileri evresinde etki gosterdigi hipotezini
giiclendirmistir.

CNP'nin kardiyovaskiiler sistemde rolii oldugu bilinmektedir (105, 106, 107,
108). CNP'nin, insan aortik endotel hiicrelerinden elde edilen hiicre kiiltiirtinde ifade
edildigi gosterilmistir (107). Ayrica CNP reseptorlerinden biri olan NPR-B’nin sadece
merkezi sinir sisteminde bulunmadigi; ayni zamanda kan damarlarinda da ifade
edildigi bulunmustur (108). Bu nedenle, CNP'nin reseptérii NPR-B araciligiyla
kardiyovaskiiler bir role sahip oldugu diisiiniilmektedir (87). Ek olarak, CNP'nin NPR-
C vyoluyla vaskiiler fonksiyonu diizenleme, vaskiiler yeniden modelleme ve
anjiyogenezi diizenleme tizerinde etkileri oldugu gosterilmistir (17). Calismamizda,
CNP-3"in ve reseptorii olan NPR-B’nin CAM yapisi igerisinde goriilen anjiyogenez
siirecindeki mRNA ifade profilini, dolayisiyla siirecteki olasit katkisin1 zamansal
acidan analiz etmek ve tanimlamak amaglanmustir.

CAM yapisti igerisinde goriilen anjiyogenez siirecinde CNP-3 mRNA ifadesi ilk
olarak E13’de goriilmiis olup, E16'da pik seviyesine ulasmistir (Bkz Sekil 4.15-F).
El6'da FGF-2 ve CNP-3'lin es zamanli ifade edildigi gézlenmistir (Bkz Sekil 4.15-E
ve -F) . Bu sonuglar, FGF-2 ve CNP-3'in, CAM gelisimi ve ileri vaskiiler
organizasyon siirecinde anjiyogenezin ileri ve ge¢ asamalarinda rol oynayabilecegini
diistindiirmiistiir. Ayrica, E16’da embriyonun artan biiyiikliigiine paralel olarak artan
oksijenizasyon ihtiyacinin da CNP-3 ve FGF-2 ifadesini uyarmis olabilecegi
yorumlanmistir. Bu bulguyu desteklemek amaciyla hipoksi ile iliskilendirilen
faktorlerle molekiiler analiz ¢calismalarinin yapilmasi gerekmektedir.

Sonu¢ olarak c¢alismamiz, VEGF-A ve FGF-2 tarafindan diizenlenen
anjiyogenik sinyal yolaklarina paralel olarak, CAM yapisinda goriilen anjiyogenez
stirecinde CNP-3/NPR-B sinyal yolaginin da etki mekanizmasini arastirabilecek
gelecekteki calismalarin temelini olusturmustur. CAM vaskiiler gelisimi sirasinda
CNP-3/NPR-B sinyal yolagimin anjiyogenezdeki etki mekanizmasini agiklayabilmek

i¢cin daha fazla fonksiyonel ¢calismaya ihtiyag vardir.
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6. SONUC ve ONERILER

Insan CNP molekiiliiniin tavuktaki homologu olan CNP-3 ve reseptorii NPR-
B’nin, VEGF-A/VEGFR-2 ve FGF-2/FGFR-2 ile anjiyogenezdeki olasi roliiniin
incelendigi bu caligmada, CNP-3’iin tavuk embriyosu gelisiminin ge¢ evresinde
perivaskiiler alanda bir etkisinin reseptorii olan NPR-B aracili olabilecegi goriilmiistiir.
Literatiirde yer alan bilgiler dogrultusunda, ¢alismanin molekiiler analizlerinin daha
cok ornekle tekrarlanmasi, ekzojen bir faktér olarak CNP kullanilarak veya ilgili
reseptoriin  inhibisyonu yapilarak planlanacak bir calismanin takip edilmesi,

anjiyogenezin evrelerinin daha detayl olarak ortaya konmasi i¢in 6nem tasimaktadir.
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