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OZET

FIBROBLAST BUYUME FAKTORU-2 BLOKLAMASININ

TAVUK EMBRIYOSUNDA KRANIYAL SUTUR GELISIMINE

ETKILERI

Kranial kubbenin normal buyumesi ve morfogenezi, suturlerdeki hicre
proliferasyonu ile kranial kemiklerin kenarlarindaki osteogenez arasindaki
dengeyi yansitmaktadir. Klinik bir durum olan kraniyosinostozda, erken
osteojenik farkllasmadan dolayi suturler prematur birlesir ve kraniofasiyal
malformasyon meydana gelir. Gunimuzde, bazi fibroblast blylime faktdr
(FGF) reseptor genlerindeki mutasyonlar major kraniyosinostotik sendromlar
icin sorumlu tutulmustur. Tavuk embriyosu kranial kubbelerindeki endojen
FGF-2 ligandlarinin seviyelerini maniplle etmek ve morfogenezi bozmak igin
antikor bloklama yontemi kullaniimistir. FGF-2’nin yuksek ve dusuk seviyeleri
farkh tepkiler veriimesine neden olmaktadir. Bu farkli seviyeler arasindaki
denge normal kranial morfogenezi saglamaktadir. Bu c¢alismada, literatlr
bilgileri 1s1ginda deneysel model olarak tavuk embriyosu geligimi kullanilarak
FGF-2 bloklamasi ile kranial sutir gelisimi, deneysel kraniyosnostoz
olusumuna etkisi ve kemiklesme Oncesi ve sonrasinda olusabilecek
degisikliklerin morfolojik, histolojik ve protein dlzeyinde incelenmesi

amagclandi. Bu slrecte oksidatif stres ile hiicre 6lumunun iligkisi arastirildi.

Calismamizda Bornova Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitlsu
Muduarligi’'nden temin edilen spesifik patojen icermeyen (SPF, specific
pathogen free) 120 adet tavuk yumurtasi kullanildi. Yumurtalar, 37,5°C
sicaklikta, yaklasik %60-80 nem orana sahip etivde inkibe edildi. Dort

deney grubu olusturuldu. Birinci grup kontrol grubu 20 denek. ikinci grup



fosfat tampon solusyonu (PBS; Posphate buffer solution) verilen, tguncu
grup 0,01 pg/ml anti-bFGF-2 ve doérduncu grupta 0,1 pg/ml anti-bFGF-2 ile
bloklama yapilan grup olarak olusturuldu. ikinci tigincli ve dérdincu gruplar
icinde uygulama yapilan gunlere gore E2 (2. gun), E4 (4. gun), E6 (6.gun),
E8 (8. gun) olmak uzere 4 alt grup olusturuldu. PBS verilen 2. grupta her alt
grup icin S’er adet toplam 20 adet, anti-FGF-2 ile bloklama yapilan 3. ve 4.
gruptada her alt grupta 10’ar adet toplam 80 adet denek kullanildi. Gelisimin
farklh asamalarinda anti-temel fibroblast blyume faktéri-2 (anti basic
fibroblast growth factor 2, anti-bFGF-2) uygulandi. Fertilize yumurtalar
inkibatorde 15 gln suresince inkube edilerek 2., 4., 6. ve 8. gunlerde her
gruba ameliyat mikroskobu yardimi ile 1 doz olmak Uzere umblikal kord
etrafina 0,1 ve 0,01ug/ml olacak sekilde PBS icinde antikor ile bloklama
uygulandi. E15 gunu sakrifiye edildikten sonra alinan oérnekler Bouin tespit
solusyonu ile fikse edildi, rutin doku takibine alinarak parafine géomuldu ve 5
pm’lik seri kesitler alindi. Makroskobik gelisim etkilenmesi morfolojik olarak,
mikroskobik etkilesim Hematoksilen-Eozin, Mason Trikrom, Vonkossa ve
Alizerin Red ile histokimyasal ve oksidatif stres igin anti-eNOS, ¢ogalma igin
anti-PCNA ve hlcre 6luma icin TUNEL ile immunositokimyasal yontemle
boyanarak incelendi. Gelisimin makroskobik karsilastirmalari morfometrik
Olcimler ile boyamalarin karsilastirmalari skorlama ile gergeklestirildi.
Farklarin ortaya konmasinda Graphpad istatistik yazilimi kullanildi. Tek yonlG
ANOVA analizi ile yapilan karsilastirmalarda p<0,05 anlamli olarak kabul
edildi.

E4 ile E8 embriyolarinin antikor ile bloklanmasi sonrasinda E15 gunu
yapilan morfolojik, histolojik ve immunositokimyasal bulgularda beklenen
kraniyosnostoz olusumunun gergeklesmedigi, yerine kikirdak hakimiyetinin
varhg saptandi. Orneklerde morfolojik bozukluk, anomali veya gelisme
geriligi gibi patolojiler saptanmadi. Antikor bloklamasi ile olugsan ancak
sistemik yapiyi etkilemeyen FGF-2 igin sutlrlerdeki eNOS boyamasi ile
goOsterilen oksidatif stres durumunu degistirerek PCNA ile saptanan

¢ogalmanin devamina ve apoptoz ile belirlenen hicre olumune etki yaptigi



gozlendi. Bu etkilerin en belirgin bir bicimde E8 embriyolarinda goruldugu ve

olusan etkinin ve farkhliklarin istatiksel olarak anlamli oldugu saptandi.

Bulgularimiz FGF-2’nin anlamli ve tekrarlanabilir bir bicimde kranial
gelisimde 6nemli rol oynadigini, bloklandigi takdirde sutlr kapanmasinda
gecikmeye neden oldugunu gosterdi. FGF’'Un normalde kemik gelisimini
hizlandirdig1 ancak suturlerde kapanmayi geciktirdigi bilgisine parelel olarak
bu faktori bloklamanin kapanmayi erkenlestirmesini beklerken tam tersi bir
etkinin varhd1 saptandi. Sutur aralarinin bu beklenmedik etki ile daha da
genigledigi izlendi. Bu sonuglar, bloklamaya bagli bagska yan etkiler
gorulmemesi nedeni ile antikor ile bloklamanin kraniyosnostozlularda tedavi
amagcl kullanilabilecegini dusundirdd. Kraniyosnostoz ve fibroblast buylime
faktori-2 iligkisinin ve kullanilan oksidatif stres ve apoptoz iligkisinin ileri
teknikler ile daha ayrintili incelenmesi bu hastaliktan magdur olan insanlara

daha kaliteli bir yagam sunmak i¢in énemli bilgiler olusmasini saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: Fibroblast Blylime Faktorli, Tavuk embriyo,

kranial sutur, kraniyosinostoz, histoloji, oksidatif stress, apoptoz.



SUMMARY

THE EFFECTS OF FIBROBLAST GROWTH FACTOR- 2 BLOCKING ON
DEVELOPMENT OF CHICK EMBRYO CRANIAL SUTURES

Normal growth and morphogenesis of the cranial dome, reflects the
balance between cell proliferation in the cranial sutures and osteogenesis in
the bone edges. In craniosynostosis, due to early osteogenic differentiation,
sutures closure prematurely and craniofacial malformations occur.
Nowadays, mutations in fibroblast growth factor (FGF) receptor’s genes have
been implicated as a major factor in craniosynostotic syndromes. In chicken
embryo cranial dome, antibody blocking method is used to disrupt
morphogenesis and to manipulate the endogenous FGF-2 ligand. High and
low levels of FGF-2 are caused to different reactions. The balance between
these different levels is provided normal cranial morphogenesis. In this study,
chicken embryos were used as experimental models. The effects of FGF-2
blocking on development of cranial sutures and experimentally formation of
the craniosynostosis were investigated. Also morphological, histological and
changings that may occur before and after ossification at the protein level
was examined. In this process, the relationship between oxidative stress and
cell death was investigated.

In our study, chicken eggs which obtained from Bornova Veterinary
Control and Research Institute were used. Eggs were incubated at 37.5
degrees Celsius in the oven for about 60-80% humidity and four experimental
groups were formed. First group was control group and consisted 20 eggs.
Second group was included sterile phosphate buffered saline and others
(group 3 and 4) were FGF-2 blocking groups. Group 3 and 4 were included
0,1 and 0,01 pg/ml anti-bFGF-2 respectively. Second, 3rd and 4th groups
subdivided into 4 groups as E2, E4, E6 and E8. While second group included
5 eggs for each subdivision group (total :20 eggs), 3rd and 4 th groups



included 10 eggs for each subdivision groups (total: 80 eggs). In 3rd and 4th
group, FGF-2 blocking was done in E2nd, E4th, E6th and E8th days. Anti-
basic fibroblast growth factor-2 (anti-bFGF-2) was applied at different stages
of development. Fertilized eggs were incubated for 15 days in an incubator
and 0.1 and 0.01 ug/ml antibody (in one dose) in PBS was applied under
operating microscope around the umbilical cord at 2", 4™ 6™ and 8" days to
each group for blocking. Samples were taken on E15™ day after sacrifization
and were fixed with Bouin's fixing solution. Tissues were embedded in
paraffin according to routine follow-up and 5 pym sectiones were cut. While
macroscopic development was examined morphologically, microscopic
interactions were evaluated after Hematoxylin-eosin, Mason trichrome,
Vonkossa and Alizer Red staining histochemically. Also oxidative stress,
proliferation and cell death were examined after immuncytochemically
staining with anti-eNOS, anti-PCNA and TUNEL respectively. While
comparison of the macroscopic development was done by morphometric
measurements, comparison of staining was done by scoring. Graphpad
statistical software was used to exposed differences. The comparison was
done with the one-way ANOVA test and p value as <0.05 was considered as
statistically significant.

Embryos which were blocked with antibody on E4"™ and E8™ days
evaluated on E15"™ day with morphologically, histologically and
immunocytochemically. Findings revealed the presence of cartilage
sovereignty instead of craniosynostosis. In the examples, pathologies such
as morphological disturbance, abnormalities or growth retardation were not
detected. We observed that, antibody blocking did not affect the systemic
structure. It changed the oxidative stress in sutures which is shown by eNOS
staining and affected the continuation of proliferation and cell death which
were detected by PCNA and apoptosis respectively. These effects were seen
most clearly in the E8" embryos and the difference was statistically
significant.

Our findings showed that, FGF-2 plays an important role in the

development of the cranium and blocking of FGF-2 causes to delays in the



closure of the sutures. Normally, on the one hand FGF accelerate the normal
bone development, on the other cause to delay in suture closure. While our
expectation was acceleration of the suture closure by blocking of this factor,
opposite effect was observed. The distance between sutures was increased
more which was unexpected result. These results suggested that, blocking
with antibody can be used for treatment of craniosynostosis. The relationship
between craniosynostosis, FGF-2, oxidative stress and apoptosis should be
examined in more detail with advanced techniques. So, more important
information could be obtained to provide better quality of life to these
patients.

Keywords: Fibroblast Growth Factor; Chicken embryo; Cranial sutures;

craniosynostosis; histology; oxidative stress; apoptosis.
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1. GIRIS ve AMAG

Kranial suturler, kranial kemiklerin birbirleri ile olan iligkisini meydana
getiren olusumlar olup kranial kubbenin batinlugunu saglarlar. Kranyumda
metopik, koronal, sagital ve lambdoid suturler yer alir. Metopik sutlr gelisimin
Ug ile dokuzuncu aylarinda kapanirken, lambdoid, sagital ve koronal suturler
yirmiiki ile otuzdokuzuncu aylar arasinda kapanir. Kranial suturlerin

normalden erken kapanmasi iglemi kraniyosinostoz olarak adlandirilir.

Karisik ve uzun bir olaylar zincirinde daha alt bir basamak erken sutur
kapanmasini baglatmakta, cesitli bUyume faktorleri de suturleri etkileyerek
parakrin yolla kapanma iglemini organize etmektedir. Transforming growth
factor-beta (TGF-B), basic fibroblast growth factor (bFGF) ve insulin like
growth factor-1l (IGF-2) bu iglemlerde rol oynayan buyume faktorleri

arasindadirlar.

Bu c¢alismada tavuk embriyolarinda FGF-2 bloklamasi ile kafa
kemiklerinde sutur gelisimine etkilerinin incelenmesi amaglandi. Embriyonik
dokularda endojen FGF seviyelerini manipule etmek igin antikor ile bloklama
yontemini kullandik. Calismamizda bloklama ile azalmis FGF-2 seviyelerine
karsi konsantrasyon bagimli yanitin gosterilmesini hedefledik. Normal suttrel
blyime ve morfogenezi saglayan gelisimsel mekanizmalari inceleyerek,
kranial suturlerin patolojik olarak erken kapanmasini aciklayacak in-vivo
deneysel modellerle saglamasi istendi. Bu modellerde kranial morfogenezde
rol alan diger blyume faktorleri ve gevresel faktorler degistirilerek gogalma ve
kemiklesme arasindaki denge yeniden yapilandirilabilir. Calismamizda, bu
yapilandirmayi saglayan faktorleri irdelemek sureti ile kranial gelisimde ilgili
mekanizmalari daha iyi anlamak ve ilgili klinik durumlar igin daha yeterli

tedaviler olusturmak amacglanmaktadir.
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2. GENEL BILGILER

Kraniyosinostozlarin patogenezinde, karisik ve wuzun bir olaylar
zincirinde onceki bir basamagin TGF-B ve bFGF gibi cesitli blyume
faktorlerinin etkisi altinda suturlerin etkilenerek kapanma isleminde rol
oynamalari bulunmaktadir. Bu faktorler kemik metabolizmasinin lokal kontrol
mekanizmalarinda gorev yapmaktadir. FGF-2’'nin uzun kemikler Uzerindeki
etkileri hakkinda genig klinik ve deneysel bilgi bulunmakla beraber kranial

kemik ve suturler Gzerindeki etkileri ile ilgili bilgi son derece sinirlidir (1).

Kranial suturler, kranial kemiklerin birbirleri ile olan iligkisini meydana
getiren olusumlar olup kranial kubbenin butinlGgunt sadlarlar. Kranial
sutarler, ikinci yasta kapanan metopik sutlr harig, ikinci veya Uuguncu
dekadlarda kapanmaya baslar. Kranial sdtlrlerin normalden erken
kapanmasi islemi kraniosinostoz olarak adlandirilir. insidansi yaklasik olarak
2500 canh dogumda 1 dir. Erken kapanan sutlrler kendilerine 6zgu kafa
sekillerini olustururlar. Virchow Kanunu’na gére kapanan sutlr yonine dik
olan dogrultuda kranial buyime durmakta, acik sutur bolgelerinde ise beyin
gelisimini rahatlatacak asiri buyume olmaktadir. Buyumekte olan bir ¢ocugu
ve ailesini gerek fiziksel gerekse psikolojik olarak olumsuz etkileyen
kraniyosinostozlarin etyolojileri ve gelisim basamaklari hakkinda onemli
bilgilere ulasiimakla beraber henlz agikliga kavusturulmamis ¢ok sayida
nokta mevcuttur (1,2). Cesitli blyime faktorleri sUtlrleri etkileyerek parakrin
yolla kapanma islemini organize etmektedir. TGF-B, bFGF ve IGF-2 bu
islemlerde rol oynayan blyume faktorleri arasindadir. Bu c¢alismada bir
bliyime faktéri olan FGF-2’nin antikor aracili bloklanmasi ile tavuk

embriyosu kranial suturlerinin geligimi Uzerindeki etkileri arastirildi.
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2.1. Kranial Siturler

Kraniyosinostoz bir kranial suturan erken flzyonu veya yoklugu olarak
Ozetlenebilir. Kafatasi ve yuz kemiklerinin sekli insanoglunda guzellik ve
estetik kaygilar var oldugundan bu yana dikkati cekmigir. Kafatasi sekilleri ve
sekillendirmesi Uzerine ilk yazili belgeleri IO 400’'de Hipokrata ait Orta
Avrupa el yazmalarinda bulunabilir. Bu vyazilarda Hipokrat, kafatasi
“‘uzunlugunun” soyluluga isaret ettigi bir Kuzey Karadeniz halkindan
bahsetmis ve kafatasi sekillendirmesini bebeklikte yaptiklarini nakletmistir.
Antik Misir uygarliginda da Tutankamun ve Nefertiti’'ye ait bust ve kafataslari
incelendiginde alni uzun gosterecek sekilde kafatasi sekillendirmesine maruz
kaldiklar1 gorulmektedir. Yenidinyada da benzer bir soyluluk alameti olarak
Maya uygarhiginda elit ailelerin ¢ocukluktan itibaren alni uzun ve duz

gosterecek sekilde kafatasi sekillendirmesi yaptiklari bilinmektedir (2).

Kemik olusumu enkondral ve membran6z olarak gergeklesmektedir.
Membran6z kemiklesme direk olarak kemikten, endokondral kemiklesme ise
kartilaj Uzerinden meydana gelmektedir. Kraniyofasiyal kemiklesme
cogunlukla membrandz olup kondrokraniyum ve klguk kemikgikler bunun
disinda kalir (3). Kraniyosinostozlarin etyolojileri ve gelisim basamaklari
hakkinda onemli  bilgilere ulagilmakla beraber henlz acikliga
kavusturulmamis ¢ok sayida nokta mevcuttur. Crouzon sendromu kranial
suturlerin erken birlesmesi ve anormal bir gorunum ile ortaya c¢ikan bir
durumdur. Satlr birlesmesi ile katilan sutdrlerin miktarina bagl olarak

etkilenir. Santral sinir sisitemi anomolileri ile birlikte goralur (4).

Kranial kemiklerin birbirleri ile olan iligkisini olusturan suturler,
kemiklerin kenarlari boyunca uzanir ve ince fibroéz bir tabaka ile kemik
kubbenin devamliligini saglar. Kranial suaturler, dogum sirasinda kranial
kemiklerin Ust Uste binmesine izin vererek kafanin dogum kanalindan gegcisini
kolaylastirir.  Olusan sekil degisikligi dogum sonrasi birinci haftada
duzeldikten sonra kranial genigleme ve suturlerin acilmasi normale doner.
Cocugun blyumesi ile suturler beyin gelisimine paralel olarak kranial

kubbenin buyimesi ve sekillenmesine izin verirler. Kranial suturlerin testere
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disi seklindeki yapisi, travma gibi dis kuvvetlerle kemiklerin birbirinden
ayrilmalarini onler. Erken c¢ocuklukda maruz kalinan minér travmalarda
ortaya g¢ikan mekanik stresler de suaturlerin hafif harekete izin vermesi ile
absorbe edilir. Bir veya daha fazla suturiin erken kapanmasi kraniostenosis
olarak adlandiriimaktadir. Kraniosinostoz terimi daha sik kullaniimakla
beraber, teknik olarak kraniosinostoz erken sutur kapanmasi islemini,

kraniostenosis ise ortaya ¢ikan sonucu tarif etmektedir (5,6).

Suturler kraniyofasiyal eklemler olup U¢ ana biyolojik fonksiyonu
vardir. Bu bdlge ana bliyume bdlgesi olup ayni zamanda kafa kemiklerinin
birarada tutulmasini saglar ve ayrica buyumeye bagli olarak gelisen mekanik
stresleri absorbe ederek buylumenin oldugu osteojenik dokulari korur ve
gelisim ilerledikge daha da sertlegirler. Sinostoz ile ilgili asil mekanizmalar
henlz anlasilmamis olup hayvan modellerinde bir hipotez olarak kemik
koprulesmesi ile kapanma seklinde kraniyofasiyal sutur kaynasmasi olarak
disundlmistar. Bu modelde osteoblast yeni doku olusumu icin ortamda
bulunmasina karsin satlir alanina gegmez ve bu sutir alaninda kemik
dokuyu uzaklastiracak olan osteoklastlar bulunur. Normalde osteoklastin
bulunmamasi nedeniyle uzaklastirlamayan kemik dokusu kuiguk spikuller
seklinde birlesmeye baglar ve sonug¢ olarak kirilmadigi icin kemiklesmeyi
gerceklestirir. Onceki calismalarda kraniyosinostozun bir noktada basladig
bu noktanin 6n, arka veya ortada bir yerde olabilecedi ve buradan tum suture
yayilacagi dustnulmustur. Kuguk bir noktada baslayan spikuller arasindaki
birlesme butin suturin kapanmasini saglamaktadir. Bu sekilde kapanma
defektine bir 6rnek olarak gosterilen Crouzon sendromunda kafa seklinin
olugsmasi farkli sttlrlerin zamana ve duruma bagli olarak kaynasmasiyla
gerceklesir. Normal gelisimde dogum sonrasi kraniyofasiyal blylime kemigin
yer degistirme ve yeniden yapilanmasiyla olur. Yeniden yapilanma her bir
kemik icin sekil agisindan énemli olurken yer degistirme sutur fonksiyonu ile
ilgilidir.  Prematur kraniyosinostozlarda prematur kranial suaturlerin
kaynasmasi normal kemik yer degismesini bozarak etkilenen bodlgelerde
kalici suturlerin olugsmasini saglar. Bu sekilde anormal buyume yapisi olugur
(6,7,8).
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2.2. Sinostoz Histolojisi

Kraniyosinostoz genellikle bir veya iki kranial suturtiin erken kapanmasi
seklinde tanimlanir. Esas olarak konjenital malformasyonlar, ikincil olarak da
metabolik bozukluklardan hematolojik bozukluklara uzanan genis bir patolojik
durumla iligkilidir. Suturlerin kemiklerle iligkisine bagli olarak gerceklesen
surecgte beynin bu duruma uyum saglayamamasi sorun olusturmakta ve
hayatin ilk iki yilinda asil kemiksel genisleme gergeklesmektedir. Ancak

batun suturlerin kemiklegmesi yetiskinlige kadar sirmektedir (9).

Kraniyosinostozlar bir noktadan baslayarak suatur hattt boyunca
ilerledigi icin hat boyunca degisik derecelerde kapanma alanlari saptanabilir
(10). Kapanmanin tam oldugu kisimlarda, sutir boslugu boyunca non-
lameller kemik igeren, tam kemiksel daralma alani gorulir. Tam kapanma
alaninin yakinlarinda, bazi sutur bag dokusu elemanlarinin eslik ettigi non-
lameller kemik dokusu olusumu ile seyreden kismi kapanma alanlari izlenir.
Daha distal bdlgelerde, kemik kenarlarinda belirgin degisikliklerin olustugu ve
suturiin bag dokusu kisminda daralma ile seyreden, kemiklesmek Gzere olan
bir alan tespit edilir. Kemiklesmenin olmadigi bolgelerde ise sitlr boslugunda

belirgin bag dokusu igeren alanlar gorulmektedir.

Tavuk modelinde kranial kemiklerin olusumu incelendiginde geligimin
10. gundnde c¢enede ve kafanin oksipital bdlgesinde bir kisim kikirdak
olusumunun basladigl ancak kemiklesmenin olmadigi gosterilmigtir. Dort gin
sonrasinda ¢cenede bir miktar kemik farklilasmasi baslasa da kafada hala az
miktarda olmaktadir. Gézin hemen yanindaki bdlge ile oksipital bolgede
kicik yogunlasmis mezenkimal bolgeler gorulmektedir. On altinci gline
ulasildiginda kafada iki ayirt edilebilir kemik goérulir ve frontal ve pariyetal
olarak isimlendirilir. Kafanin merkezinde hala kocaman bir alan
farkhlasmamis mezenkimal olarak kulugckadan sonrasina kadar kalir.
Onaltinci ginde sutir kelimesinin  kullaniimasi  kemiklesme alanlarinin
arasindaki farkllasmamis dokular nedeniyle c¢ok dogru olamayabilir.

Buralarda sutur diyebilecegimiz yapilar henidz olusmamistir. Bemmel ve
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arkadaslarinin yaptiklari galismada onuncu gun 6zellikle secilmis ve ¢ok az

miktarda kemik farklilagsmasinin goéruldigu sinir olarak kabul edilmistir (9).

2.3. Sinostoz Etyolojisi

Sutir kapanmasi vaskuler, hormonal, genetik, mekanik ve lokal
faktorlerden etkilenmektedir. Ancak erken sutur kapanmasinin kesin sebebi
halen bilinmemektedir. Kraniyosinostozlar etyoloji ve patogenez agisindan
heterojenite icermektedir. Degisik etyolojik faktorler degisik patogenez
mekanizmalari Uzerinden benzer fenotipik goéruntiye yol acabilmektedir
(Tablo 2.3.1).

Tablo 2.3.1: Kraniyosinostozlarin etyolojik ve patogenetik heterojeniteleri
(12).

ETYOLOJI PATOGENEZ FENOTIP
Otozomal dominant gen — Mezensimal blastema »———

Hipertiroidizm ——— Hizlanmis kemik maturasyonu — Kraniyosinostoz

Mikrosefali —————— Suturler arasi gerim —-——— Kkuvvetinin azalmasi

2.4. Primer Kraniyosinostozlar

Monojenik sebepler: Basit kraniyosinostozlarin 6nemli bir kismi
sporadik olmakla beraber ailevi etyolojiye sahip olanlara da rastlanmaktadir.
Kraniyosinostozlu hastalarin  %8’'inde aile 0Oykisunun pozitif oldugu
gOsterilmistir. Otozomal dominant kalitim genel olarak rastlanan kalitim
tipidir. Kromozomal patolojiler: Cok degisik kromozomal patolojilerin
kraniyosinostozlara eslik ettigi gosterilmigtir. Bazilarinda kraniyosinostozlara
sik olarak rastlanirken, bazilarinda kraniyosinostozlar nadir olarak
goriulmektedir (12,25).
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2.5. Sekonder Kraniyosinostozlar

Primer kraniyosinostozlar daha sik gorulmekte ve bir veya daha ¢ok
sutura etkileyebilmektedirler. Sekonder kraniyosinostozlarda ise tani konulan
bagka bir patoloji sinostoza yol agmaktadir. Hipertiroidizm: Hipotiroidi igin
tiroid hormon tedavisi goren veya tirotoksik guatr olan hastalarda kranial
suturlerin erken kapanmasi gozlenen bir bulgudur. Rikets: Kraniyosinostoz,
degisik etyolojik nedenlerle ortaya ¢ikan rikets hastalarinda rapor edilmigtir.
Hastaligin siddeti sinostozun gelisim ve siddeti ile dogru orantilidir. Riketsin
baslama yasi da kraniyosinostoz siddetini arttirmaktadir. YUksek alkalen
fosfataz degerleri de kraniyosinostoz sikligini dogru orantih olarak
etkilemektedir. Mukopolisakkaridoz ve Mukolipidozlar: Kraniyosinostozlar;
Hurler sendromu, Morquio sendromu, B-glukoronidaz eksikligi, Mukolipiozis
I ve a-mannozidaz eksikligi gibi c¢esiti mukopolisakkaridoz ve
mukolipidozlarin eslik eden bir bulgusudur. Hematolojik bozuklular:
Talasemiler, orak hicreli anemi, konjenital hemolitik ikter ve polisitemi vera
gibi hematolojik bozukluklarda kraniyosinostoz ortaya ¢ikabilmektedir. Kemik
iligi hiperplazisi ve kompansatuar kemik blyumesi kalvarial suttrleri erken
kapatabilmektedir. Teratojenler: Difenilhidantoin, retinoidler, valproat,
aminopterin, flukonazol ve siklofosfamide bagli olarak gelisen
kraniyosinostozlar bildiriimistir. Holoprosensefali: Metopik stlrin yoklugu
holoprosensefaliye eslik eden bir bulgudur. Mikrosefali: Merkezi sinir
sisteminin buyumemesi suturlere etki eden streslerde azalma yaratacagindan
sinostoza yol agmaktadir. Kranial suturler tamamen kapanmakta veya zor
olarak  secilebilmektedir.  Artmus intrakranial basing  bulgusuna
rastlanmamakta ve kalvaryal kemikler kalinlagsmaktadir. Kraniyosinostozlar
zaman zaman ensefalosellere eslik etmektedir. Ensefalosel, sutirlere etki
eden buyume streslerini azaltarak sinostoza neden olabilmektedir. Eslik eden
hidrosefali varliginda santlarla basing azaltilmasi sonucunda da benzer bir
etyoloji ile sinostoz gelisebilmektedir. Sendromlarda ensefalosel ve
kraniyosinostoz ayni mutant genin etkisi sonucu Dbirlikte ortaya

cikabilmektedir. Sant takilan hidrosefali hastalarinda kemiklerin ve sutdrlerin
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geniglemesini stimule eden kuvvetlerin santlar araciigr ile ani

olarak

azaltilmasi sonucu ortaya ¢ikmig kraniyosinostoz olgulari bildirilmistir (12).

2.6. Kraniyosinostoz Siniflandirmasi

Kraniyosinostozlari siniflandirmada farkhi yaklasimlar kullaniimistir.

Flzyone ugramig sutur sayisi gbéz onune alinarak yalniz tek sutur ise izole,

birden fazla sutur fuzyone ise kompleks seklinde siniflandirilabilirler (13). Bir

diger siniflandirma yontemi tanimli bir kraniyofasyal sendromun varligi veya

yoklugu iledir. Eger herhangi bir ekstrakranial patoloji eslik etmiyorsa

sendromik olmayan veya izole olarak siniflandirilabildigi gibi ekstrakranial

patolojileri de iceren kraniyosinostoz ile iligkili

180'den fazla sendrom

tanimlanmigtir ve bunlar sendromik olarak siniflandirilirlar (13). En sik

karsilasilan sendromik tipteki kraniyosinostozlar Tablo 2.6.1’de 6zetlenmigtir.

Tablo 2.6.1: Sendromik kraniyosinostozlarin fenotipik ve genotipik

Ozellikleri (13).

Sendrom Diger semptom ve bulgular lliskili gen
Crouzon Hipertelorizm, belirgin kemerli burun, diz yiiz FGFR2, FGFR3
Sendromu gorinimu
Apert Sendromu Flzyone el veya ayak parmaklari, diiz orta ytiz FGFR2

yapilari
Crouzonodemosk | Hipertelorizm, belirgin kemerli burun, diiz yiz FGFR3

eletal Sendrom

gorinimu, kadifemsi cilt kivrimlari, omurga
anomalileri, cenede bening lezyonlar

Jackson- Weiss

Blyuk kemerli tirnaklar, diiz orta ylz yapilari

FGFR1,FGFR2

Sendromu

Muenke Koronal sinostoz, el veya ayakta iskelet anomalileri, | FGFR3

Sendromu isitme kaybi

Pfeiffer Genis kisa el parmaklari yada buyuk ayak bas FGFR1, FGFR2

Sendromu parmaklari, flizyone el veya ayak parmaklari

Loeys-Dietz Hipertelorizm, yarik damak dudak, arteriel TGFBR1,

Sendromu tortuozite, aortik dilatasyon, anevrizmalar TGFBR2,
SMAD3

Saethre-Chotzen | Fasyal asimetri, dislk frontal sag gizgisi, ptozis, TWIST

Sendromu flzyone el ve ayak parmaklari, genis buyuk ayak

parmaklari

Shprintzen- Ekzoftalmus, diiz yliz gérinim, herniler, uzun ince | FBN1

Goldberg parmaklar, zihinsel ve bedensel gelisim geriligi

Sendromu
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Daha sik kullanilan baska bir siniflandirma ise fenotipik
siniflandirmadir. Fenotipik siniflandirma temelde Virchow kanunlarinin
isleyisine gore kalvaryal kemiklerin flzyonu, buylimesi ve sekillenmesine
gore isimlendirilir. Virchow 1851 yilinda erken fuzyone olan suturin neden
oldugu sonuglari degerlendirdi. Buna gore erken fuzyon olmus suttre dikey
olacak sekilde kalvaryal blUyumede gerilik ve paralel olacak sekilde
bldyimenin devam ettigi yorumunu yapti (14). Virchow kanunu olarak da
bilinen bu gobzlem ile erken fuzyone olmus suturlerin neden olabilecegi
deformiteler 6n gorulebilinir ancak kompanse edici tim bluylime modellerini

icermediginden 4 kural seklinde modifiye edilmistir:

1. Flzyone olmus sutire bagh olan kalvaryal kemikler azalmis

blylUme potansiyeline sahip tek bir kemik plaka gibi davranir.

2. Sutlurlerde asimetrik kemik depozisyonu kemik plakada dis siniri

boyunca olugur.

3. Flzyone olmus suturle iligkisiz suturler, sutlr hatti boyunca kemik

depozisyonlarini simetrik yaparlar.
4. Fuzyone olmus suturle iliskili sitlrler dengeleyici sekilde acgilanirlar.
Sendromik olmayan kraniyosinostozlar agsagidaki gibi siralanir.

2.6.1. Metopik sinostoz (Trigonosefali): Trigonosefali metopik
sutdrin erken kapanmasi sonucu olusan fenotipik gérintiman ismidir (15,16).
Sivrilesmis alin, azalmisg frontonazal a¢i ve daralmis bitemporal mesafe
izlenir. Orta seviyede hipotelorizm olabilir. Dinya capinda tim yeni
doganlarda, sikhdi Ulkeden Ulkeye farkhlik gostermekle beraber, 1/700 ile
1/15000 arasinda gorulebilir ve erkek bebeklerde kiz bebeklere gorece 2/1 ila
6,5/1 arasinda degisen oranlarda sik gorulir (17,18,19). Cerrahisinde temel
hedef frontal sivrilesmeyi dlzeltip frontoorbital rekonstriiksiyon yaparak, alnin
ve orbitanin genislemesini saglamaktir. Sonucgta azalmis anterior kranial
fossa hacmini arttirmak ve hipotelorizmi duzeltmek gerekmektedir.

Cerrahisinde temel hedef frontal sivrilesmeyi duzeltip fronto-orbital
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rekonstriksiyon vyaparak, alnin ve orbitanin geniglemesini saglamaktir.
Sonugta azalmig anterior kranial fossa hacmini arttirmak ve hipotelorizmi
dizeltmek gerekmektedir. Bir yasindan kiguk c¢ocuklarda cerrahi kemik
yapilar sekillendirmeye daha muisait oldugundan G¢ yasindan buylk
cocuklara gore farklidir. Buna gore hasta supin pozisyonda cerrahiye alinir.
Bikoronal insizyon yapilir. Sonrasinda subperiostal disseksiyon mumkinse
periosta zarar vermeden dikkatlice yapilmalidir. Cilt insizyonu sirasinda
hemostaza dikkat edilmesi onerilir. Ozellikle bir yasindan kiglk cocuklarda
basit bir cilt kanamasi dahi hipovolemiye yol agabilir ve katastrofik sonugclar
dogurabilir. Sonrasinda koronal suturlerin 6ntinden supraorbital rimin 1 cm
Uzerine gelecek sekilde bifrontal kraniyotomi yapilir. Supraorbital rimler de
bilateral supraorbital rim osteotomisi ile eksize edilir. Kemik yapilar
kaldirilirken de Ozellikle sagital sinus trasesine dikkat edilmeli hemostaz

gb6zden kacirilmamalidir. Sonrasinda modellemeye bagslanir. Modelleme

="

“yesil aga¢ kingi
sekillendirildikten sonra yeniden yerlestirilir (17,18,19).

seklinde yapilir. Frontal kemik ve supraorbital rim

2.6.2. Tek tarafli koronal sinostoz (Plagiyosefali): Tek tarafli
koronal sinostoz olarak Gzetlenebilecek bu anomalide sag ve sol arasinda
fark oldugundan kafatasina ilaveten yuz anomalileri de eslik eder (15).
Anomalinin ciddiyeti eglik eden sfenofrontal, sfenoetmoid ve sfenozygomatik
suturlerin de sinostozu ile artar. Ayni tarafta alin ve pariyetal bdlgede
dizlesme, karsi frontal kemikte c¢ikiklasma, ve ayni taraf skuaméz temporal
bélgede belirginlesmeye yol acar. Etkilenen tarafta sfenoid kanat
anterosuperiora yer degistirir. Sonucta orbita superoinferiora elonge olur.
Burun koéku etkilenmis tarafa deviye olur. Ayni taraf superior oblik parezisi,
strabismus ve kafanin tilti sik gortlir. Kisalmisg 6n kafa tabani posteriora yer
degistirmis orbita tavanina yol acar ve strabismusa neden olur. Ancak
unutulmamalidir ki strabismus kraniyofasyal duizeltme ile nadiren dizelir.
Cerrahide amacg alin ve orbitada simetriyi saglamaktir (20). Bir yasindan
kigcik c¢ocuklarda temporal kas korunarak bifrontal kraniotomi yapilir.
Bilateral orbital tavan osteotomisinin ardindan orbital rimler simetriyi

saglayacak sekilde duzeltirilir. Ayni taraf pterion frontosfenoid sutlrden

20



rezeke edildikten sonra komposit temporal flep flizyona ugramig sutlre dogru
yukseltilir. Modelleme yapilan orbital rimler ve frontal kemik fikse edilir.
Temporal flep orbital rimlere fikse edilmelidir. Ug¢ yasindan biiylk ¢ocuklarda
bifrontal kraniyotomi yapildiktan sonra modelleme paralel seritler halinde
dizenlenen fleplerin fiksasyonu yolu ile vyapilir. Supraorbital rim

ilerletiimesine kemik yapisina gore karar verilmelidir (21,22,23).

2.6.3. Bilateral koronal sinostoz (Brakisefali): Bilateral koronal
sinostoz izole veya sendromik olarak gorulebilir. Geniglemis supraorbital rim,
diz, elonge frontal kemik, oksiputta duzlesme, bitemporal protrizyon,
anteriora kaymis verteks elonge kafatasi ve Harlequin deformiteleri gosterir.
Bir yasindan klguk cocuklarda cerrahisi yapilirken bifrontal ve bipariyeto-
oksipital kraniyotomiler yapilir. Her iki kemik flebe de fi¢i benzeri osteotomiler
yapildiktan sonra bilateral supraorbital rim osteotomisi yapilir ve ylkseklik
kazandirilir. Ug yasindan bilyiik cocuklarda ise yikseklik kazandirma ve figi
benzeri osteotomiler geng hastalarla benzer olmakla beraber tatmin edici

sonuglar yakalamak daha zordur (21,22,23).

2.6.4. Sagittal sinostoz (Skafosefali, Dolikosefali): Yunanca “kayik
kafa” anlamina gelen bu anomalide sagital sinostoz gorultr. Sonug itibari ile
kafa 6n-arka eksen boyunca buyuyebilir. Anterior, posterior veya “golf topu
ayagQ!” deformiteleri gibi alt tipleri bulunur. Orbital deformite izlenmez (15). Bir
yasindan kiguk c¢ocuklarda bifrontal, ayri ayri olan bipariyetal, bioksipital
kraniyotomiler yapildiktan sonra modelleme vyapilir. Laterale fi¢i tahtasi
benzeri kafatasinin genislemesine izin verecek sekilde osteotomiler
yapilirken, oksipital ¢ikintiyr dizeltecek sekilde oksipital kemige modelleme
yapilir. Orta hatta kalan kemik kisaltilir ve frontal cikintiy1 énleyecek sekilde
frontal modelleme yapilir. inferolateral frontal kemik rezeke edilir. Bipariyetal
modelleme yapilir. Sonrasinda modelleme yapilan kemikler kisaltiimis orta
hattaki kemige sabitlenir. Ug¢ yasindan biiylik cocuklarda genis kemik yapilari
modellemek zor olacagindan sagital suture dik olacak sekilde ardisik kemik
greftler alinir ve i¢ yuzleri ¢entiklenir. Modelleme sonrasi ardisik kemikler

birbirlerine fikse edilir (17,18,23).
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2.6.5. Lambdoid sinostoz: Bu tip sinostozda 3 temel deformite vardir.
Oksipital deformite lambdoid suturin tek veya cift tarafli fizyonona bagl
olarak gelisen, tek veya cift tarafli dizlesme, asimetrik veya simetrik frontal
kabariklik ve kafatasi ylksekliginde artis. Ciddi lambdoid sinostozun erken
dénemde ortaya ¢ikmasi nedeni ile genellikle bir yas dncesinde tedavi edilir.
Cerrahi temeller ayrica diger yas gruplarina da modifiye edilerek
uygulanabilir. Eger anomali pariyeto-oksipital bdlgede sinirli ise bikoronal
insizyon ile girilir, diseksiyon ile foramen magnum arka kenarina kadar
ulasilir. Transfers sinUs altina inecek sekilde oksipital kemige osteotomiler
yapilir, parcalar bukulerek hazirlanir. Bilateral parieto-oksipital kemik greftde
radiyal osteotomiler ile sekillendirilip duraya tespit edilir. Yeni olusturulan
suturdeki aralik 5-10 mm olmalidir. Eger anomali frontal kemikte de deformite
ile birlikte ise bifrontal kraniotomi de eklenmelidir. Bu deformitelere ek olarak
kule kafa deformitesi de varsa daha once tarif edildigi gibi intrakranial basing
monitorizasyonu egliginde yukseklik azaltimasi da yapilmalidir. Bilateral
koronal sinostozda uygulanan teknik uygulanir ancak verteksin kaydirilimasi
gerekmez. Posteriyor pariyetal ve anteriyor oksipital kemik kisimlari
arasindaki aciklik en az 5-10 mm olmahdir (17,22,23). Sitlrlere gore

kraniyosinostoz siniflandiriimasi Tablo 2.6.2 de 6zetlenmistir.

Tablo 2.6.2: Sutlrlere gore kraniosinositoz siniflandirmasi.

Klinik Tanimlama

Etkilenen Siitiir

Kafa Sekli

Skafosefali, Sagital Uzamis (6n-arka)

Sindolikosefali

Plagiyosefali Unikoronal Asimetrik frontal diizlesme

Trigonosefali Metopik Sivrilesmis alin, azalmis frontonazal
agl

Posterior Plagiyosefali Lambdoid Asimetrik oksipital diizlesme

Brakisefali Bikoronal Sferik

Akrosefali Bikoronal / Multiple Kule kafa

Sinoksisefali

Yaklasik olarak kraniosinostozlarin %40" sendromiktir; yaygin olanlar

arasinda Apert, Crouzon, Pfeiffer, Muenke ve Saethre-Chotzen sendromlari
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vardir (25). Bunlara klinik bulgularla tani koyulur ve genetik testler ve direk
grafi, bilgisayarli tomografi ve/veya manyetik rezonans goruntuleme gibi
kafatasi goruntileme yontemleri ile konfirme edilir. Crouzon sendromu,
25.000 dogumda 1 meydana gelen, en yaygin sendromlardan biridir (26).
Crouzon 1912'de sendromun bulgularini su sekilde tanimlamigtir; sinostoz,
hipertelorizm, egzoftalmi, papagan-gagasi burun, kisa uUst dudak ve rolatif
mandibular prognatizm (27). Bikoronal sinostoz siklikla meydana gelir ama
diger suturler de eslik edebilir ya da unikoronal sutur bulunabilir (28,29).
Saturler her zaman dogumda birlesmis olmayabilir ama dogumdan sonraki
birka¢c yilda fuzyona progrese olur, bu da klinik taniyr bazi durumlarda
geciktirir. Crouzon sendromu, diger sendromlarin aksine, klinik olarak
anormal ekstrakraniyal bulgulara sahip degildir ki bu da ayirici tanida Apert

veya Pfeiffer sendromunu dislamada yararlidir (26).

Pfeiffer sendromu 100.000 dogumda 1 meydana gelir ve semptomlari
1964'te Pfeiffer tarafindan tarif edilmigtir ki bunlar arasinda; brakioyosefalili
koronal sinostoz (sagital birliktelik var ya da yok), maksillar hipoplazi,
hipertelorizm, proptosis, basik burun kokl, koanal stenozis veya atrezi,
parsiyel sindaktili vardir (30,31). Pfeiffer sendromu genis basparmak ve
parmaklar gibi ekstrakranial bulgulara da sahiptir ki bunlar Apert
sendromundan ayirici tani da yararlidir (26,30,31,32). ilginctir ki, FGF-2-
C278F ve FGFR2-C342Y gibi Pfeiffer sendromunda bulunan birgok nokta
mutasyonu, Crouzon sendromunda da bulunur (33). Pfeiffer sendromu ekstra
semptom ve prognozlar gosteren 3 klinik tipe ayrilir. Tip 1, normal norolojik
fonksiyon ve iyi prognozlu gelisimle alakalidir. Tip 2, U¢ loblu kafatasi
deformitesi (yonca yapragi kafa) daha belirgin proptozis, dirsek ankilozu veya
stenozu, solunum gugclukleri, gelisim geriligi ve norolojik komplikasyonlari
icerir ki bu da hayatta kalma icin kot prognoza neden olur. Tip 3, Tip 2'ye

benzer ama yonca yapragi kafatasi yoktur (30).

Kraniyosinostoz artmis kafa ici basing riskini artmasiyla alakalidir; tek
sutlr sinostozu %15-20 risk tasirken sendromik kraniosinostozlar %30-40

risk tasimaktadir (34). Kraniyosinostozu takiben azalmis kafatasi volumunin

23



de bulundugu, kafa igi basing arttirici faktorlerin, kafa ici basinci arttirmasiyla,
kafatasinda, beyinde ve altinda uzanan optik sinir gibi sinirlerde basi
meydana gelir. Bu gérmenin, biling ve motor fonksiyonlarin ve gelisimin kaybi
veya zarar gormesiyle sonugclanabilir, bu ylzden kafa i¢i basing artigini
monitorize etmek ve artmis kafa i¢i basinci azaltmak igin tedavi etmek birincil
onceligimizdir (35). Kafa i¢i basing artisinin gelisimi yavas, sinsi bir sureg
olabilir, bu yuzden duzenli oftalmolojik kontroller tavsiye edilmektedir
(26,36,37). Beyin gelisimindeki primer defektlerden bagimsiz olarak kafa igi
basing artisinin mental gerilige yol ac¢tigi hala tartisma konusudur.
Kraniosinostozun tedavisi, kafatasi dismorfolojilerini duzeltmek ve yuksek
kafa i¢i basincini dusirmek amaciyla cerrahidir, eger tedavi edilmezse,
mental gelisimde ve gérmede hasar meydana gelebilir. Cerrahi teknikler,

suturlere ve diger kraniyal bulgulara gore degisiklik gosterirler (38).

Tablo 2.6.3: Kraniyosinostozlarda cerrahi tedavi (26).

Klinik Cerrahi

Skafosefali Tam rekonstriksiyon
Sindaktilosefali Basit kraniyektomi
Plagiyosefali Fronto-orbital rekonstriksiyon
Trigonosefali Fronto-orbital rekonstriksiyon
Brakisefali Kemik ilerletme

2.7. Sutir Biyolojisi

Kraniyosinostoz sendromunun genetik iligkisi birgok c¢alismada
gOsterilmis ve gogunlukla otozomal kalitim bulundugu gozlenmistir. Doksanli
yillarda ilk olarak FGF ve FGFR2 icin genetik mutasyon oldugu gosterilmis ve
onuncu kromozomda lokalize oldugu saptanmistir. Hemen arkasindan
FGFR1 ve FGFR2 icin 8. kromozom, FGFR3 icin de 4. kromozom ile iligkili
mutasyonlar saptanmistir. Her nekadar kafa kemiklerinin gelismesi sirasinda

FGF ve FGFR dagilimlari tam olarak bilinmese de mutasyonlari ile
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kraniyosinostoz  iligkisi ortaya konmus olup sadece FGFR4’Un

kraniyosinostozla iligkili olmadigi1 saptanmistir (39,40,41,42,43,44 ,45).

2.7.1. Transforming Growth Factor-8

TGF-B ailesi, yirmiden fazla degisik molekulden olusan ve normal
baylime ve gelismede hicre farklilagmasi, hareketlilik, organizasyon ve 6lum
gibi anahtar olaylarda rol oynayan bir polipeptid grubudur (46). Bunlar TGF-j3,
Bone Morphogenic Protein (BMP) ve aktivinler olarak uU¢ ana grupta
siniflandinimiglardir. TGF-B’nin en dnemli etkisi osteoblastik farklilasmayi ve
matriks olusumunu indUklemesidir. TGF-B, osteoid olusumunu stimile
etmekle beraber mineralizasyonu inhibe eder. BMP, yapisal benzerligi
nedeniyle ayni aileye dahil olmakla beraber farkl etkilere sahiptir ve érnegin
mineralizasyonu stimule eder. BMP’lerin fetal kemik olusumu ve gelisiminde
rol oynadigi, TGF-B’'nin da gelismis kemiklerde ve yeniden sekillenmede rol
oynadigi dusunulmektedir. TGF-B1, TGF-p2, TGF-B3 izoformlarinin
gelismekte olan rat kranial satlrleri Gzerindeki etkilerinin incelendigi bir
calismada sutlrlerin kapanma asamasinda TGF-31 ve TGF-32 aktivitelerinin
devam ettigi ancak TGF-B3 aktivitesinde azalma oldugu saptanmistir. Agik
olan sutlrlerde ise TGF-B3 immunreaktivitesinde artis, TGF-p1 ve TGF-p2
aktivitelerinde ise azalma oldugu gosterilmistir. Ug izoform iginde TGF-B2
immuUn reaktivitesinin aktif olarak kapanmakta olan sutlrlerde en belirgin
aktiviteyi gosterdigi saptanmistir  (47). TGF-B’nin  satlrlerin - erken
kapanmasinda ikincil bir rolu oldugu duasunulmektedir. Karigik bir olaylar
zincirinde daha erken bir basamagin kapanmayi tetikledigi, TGF-f’nin bu
zincir icindeki rolinin kesin oldugu ancak kraniyosinostozlar igin primer bir
faktor olmadigi distnulmektedir (41,12,48).

2.7.2. Fibroblast Growth Factors—Fibroblast Buyiime Faktorleri

FGF’ler yuksek benzerlikli 140 amino asidin merkezi cekirdegi

tarafindan tanimlanan ve heparin ve heparin-benzeri glikozaminoglikanlara
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(Heparin-like glycosaminoglycans, HLGAG) gugclu affinitesi olan, yapisal
baglantili polipeptid ailesidir (49,50). Simdilik bilinen 25 tane FGF vardir ki
bunlarin 22’si insanda kesfedilmistir. Ayrica FGF 1-23 ile farede kesfedilen
FGF-15 hari¢ olarak bulunmustur (51,52). FGF ailesi, yapisal olarak benzer
20 polipeptid mitojenden olusan bir gruptur. ik olarak mezodermal kaynakli
hdcreler igin mitojenik olduklari gdsterilmisse de daha sonralari ektodermal,
noroektodermal ve endodermal kaynakli hlcreler igin de mitojenik olduklan
gosterilmigtir. FGF’ler gelisimsel induksiyon ve farklilagsma, hicre buylimesi
ve gogu, kemik blyumesi ve gelisimi, néronal farklilasma, anjiogenez, yara
iyilesmesi ve tumor olugumu gibi ¢esitli alanlarda etkinlik gostermektedir (12).
Dort adet FGF reseptora (FGFR 1-4) vardir ve herbiri 3 tane immunoglobulin
benzeri (lg-like) ekstraselliler komponent, 6nemli derecede benzerlik
gOsteren dort adet intrasellller transmembrandz tirozin kinaz reseptoriinden
olusan bir ailedir. FGF’ler 1’e 1 oraninda (1:1) FGFR’lere baglanir ve ligand-
reseptdor kompleksi dimerleserek sinyallesmeyi; heparan ya da heparin
induklemis FGF oligomerizasyonu tarafindan aracilik edilen sureci baslatir.
FGFR dimerizasyonu tirozin kinaz komponentlerini, otofosforilasyon igin
yeterince yakina getirir ve sinyal kaskadini aktive eder. Aktivasyondan onceki
FGF, FGFR ve HSPG baglanma siralamasi hala tartisiimaktadir ama bazi
modeller FGF’nin FGFR’ye baglanmasinin dimerlesmeye izin vermek igin
HSPG tarafindan stabilize edildigini dnermektedir (53).

Cesitli calismalarda, 6zellikle FGFR1 ve FGFR2'deki mutasyonlarin
kraniyosinostoz sendromlari ile iliski gosterdigi saptanmistir. FGF ailesi
icinde 6nemli bir yer tutan FGF-2 epitel-mezensim etkilesimleri, ekstremite
sekillendiriimesi, kirik iyilesmesi ve kemik buyumesi Uzerinde 6nemli rolleri
mevcuttur. Ayrica kranial sutlrlerin kapanma asamalarinda da bFGF immun
boyanmasinda artis oldugu go6steriimis ve sutir kapanmasi sirasindaki

osteogenezde rolu oldugu saptanmistir (12).

Hucre davranigini ve pozisyon bilgisini icermekte olup bu ozellikler
MAP (Mitogen-activated protein) kinaz yoladi ile ortaya konur. Dogal olarak

embriyogenezde ve birgok organin gelisiminde onemli rol oynayip FGF-4, 8,
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10 ve 18’in ekstremite olusumu ve dizayninda yer aldigi bildirilmistir. FGF-8
ayrica orta beyinle arka beyin arasindaki organizasyonu saglayan sinyaller
uretmektedir (54). Disaridan verilen FGF-2 ile yapilan bir caligsmada
ekstremitelerin iskelet geligsimi etkilenirken kranial sistemde bir etki
gorilmemigtir. Bir tasiyici aracihigi ile farkli konsantrasyonlarda FGF-2’nin
kranial dokuda yaptigi etkiye bakilmis 1 pg/ml FGF-2'nin implantasyonu ile
E10 oOrneklerinde osteojenik farkllasmaya hicbir etkilerinin  olmadigi
gorulmustar. Kontrol 6rnekleri ile karsilastirildiginda E16 igin kranial
gelisimde bir farkhlik olmamistir. Dozun on katina ¢ikarildigi durumda bile
yeni bir ektopik kemik olusumu veya olugsan yeni kemikte bir farklilik veya
inhibisyon gozlenmemigtir (55). Buna karsilik humerus, radius ve ulnada o
alana implante edildigi takdirde kisalma ve incelme seklinde bozukluk
olugmaktadir. Bununla ilgili agiklama kranial dokudaki fazla miktarda FGF ile
yapilmis bu fazla miktardaki FGF’e tepki verilmedigi dusinulmustir. Bu
orneklerde PCNA (Prolifere Hicre Cekirdek Antijeni, Proliferating Cell
Nuclear Antigen) ile yapilan boyamalarda anti FGF ile yapilan
implantasyonlarda butin mezenkimal hicreler ¢ogalirlarken  kontrol
graftlarinda ¢ok az bir ¢cogalma olmustur. Buna karsilik gelisen kemik ve
kikirdakta artis gortulmustir. Anti FGF-2 implantl mezenkimal hicrelerdeki
¢ogalmanin anlamli oldugu saptanmistir. Tavuklarin E10 ve E13 6rneklerinde
FGF-2, FGFR1 ve FGFR2 dagihminin benzer oldugu ve o&zellikle beyin,
koroid pleksus, periost, kranial suturler ve gelisen kikirdakta bulundugu
saptanmistir. Bu ligand ve reseptorlerin kranial suturlerdeki konsantrasyonlari
E13'de c¢cok daha belirgin bir hale gelmektedir. Bunun sutir yapisi ve
kemiklesmenin dizenlenmesi ile ilgili oldugu dusunulmastar. Ayni ¢alismada
kemik ve periostal tabakada FGF-2'nin erken dénemde var oldugu ve
farkhlasan kemikte ylksek konsantrasyonun devam ettidi ve sutirlerde daha
fazla bulundugu saptanmistir. Bu fazlalik hicreleri farkllasmadan ziyade
bolinmeye yonlendirmektedir boylelikle suturlerin kapanmasi
engellenmektedir. Dusuk dozlardaki FGF-2 oldugunda kranial mezenkimde
cogalma ve farkllasma olusmamaktadir. Yiksek dizeydeki FGF-2'de ise

Ozellikle kranial suturlerdeki etki hucre gogalmasi seklindedir. En yuksek doz
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FGF-2 ise bu alanlarda kemiklesmenin gergeklestigi yerlerde gorulmektedir.
iste bu iki farkli etki neden FGF-2 bloklandiginda farkli tepkilerin olustugunu
aciklamaktadir. Kemikten ziyade periostda reseptorlerin bulunmasi ise
bunlarin kemigin devamliigindan ziyade osteogenezinde rol oynadigini
digundurmektedir. Su anda var olan antikorlarin varyasyonlara Ozel
olmamasi nedeniyle genel etkiler izlenmekte ancak 06zel etkiler

gozlenememektedir (55,56,57).

Kemigin gelismesinde FGF kadar TGF-f’'ninda o6nemli oldugu
bilinmektedir. FGFR2 ile ilgili mutasyonda FGF sinyallemesinin osteoblastta
olusturdugu degisiklikler ve buna bagh gelisen kraniyosinostoz ile TGF-f3
arasinda iligki oldugu dusunulmustir. Yeni dogan fare kafatasindan elde
edilen dizin osteoblastlari insan FGFR2 ile transfekte edildiginde ortaya in
vitro model olabilecek iki tip hlcre dizin ¢ikmaktadir. Bu hicre dizinleri
kraniyosinostatik fenotip olarak tanimlanabilecek hucresel ve molekuler
dizeyde karakteristikler icermektedir. Bu hucrelerin ¢gogalmasinin azalmasi
ile artan bir apoptozis, osteopontin ve osteokalsin belirtegleri ile gdsterilen
artan bir farklilasma izlenmistir. Bu in vitro modelde bir inhibitdér kimyasal
kullanilarak FGFR baskilandiginda cogalma azalmaktadir. ilging olarak ayni
zamanda TGF-B1 ve B3 sinyali de azalmaktadir. Ayni kimyasalla TGF-$ da
inhibe edilirse hlcre ¢gogalmasi en ¢ok bu durumda azalmaktadir. TGF-3
sinyallenmesinin osteoblast ¢ogalmasindaki etkisi ekstraseluler iligkili kinaz
(extracellular related kinase, ERK) 1/2 ile geri dondurilebilmektedir. Bu
durumda osteoblast, fibroblast ve hepatositler buyimeyi durdurmaktadir. Bu
mekanizmasal iliskinin  kraniyosinostatik osteoblast fenotipinde etkili
olabilecegi ERK1/2 nin de bu iligkiyi yonlendirmede anlamli olabilecegi
disundlmistid. FGFR1-3 reseptorlerindeki mutasyonlarin kraniyosinostoza
neden oldugu bununda FGF ile TGF-B arasindaki sinyal ile iligkili oldugu
dusundlmektedir (58).

Omurgali kafatasi, sekil ve yapiyl belirlemek icin farkli gelisimsel
mekanizmalar kullanan UG¢ tamamlayici pargadan olusan modduler yapidir

(59). Kranial kubbenin, buyuk élgide ndral krest kaynakli ektomezenkimden
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olustugu bilinmektedir. Bu noral krest kokeni sadece kranial kubbenin
kendisini olusturan membran kemiklerinin osteojenik hucrelerini degil ayni
zamanda kemiklerin arasindaki yuzeylerde var olan suturler ve blyume
zonlarindaki hucreleri de igerir. Kranial kubbenin normal morfogenezi,
osteojenik tarafta osteoblast yonune hicre farklilasmasi saglamakta ve
suturlerdeki osteojenik prekursorler arasindaki dengeyi yansitmaktadir. Yere,
yasa ve saglik durumuna bagh olarak suturler, kemikleserek kapanmadan
once kranial kubbenin buylyen beyne uyum saglamasina musaade ederek

bebeklikte ve sonrasinda ¢ogalir ve acgik kalirlar (60).

Suturel fonksiyonun hiacresel ve molekuler kontrolt ile satirel
hdcrelerin proliferatif veya 0Ornedin osteojenik farklilagsici yonde islev
gormesini saglayanin ne oldugu hakkinda ¢ok az bilgi vardir. Ancak, alttaki
dura bu durumlarda, henlz tam olarak tanimlanmamig bir role sahiptir
(61,62,63,64,65). Suturlerdeki buyime ve farklilasmanin gift yonlU
fonksiyonlarinin belirgin spasyotemporal entegrasyonu, normal kafatasi
morfogenezi icin gereklidir. Satlrlerin  prematlr kapanmasi, 06rnegin
bldylimenin durmasi ve kemiksel flzyonu, kranial kubbenin blyime
potansiyelini kaybettigi ancak blyimeye devam eden bir beyni barindirdidi
“kraniyosinostoz” olarak adlandirilan klinik duruma neden olmaktadir. Bu
durum fetal gelisim esnasinda veya dogumdan sonra ortaya cikabilir ve
bazen merkezi sinir sistemi hasariyla iligkili olarak kafatasi ve yuzde
dismorfogeneze neden olur (66,67). Kraniyosinostoz hem sendromik hem de
nonsendromik formlarda gorulebilir ve ortalama 2500°’de 1 ¢ocugu etkiler
(24). Major kraniyosinostoz sendromlarinin altisi FGFR1, 2 ve 3
mutasyonlariyla iligkili bulunmustur. Bu mutasyonlarin reseptorun liganddan
bagimsiz aktivasyonuna ve sinyal artigina neden oldugu gorulmektedir.
Kranial kemiksel farklilasmanin dizenlenmesi Uzerinde FGF ligandlarinin
roli hakkinda ¢ok az bilgi vardir (68,69).

FGF-3 ve FGF-4 genleri (FGFR2 icin ylksek afinitesi olan ligandlar)
arasindaki bolgede retrovirus aracili yapilan mutasyonun sigkin goziu Bey

fare olusmasina neden oldugu bildirilmistir. Bu mutasyon, kranial sttlrlerdeki
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FGF-3 ve FGF-4’Un her ikisinin de artmasina neden olmaktadir ve fenotipik
olarak Bey faresi Crouzon sendromuna benzer Ozellikler gostermektedir.
FGF-2’nin kranial farkllagmada rol oynayabildigine dair kanit mevcuttur.
FGF-2 ile doldurulmus boncuklarin farelerin kranial suturlerine implantasyonu
FGFR2'nin ektopik ekspresyonunu ve azalmasini tetiklemigtir (70,71). Son
zamanlarda yapilan ¢alismalar premigratuvar kranial noral krest hicrelerinin
FGF sinyallerine in vitro yanit verebildigini gostermistir. FGF-2
konsantrasyonuna bagli olarak, néral krest hicreleri sadece proliferatif yanit
degil ayni zamanda kondrojenik ve osteojenik yanitlar da gostermektedir
(72).

Daha onceki ¢alismalari genigletmek ve butinlemek amagli yapilan bir
¢alismada tavuk embriyo kraniumunda endojen FGF-2 seviyelerini manipule
etmesi icin boncuklarla kapli FGF-2 kullanildigi  bir dizi deney
olusturulmustur. Dramatik ve konsantrasyon bagimli bir yanit gdézlemlenmis
ve endojen FGF-2’nin azalmasi, kranial kubbedeki kemiksel yapiyi olusturan
hicreleri  farklilasma durumundan proliferatif duruma degistirmistir.
Arastirmacilar daha fazla boncugun eklenmesiyle birlikte daha ileri
inaktivasyon olustugunu ve bunun da greftteki hem c¢ogalmayr hem de
farkhlagsmay! durdurdugunu saptamislardir. Bu sonuglar, baska yazarlar
tarafindan gdsterildigi gibi, disaridan verilen FGF-2 seviyelerinin kranial
kubbe hucreleri Uzerindeki konsantrasyon bagimli etkilerini desteklemektedir.
Ayrica, kraniyosinostoz olusturan FGFR genlerindeki mutasyonlarin
reseptorlerin temel aktivasyonu ve akabinde FGFR yolagi ile sinyallerin
artmasi ile sonuglanma egilimi iddiasini da desteklemektedirler (70,71,72).
Onceki calismalardan alinan sonuglar, FGF-2 uygulamalarinin doza, yere,
verilis sekline ve verilen yere gore farkli etkiler olusturabilecegini gdstermistir.
Bunun anlami FGF etkilerinin farkli sekillerde olusabilecegi ve hem normal
kemik gelisimi hem de kraniysinostoz olusumunda bu etkilerin Onemli

olabileceginin bilinmesi gerektigidir.
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3. GEREG ve YONTEM
3.1. Deney ve Denekler

Bu galisma, Celal Bayar Universitesi (C.B.U.) Tip Fakiltesi (T.F.)
Arastirma Fonu Saymanhgi tarafindan 2013-072 numarali proje ile
desteklendi. Calismamizda tavuk embriyolarinin devamliliginin saglanmasi
ve istenilen saatlerde elde edilmesi i¢in bolimumuiz tavuk embriyosu deney

laboratuarinda bulunan kulugka makinesi kullanildi (Sekil 3.1.1).

Sekil 3.1.1: a-Baglica kullanilan malzemeler, b-inkiibatérde SPF yumurtalar.

Calismanin histopatolojik degerlendirme agsamalari C.B.U.T.F. Histolji
ve Embriyoloji Anabilim Dali laboratuarlarinda gergeklestirildi. Canh tavuk
yumurtalarinin dogal gelisimi, embriyolojide olduk¢ca geleneksellesmistir.
Evcil kimes hayvanlarindan elde edildikleri icin istenilen donemlere ait
embriyolarin rahatlikla elde edilebilmesi ve inkubasyon periyotlarinin kisa
olmasi agisindan vertebralilarin, ozellikle memelilerin gelisimi igin tavuk
embriyosu ¢ok iyi bir model olmaktadir. Calisma, C.B.U. Deney Hayvanlari
Etik Kurulu onay! ile yapildi. Calismada Bornova Veteriner Kontrol ve
Arastirma Enstitiisi Mudurligi’'nden alinan spesifik patojen icermeyen (SPF,
specific pathogen free) 120 adet tavuk yumurtasi kullanildi. Yumurtalar,

37,5°C sicaklikta, yaklasik %60-80 nem orana sahip etiivde inklbe edildi.
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Dért deney grubu olusturuldu. Birinci grup kontrol grubu (20 denek). Ikinci
grup fosfat tampon solisyonu (PBS; Posphate buffer solution) verilen,
Ugunclu grup 0,01 pg/ml anti-bFGF-2 ve dordincu grupta 0,1 pg/ml anti-
bFGF-2 ile bloklama yapilan grup olarak olusturuldu. ikinci Gglinci ve
dorduncu gruplar icinde uygulama yapilan gunlere goére E2 (2. gin), E4 (4.
gun), E6 (6.gun), E8 (8. gun) olmak Uzere 4 alt grup olusturuldu. PBS verilen
2. grupta her alt grup icin 5’er adet toplam 20 adet, anti-FGF-2 ile bloklama
yapilan 3. ve 4. gruptada her alt grupta 10’ar adet toplam 80 adet denek
kullanildi. Fertilize yumurtalar inkibatérde 15 gun suresince tutularak, 2., 4.,
6. ve 8. gunlerde umblikal kord etrafina ameliyat mikroskobu yardimi ile
3.gruba 0,01 pg/ml anti-bFGF-2, dérduncu gruba 0,1 pg/ml anti-bFGF-2,
sham grubuna da 0,1ml PBS verildi. Butun gruplardaki denekler 15. gin
sakrifiye edildi. Literatirde konu ile ilgili bilgilere gbére FGF-2 dozu
belirlenerek, 0,1 ve 0,01 ug/ml PBS iginde anti-bFGF-2 (Anti-b FGF Basic
Neutralizing Antibody Purified Rabbit IgG R&D Systems cat no;AB-33-NA
Minneapolis, MN) uygulandi (Tablo 3.1.1).

Tablo 3.1.1: Denek sayilarinin gruplara gére dagilimi.

Denek Sayisi | KONTROL | SHAM (PBS) | anti-bFGF-2 | anti-bFGF-2
(0,01 pg/ml) | (0,1 pg/ml)

E2 5 10 10

E4 5 10 10

20

E6 5 10 10

ES8 5 10 10

Toplam : 120 20 20 40 40

Denekler Celal Bayar Universitesi Tip Fakiltesi Hastanesi Beyin
Cerrahisi Tavuk embriyolojisi deneysel laboratuarinda bakildi. Tavuk
embriyolar sakrifiye edilir edilmez, sagital ve frontal sutirt igerecek sekilde
kemik ornekleri alindi (Sekil 3.1.2).
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Sekil 3.1.2: Sakrifiye edildikten sonra kemik érnekleri alinan ve dlgim

icin temizlenen 6rnek tavuk kraniumu.

3.2. Laboratuar Kosgullari

inkiibatér, 120 adet ginliik-beyaz-fertil, 65+5 gr. agirhginda SPF
yumurta, buyuk cam kap, degisik boyutlarda petri kutulari, saat, camlari ve
pensetler, doku makasi, gaz tampon, insulin enjektoérd, 10 cc ve 20 cc
enjektor, flaster, steril lateks eldiven, batikon, bistlri, lup, arastirilan etken
maddenin istenilen dilisyon oraninin saglanmasi igin hassas otomatik pipet
ve elde edilen embriyolarin saklanmasi igin %4’lUk formol dolu cam sise ile
eppendorf kaplari, 6nceki tavuk embriyo calismalarinda da kullaniimis olan,
standardizasyonu yapilmis inkibator kullanildi. SPF yumurtalar inktbatérde,
37,210,1°C sabit ortam sicakligini saglamak i¢in 60Watt glctuinde toplam 3
adet ampul ve bunlarin kesintisiz gu¢ kaynagina takili oldugu elektrik bir
devre ile bagli, hassas 0,5°C isiya duyarli, dijital ekran gdstergeli ENKA
marka termostat sensori, ortam sicakhidini homojenize etmek igin bir fan,
havalandirma deligi ile 50 adet kapasiteli yumurta kabi mevcut olarak inktbe
edildi. inkiibator, istenen ideal ortam sicakhgi olan 37,2+0,1°C ve nem orani
%6045 oluncaya kadar 1 saat sureyle bos olarak galistirildi (73). Daha sonra
yumurtalar dikey dizleme 45° aci ile hepsi ayni yonde yerlestirilerek calisma
baslatildi. Her 2 saatte bir yumurtalarin hepsi sirayla ve hizla, bu dikey

dizlemdeki agilar kargi yone 45° olacak sekilde c¢evrildi.
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3.3. Uygulama ve Ornekleme

Yumurtalar 2., 4., 6. ve 8. gunlerde tek tek inkubatorden c¢ikarilarak
calisma masasi Uuzerinde uygulama baslatildi. Daha Onceden hassas
otomatik pipet yardimi ile yapilan dlgimlerle gruplara gore uygun dozlarda
hazirlanmis anti-bFGF-2 etken maddesine sahip olan ve inkubatérde
bekletilen solusyonlar, insulin enjektorlerine ¢ekildi. Kunt kismi  yukari
gelecek sekilde bir egim ile ele alinan yumurtalarin ekvatorlarina yakin
kisimlarindan kuguk bir delik agilarak lup altinda embriyo diski gorulinceye
kadar hafifge genisletildi. Embriyo umblikal kordu etrafina, solUsyonlar insulin
enjektord ile enjekte edildi. Olasi bir hava kabarcigi, embriyo diskini
yumurtanin sarisindan ayirarak embriyonun beslenmesini bozabileceginden,
bu asamada enjektdrde hi¢ hava kabarciginin olmamasina ve tim deneklere
esit miktarda enjeksiyon yapilmasina o6zellikle dikkat edildi. Yumurtanin
kabugundaki agiklik, flaster ile sizdirmaz bir sekilde kapatildi ve bu kisim
asagl gelecek sekilde yine dikey duzlemde 45° aci ile inkUbatérdeki yumurta
kabina yerlestirildi. Yumurtalar, 15. glin sonunda tek tek inklbatérden
cikarilarak calisma masasi Uzerinde embriyolarin elde edilmesi iglemine
baslandi. Yine kint ucu yukarida ve edimli bir sekilde elde tutulan yumurtanin
kabugu dikkatlice kirilarak yumurtanin akindan bir miktar akitildi. Elde edilen
ornekler Bouine sollisyonuna alinarak (Tablo 3.2.1) ayni gruba ait cam

siselere konuldu.
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Tablo 3.2.1: Bouin takip protokolu.

ISLEM KULLANILAN MADDE SURE
A.TESPIT BOUIN SOLUSYONU 24-48SAAT
B.DEHIDRATASYON %70 ALKOL 1 GECE
%70 ALKOL 1 SAAT
%70 ALKOL 1 SAAT
%70 ALKOL 1 SAAT
%80ALKOL 1 SAAT
%100 ABSOLU ALKOL 1 SAAT
%100 ABSOLU ALKOL 1 SAAT
C.SEFFAFLASTIRMA ALKOL:KSILEN (1:1) 2 SAAT
KSILEN 1GECE
KSILEN 1 SAAT
D.INFILTRASYON KSILEN-PARAFIN (1:1) 1 SAAT
PARAFIN 3 SAAT
PARAFIN 1GECE
E. GOMME PARAFIN

3.4. Morfolojik Olgiim

Sakrifiye edilen tavuk embriyolarinin kafataslari yumusak dokulardan
temizlendikten sonra bir kompas yardimi ile ve Moss metoduna uygun olarak

milimetrik morfolojik dlgimler yapildi (74).
3.5. Parafin Bloklarda Histolojik inceleme

Doku o&rnekleri fosfat tamponu iginde hazirlanmis %10 formalin
(pH=7.0) cozeltisiyle tespit edildikten sonra distile su icindeki %10 EDTA
(Ethylene diamine tetra acetic acid) ¢ozeltisinde oda sicaklhiginda kontrolli
olarak dekalsifiye edildi. Dekalsifikasyon sonrasi farkli dereceli alkollerden
gegirilerek sabit vakum uygulamasiyla parafin bloklara gémuldi. Bouin tespit
solisyonunda tespit edildikten sonra embriyolar %70 alkolde 1 gece
yikanarak tespit solisyonu uzaklastirildi. Daha sonra o6rnekler %70’den
%95’e artan derecelerde etil alkol serilerinden gegirildi. Ardindan 2 saat 1:1
oraninda ksilen-alkol karisimina ve seffaflastirma amaciyla 1’er saat iki
degisim ksilene tabi tutuldu ve 60°C’lik etliv icersinde 1 saat 1:1 oraninda

ksilen-parafin 30 dakika uygulanip 2 saat parafin ile immersiyonu
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saglandiktan sonra dokular parafin bloklar (Tablo 3.1.3) igerisine gomuldu
(12).

Tablo 3.5.1: Parafin doku takip protokoli.

ISLEM KULLANILAN MADDE SURE
A.TESPIT %10 FORMALIN 24-48SAAT
AKARSU 24SAAT
B.DEHIDRATASYON %60 ALKOL s SAAT
%70ALKOL s SAAT
%80 ALKOL s SAAT
%95 ALKOL s SAAT
%100 ABSOLU ALKOL 1 SAAT
%100 ABSOLU ALKOL 1 SAAT
C.SEFFAFLASTIRMA ALKOL:KSILEN (1:1) s SAAT
KSILENI 1 SAAT
KSILENII 1 SAAT
D.INFILTRASYON KSILEN-PARAFIN(1:1) Yo SAAT
PARAFIN-I 1 SAAT
PARAFIN-II 1SAAT
E. GOMME PARAFIN

3.5.2 Hematoksilen-Eozin (H-E) Boyamasi:

Rotary mikrotom (RM 2135, Leica) araciidi ile alinan 5u’luk parafin
kesitler deparafinizasyon islemi icin 1 gece 60°C’lik etlivde birakildiktan
sonra, 30’ar dakika iki degisim ksilene tabi tutuldu. Ardindan rehidratasyon
islemi icin %95’den %60’a azalan alkol serilerinden gegcirilen kesitler 5’er
dakika akar su altinda yikand.. iki dakika hematoksilen (01562E, Surgipath,
Bretton, Peter Borough, Cambridgeshire) ile boyamanin ardindan, fazla
boyanin dokudan uzaklastiriimasi icin 5’er dakika akar suda yikanan kesitler
30 saniye eozin (01602E, Surgipath, Bretton, Peter Borough,
Cambridgeshire) boyasi ile boyandi. Ayni sekilde 5’er dakika akar su altinda
yikama yapildiktan sonra sirasiyla %80 ve %9%5’lik alkol serilerinden gegirilip
havada kurutulan kesitler seffaflastirma amaciyla 30’ar dakika iki degisim
ksilende tutulduktan sonra entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt, Germany)
ile kapatildi (Tablo 3.5.1).
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Tablo 3.5.1: Hematoksilen-Eozin boyama protokolu.

ISLEM MADDE SURE
DEPARAFINIZASYON 60°C etiivde 1GECE
DEPARAFINIZASYON KSILENI 30DAKIKA
KSILENII 30DAKIKA
REHIDRATASYON %95 ALKOL 2DAKIKA
%80 ALKOL 2DAKIKA
%70 ALKOL 2DAKIKA
%60 ALKOL 2DAKIKA
YIKAMA AKAR SU 5DAKIKA
BOYAMA HEMATOKSILEN 5DAKIKA
YIKAMA AKAR SU 5DAKIKA
DIFERANSIYASYON ASIT-ALKOL 1-2SANIYE
YIKAMA AKAR SU 5DAKIKA
BOYAMA EOZIN 3DAKIKA
YIKAMA AKARSU 5DAKIKA
%80 ALKOL 1DAKIKA
%95 ALKOL IDAKIKA
KURUTMA HAVADA VEYA ETUVDE
KSILEN 1SAAT
KAPAMA ENTELLAN

3.5.2. Mason Trikrom (MT) Boyamasi:

Alinan 5p’luk parafin kesitler deparafinizasyon islemi igin 1 gece
60°C’lik etlvde birakildiktan sonra, 30’ar dakika iki degisim ksilene tabi
tutuldu. Ardindan rehidratasyon islemi icin %95'den %60’a azalan alkol
serilerinden gegcirilen kesitler 5’er dakika akar su altinda yikandi. Bouin
soliisyonda 56°C’de 15 dakika mordantlama yapildi ve ardindan sari renk
gidinceye kadar akar suda yikandi. Weigert demirli hematoksilen ile 10
dakika cekirdek boyamasi yapildi ve tekrar akar suda 10 dakika yikama
yapildi. Daha sonra Biebrich Carlet asit fuksin sollsyonunda 5 dakika
bekletilen kesitler kirmizi renk gidinceye kadar distile suda yikandi.
Fosfotungstik/fosfomolibdik asitte 5 dakika bekletildi ve ardindan 5 dakika
anilin mavisi ile boyanan 6rnekler %1’lik asetik asitte 2 dakika bekletildikten
sonra 5 dakika distile suda yikandi. Yikama yapildiktan sonra sirasiyla %80

ve %95’lik alkol serilerinden gegirilip havada kurutulan kesitler seffaflastirma

37



amaciyla 30’ar dakika iki degisim ksilende tutulduktan sonra entellan (UN

1866, Merck, Darmstadt, Germany) ile kapatildi.
3.5.3. Von Kossa (VK) Boyamasi:

1. Deparafinize edildi (Kriyostat ile kesitleri alinan ornekler igin bu

basamak atlandi).
2. Yirmi dakika %5’ lik AQNO3 ile muamele edildi.
3. Saf su ile dikkatlice yikandi.

4. [ki dakika 5 gr. Na2CO3+75 mL saf su+25 mL formalin ¢ozeltisi ile

muamele edildi.
5. Saf su ile dikkatlice yikandi.
6. iki dakika sodyumtiyosiilfat ile fiksasyon yapildi.
7. Saf su ile dikkatlice yikand.
8. iki-lic dakika hemotoksilen ile muamele edildi.
9. Saf su ile dikkatlice yikandi.
10. Isik mikroskobu altinda goruntilendi ve fotograflari ¢ekildi.
3.5.4. Alizarin Red (AR) Boyamasi:

1. On dakika 40 mM (mili molar) AR-solution (AR-S) ile aksiyel

karistirici Uzerinde bekletildi.
2. Boyanin fazlasini uzaklastirmak amaciyla 5 defa su ile yikandi.

3. Spesifik olmayan AR-S boyasini ortamdan uzaklastirmak icin 15
dakika PBS ile yikandi.

4. Isik mikroskobu altinda goruntilendi ve fotograflari ¢ekildi.
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Elde edilen histolojik kesitler boyandiktan sonar Leica marka DMR
model 11k mikroskobunda degerlendirildi. Goruntuler DC 500 model Leica

marka dijital kamera ile bilgisayar ortamina aktarildi.
3.5.5. Morfometrik skorlama:

Morfometrik skorlamada kemik olusumunun sitlr kapanmasi Uzerine
olan gelisimi H-E, MT ve AR ile degerlendirildi. H-E ile morfolojik
degerlendirme, AR ile kalsiyum depolanmasi ve kemiklesme ve MT ile bag
dokusunun varligi en az (+1) ile en ¢ok (+5) arasinda bagimsiz bir gézlemci

tarafindan érnekler bilinmeden puan verildi.
3.6. Parafin Bloklarda immiinositokimyasal inceleme:
3.6.1. indirekt immunositokimya

Alinan kesitler immunositokimyasal boyama igin bir gece 60°C’lik
etlvde tutulduktan sonra, 30’ar dakika iki saat degisim ksilen ile
seffaflastirma islemi gerceklestirildi. Ardindan %95ten %60’a azalan
derecede alkol serileri ile rehidratasyon saglanarak distile suda 5 dakika
bekletildi. Dakopen (IM3580, Immunotech, France) ile sinirlandirilan %0,5’lik
tripsin solusyonu iginde oda sicakhiginda 15 dakika tutulan kesitlere, doku
endojen peroksidazini inhibe etmek amaciyla 5 dakika %3’luk H202
uygulandi. Ug defa 5’er dakika PBS ile yikanan kesitlere bloklama amaciyla 1
saat bloklama solisyonu (TA-125-UB, Lab Vision, Fremont, CA) ile muamele
edildi. Bloklama solUsyonu dokudan uzaklastirildiktan sonra primer antikorlar
eNOS, INOS ve anti-PCNA ile bir gece inkibe edildi. Ertesi glin tampon
solusyonu ile 3 defa yikanan kesitler, anti-mouse biotin-streptavidin hidrojen
peroksidaz ikincil antikoru (85-9043 Zymed Histostain kit, San Francisco,
USA) ile 30’ar dakika boyandi. Yine ¢ defa 5’er dakika tampon soltisyonu ile
yikanan kesitler, olusturulan immunositokimyasal reaksiyonun gorunurliGguna
saptamak amaciyla DAB ile 5 dakika boyandi. Mayer's hematoksilen

(72804E, Microm, Walldorf, Germany) ile ard alan boyamasi saglandiktan
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sonra distile su ile 10 dakika yikanan kesitler kapatma medyumu (AMLOGO,
Scytek, Logan, Utah, USA) ile kapatildi (Tablo 3.6.1).

Tablo 3.6.1: Avidin-Biyotin peroksidaz yontemi ile indirek
immuanohistokimyasal boyama protokold.
ISLEM MADDE SURE
DEPARAFINIZASYON 60°C etiivde 1GECE
DEPARAFINIZASYON KSILENI 30DAKIKA
DEPARAFINIZASYON KSILENII 30DAKIKA
REHIDRATASYON %95 ALKOL 2DAKIKA
%80 ALKOL 2DAKIKA
%70 ALKOL 2DAKIKA
%60 ALKOL 2DAKIKA
YIKAMA DISTILESU 10DAKIKA
PBS 10DAKIKA
HAVUZCUK DAKOPEN
OI TIISTITRMA . .
TRIPSIN37°C etiivde 10DAKIKA
YIKAMA PBS 3x5DAKIKA
PEROKSIDAZ BLOK %3 HIDROJEN PEROKSIT SDAKIKA
YIKAMA PBS 3x5DAKIKA
BLOKLAMA Non-immiinbloklamasoliisyonu 1SAAT
PRIMER ANTIKORLAR | anti- mTORC1,anti- mTORC2, anti- IGF1, anti- | 18SAAT (+4°C
PI3K, anti-pAKT1/2/3,anti-ERK1,anti- pERK1/2. | nemli ortamda)
YIKAMA PBS 3x5DAKIKA
SEKONDERANTIKOR BIYOTINLE ISARETLI SEKONDER 30DAKIKA
YIKAMA PBS 3x5DAKIKA
STREPTAVIDIN 30DAKIKA
YIKAMA PBS 3x5DAKIKA
BOYAMA DAB(Diamino benzidine) 10DAKIKA
YIKAMA DISTILE SU 3x5DAKIKA
ARTALANBOYAMA MAYER’S HEMATOKSILEN 3DAKIKA
YIKAMA DISTILE SU 10DAKIKA
KAPAMA ENTELLAN
INCELEME OLYMPUSMARKAISIKMIKROSKOBU
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3.6.2. TUNEL Boyamasi

TUNEL immunositokimyasi: TUNEL yéntemi lle apoptotik hiicre
Oolumundn belirlenmesinde ApopTag Plus Peroxidase In Situ Apoptosis
Detection (Kit S7101, Millipore) kiti kullanildi. Bes ym kalinhdindaki parafin
bloklardan alinmis kesitler 1 gece 60°C’lik etiivde isi ile deparafinize edildi.
Ardindan 1 saat ksilen ile kimyasal deparafinize edildikten sonra azalan alkol
serileri (%95, %80, %70, %60) ile 2’ser dakika rehidratasyon uygulanarak 5
dakika PBS ile oda isisinda yikandi. Daha sonra kesitler 20 ug/ml Proteinaz
K ile 15 dakika 37°C’de muamele edildi. Tekrar PBS ile yikamay! takiben oda
Isisinda 5 dakika %3’luk hidrojen peroksit uygulamasi yapildi ve 5 dakika
PBS ile yikandi. Kesitler 5 dakika Equilibration buffer ile oda isisinda
tutulduktan sonra TdT-enzimi ile nemli atmosferik ortamda 37°C’de 60 dakika
plastik cover slipler kesitleri kapatacak sekilde bekletildi. Stre sonunda
yikama yapmadan Stop/Wash buffer ile 15 dakika inkibasyonun ardindan 5
dakika PBS ile oda isisinda yikandi. Kesitlere 30 dakika oda isisinda anti-
Digoxigenin Conjugate ile muamele edildi. Bes dakika PBS ile oda isisinda
yikandi ve ardindan DAB (Diaminobenzidin) ile boyama yapildi, birka¢ kez
distile su ile yilkama yapildi. Artalan boyamasi Mayer's Hematoksilen'i ile
yapildiktan sonra tekrar distile su ile yikama yapildi. Sonra sirasiyla %80 ve
%95’lik alkol serilerinden gecirilip havada kurutulan kesitler seffaflastirma
amaciyla 30’ar dakika iki degisim ksilende tutulduktan sonra entellan (UN
1866, Merck, Darmstadt, Germany) ile kapatildi. Isik mikroskobunda

incelenerek gruplar arasindaki farkliliklar degerlendirildi (Tablo 3.6.2).
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Tablo 3.6.2: TUNEL yontemi.

ISLEM MADDE SURE
Deparafinizasyon 60°C etiivde 1 gece
Deparafinizasyon Ksilen 30 dakika
Ksilen 30 dakika

Rehidratasyon %095 alkol 2 dakika
% 80 alkol 2 dakika

% 70 alkol 2 dakika

% 60 alkol 2 dakika

Yikama Distile su 10 dakika
Dokularin etrafini ¢izme Dakopen

Yikama PBS 3x5 dakika
Proteinaz K soliisyonu 30 dakika

Yikama Distile su 3x5 dakika
Tamponlama Equilibration soliisyonu 10 dk

Tdt Labelling soliisyonu |5 dk

Tdt Enzim soliisyonu 37°De 1 saat

Stop-wash soliisyonu 5 dakika

Yikama Distile su 3x5 dakika
Streptavidin HRP 10 dakika

Yikama PBS 3x5 dakika
Boyama DAB boyasi 10 dakika
Yikama Distile su 10 dakika
Zit boyama Mayres’s Hematoksilen 5 dakika
Rehidratasyon

Kapama

Deparafinizasyon 60°C etiivde 1 gece

immunositokimyasal boyamalarinin bilgisayar ortamina aktarilan
géruntuleri Uzerinde yapilan degerlendirmelerde boyamanin yogunlugu ve

dagihmi baz alinarak skorlama yapildi. Skorlamada kemik olusumunun sGtir
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kapanmasi Uzerine olan gelisimi ¢gogalma belirteci olan PCNA ile, oksidatif
stress parametreleri agisindan eNOS ve iNOS ile, apoptoz igin ise TUNEL
yontemi ile degerlendirildi. Skorlama en az (+1) ile en ¢ok (+5) arasinda
ornekleri bilmeyen bagimsiz bir gézlemci tarafindan puanlama yapilarak

gerceklestirildi.
3.7. istatistiksel Yontem

Deneklere ait tum histolojik ve immunohistokimyasal veriler ile
makroskopik kalvariyal élcimlere ait veriler; PC bilgisayarda Graphpad (3.1,
USA) istatistik programi ile degerlendirildi. Buna goére deney ve kontrol
gruplari arasindaki dagilimin farkhhgi, Kruskal Wallis ve onun Posthoc
testiyle degerlendirildi. Histolojik iyilesme surecinin morfolojik dlgumlerle

korelasyonu Spearman testiyle test edildi. Gruplar arasi farklihk “p” degeri

0.05’ten kuguk oldugunda anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1. Makroskopik Bulgular

Tavuk Embriyoloji Laboratuar’nda gerceklestirilen bu deneysel
arastirma icin 2., 4., 6. ve 8. gunlerde yine dnceden tarif edildigi gibi uygun
teknik ile umblikal kord etrafina 0,1 ve 0,01 pg/ml PBS iginde anti-bFGF-2
bloklama antikoru Tuberkulin (PPD) enjektorleri ile verildi. Deney gruplari
birinci grup kontrol, 2. grup sadece PBS, 3. grup 0,01 pug/ml anti-FGF-2 ve 4.
grup 0,1 ug/ml anti-bFGF-2 olacak sekilde 4 grup olusturuldu. Uygulamalar
sonrasinda embriyolar 15. gun tamamlandiginda sakrifiye edildi, Bouin
solisyonunda fiksasyonun ardindan parafin ile bloklandilar. Bloklardan 5

M’luk kesitler alind1 ve H-E boyama ydntemiyle boyandi.

Makroskopik degerlendirmede butin érneklerde belirgin bir patoloji
saptanmadi. Az bir miktar yumurta iginde embriyo gelismedigi igin

degerlendiriimeye alinmadi (Sekil 4.1).

Sekil 4.1: Sakrifiye edildikten sonra kemik 6rnekleri alinan ve dlgim

icin temizlenen 15 gunluk pilic embriyo kraniumlari.

Alinan érnekler Bouin fiksatifinde 48 saat bekletildikten sonra gozler ve
medulla spinalis referans noktalar olacak sekilde alt ylizey ve gaga kismi

cikartildi. Kafa sutdrlerini barindiran tas seklindeki kafa kismi enden en genis
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kismi referans alinarak kesildi. Rutin bouin takip serisinden gegirildi. Takibin
ardindan kesitler kesilen yluzeyden kafa kemik kismi 90 derece dik olacak
sekilde parafin ile bloklandi ve 5 p’luk kesitler alinarak histokimyasal ve

immunohistokimyasal boyamalara hazirlandi.
4.2. Morfolojik Olgiimler

Deneklerin kafataslari ile ilgili dlcumler, derileri ¢ikarildiktan sonra
suturler gorunur hale getirilerek bir kompas yardimi ile Moss metoduna

(55,74) uygun olarak morfolojik dlgumler yapildi (Sekil 4.2.1).

Coronal Suture

Undifferentiated

Mesenchyme \ +4
Sagittal Suture \l!
~
Posterior l.—%—
e |

Occipital Cartilage T -

Anterior

Metopic
(Frontal) Suture

Parietal Bone !
G Frontal Bone

>

1) Saggital siitur
2) Frontal bone
3) Coronal siitur

Sekil 4.2.1: Makroskobik degerlendirmede sutarlerin dlgimleri igin

kullanilan parametreler (55,74).

TUm gruplar igin elde edilmis morfolojik élgim degerleri sonucunda
kontrol ile karsilastirildiginda suttr olgumlerinin sham grubunda biraz daha
az oldugu ancak anlamli bir fark izlenmedigi (p>0,05), deney gruplarinda ise
0,1 pg/ml anti-bFGF-2 verilen grupta kafa caplarinda anlamli (p<0,05) bir
azalma oldugu ancak antikor dilusyonu ile bu azalmanin sham grubuna kadar

geriledigi goruldu (Tablo 4.2.1).
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Tablo 4.2.1: Sagital kafa ¢aplarinin degerlendiriimesi.

FGF-2 BLOKLAMASININ KAFA KEMIK
OLCUMLERINE ETKISI
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SAGITTALOLCUMLER

Tdm gruplar igin elde edilmis morfolojik 6lcim degerleri sonucunda

sagital ile karsilastinldiginda daha az olan frontal dlgumler igin, kontrol ile

karsilastirildiginda satir élgimlerinin sham grubu ile benzer oldugu ve farkin

istatistiksel olarak anlamsiz oldugu (p>0,05), deney gruplarinda ise 0,1 ug/ml

anti-bFGF-2 verilen grupta az anlamli sekilde kafa ¢aplarinda azalma oldugu

ancak antikor dilisyonu ile bu azalmanin degismedigi goruldu (Tablo 4.2.2).

Tablo 4.2.2: Frontal kafa ¢aplarinin degerlendirilmesi.

FGF-2 BLOKLAMASININ KAFA KEMIK
OLCUMLERINE ETKISI
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Sagital ve frontal ile kargilastirildiginda daha az olan koronal dlgumler
icin, kontrol ile karsilastirildiginda suttr dlgumlerinin sham grubu ile benzer
oldugu ve farkin anlamsiz oldugu (p>0,05), deney gruplarinda ise 0,1 ug/ml
anti-bFGF-2 verilen grupta belirgin ve anlamli sekilde (p<0,05) kafa
c¢aplarinda azalma oldugu ancak antikor dilisyonu ile bu azalmanin

degismedigi ancak erken donemde daha etkili oldugu bulundu (Tablo 4.2.3).

Tablo 4.2.3: Koronal kafa ¢aplarinin degerlendirilmesi.

FGF-2 BLOKLAMASININ KAFA KEMIK
OLCUMLERINE ETKISI
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4.3. Histolojik Bulgular

FGF-2 bloklama yapilan, kontrol ve sham (PBS) gruplarindan elde
edilen E15 histolojik kesitleri H-E, MT ve AR ile boyandi. Bloklama yapilan
grubun 2. ve 4. gin denekleri arasinda anlamli bir farkhlik saptanmadi.
Kraniyosinostoz deneyi icin 4 gln sure ile inklibe edilen tavuk embriyosuna
yapilan 0,1 pg/ml anti-bFGF-2 uygulamasi sonrasinda 11 giin daha inklibe
edilerek 15 gunlik embriyo olmasi saglanan orneklerde bouin takibi ile
parafin gdmme H-E, MT ve AR boyamalari yapilarak alinan sagital kesitlerde
g6z seviyesine kemik dokunun etrafinda suatir alanlarinin varhigr kiaguk
blylitmede goérildi. E4 PBS uygulamasinda dorsal kafa kemiklerinde

trabekuler kemik olugumlari ve kemikler arasindaki sutur alaninin dar oldugu
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H-E boyamasinda go6zlendi. MT boyamasinda da trabekuler kemik olusumlari
ve etrafindaki bag doku elemenlarinin varligi gozlendi ayrica kemik doku
icerisinde kikirdaga ait bag doku alanlari gézlenmedi. AR boyamasinda PBS
grubunda kemik olusumunun gerceklestigi ve kemik doku igerisinde kalsiyum
birikintilerinin varhgr goézlendi. E4’'te anti-bFGF-2 verilen grupta ise H-E
boyamasinda dorsal kemiklerde trabekller kemik olusumunun daha az
oldugu ve sutur alanlarinda agikligin ileri derecede genis oldugu gozlendi.
MT boyamasinda kemik olusmasi gereken alanlarda bag doku elemanlarinin
varhgi saptandi. AR boyamalarinda trabekuler kemik alanlarinda kalsiyum

birikiminin kontrol ve PBS grubuna gore azligi fark edildi (Tablo 4.3.1).
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Tablo 4.3.1: E4 deneklerinde PBS ve anti-bFGF-2 uygulamalari

sonrasinda E15 morfolojik ve histolojik kiiglik buyutme goérintdleri.

E4 Anti-bFGF-2 UYGULAMASININ E15 HISTOKIMYA BULGULARI

E4 PBS E4 0,1 pg/ml anti-bFGF-2

MM
X10

HE
X40

MT
X40

AR
X40

49




PBS uygulamasi yapilan E4 drneklerin X100 buyutmelerinde H-E, MT
ve AR boyamalarinda dorsal kafa kemiklerinde trabekuler kemik olugumlari
ve kemikler arasindaki sutir alaninin dar oldugu goézlenmektedir. PBS
grubunda olugan trabekuler kemikler icerisinde kemik iligi alanlarinin varhgi
gorulmektedir. PBS grubu MT boyamasinda da trabekuler kemik olusumlari
ve etrafindaki bag doku elemenlarinin varligi gézlenirken, ayrica kemik doku
icerisinde kikirdaga ait bag doku alanlari gézlenmektedir. E4 anti-bFGF-2
uygulanan grupta MT boyamasinda kikirdak alanlarin yogunlugu bu alanlar
icerisinde olugsmasi beklenen trabekuler kemiklerin azligi ve kemik iligi
alanlarinin azhg1 goézlenmektedir. AR boyamasinda PBS grubunda kemik
olusumunun gergeklestigi ve kemik doku igerisinde kalsiyum birikintilerinin
varhgi gdzlenmekte. E4 icin anti-bFGF-2 verilen grupta ise AR boyamasinda
dorsal kemiklerde trabekuler kemik olusumunun daha az oldugu ve kemik
doku icerisinde kalsiyum biriken alanlarin daha az oldugu gézlemlenmektedir
(Tablo 4.3.2).
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Tablo 4.3.2: E4 deneklerinde PBS ve anti-bFGF-2 uygulamalari

sonrasinda E15 morfolojik ve histolojik buylk buyttme goérintdleri.

E4 Anti-bFGF-2 UYGULAMASININ E15 HISTOKIMYA BULGULARI

E4 0,1 pg/ml anti-bFGF-2

HE
X100

MT
X100

VK
X100
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PBS uygulamasi yapilan E6 6rneklerin X40 buyutmelerinde H-E, MT
ve AR boyamalarinda dorsal kafa kemiklerinde trabekuler kemik olugumlari
ve kemikler arasindaki sudtur alanlarinin oldugu goézlenmektedir. PBS
grubunda olusan trabekuler kemikler igerisinde kemik iligi alanlarinin artmis
varhgi gorulmektedir. PBS grubu MT boyamasinda da trabekller kemik
olusumlari ve etrafindaki bag doku elemenlarinin olagan varlgi
g6zlenmektedir. PBS grubunun AR boyamalarinda tarabekuler kemik alanlari
ve kemik igerisinde bulunan kalsiyum birikintileri gorulmektedir. E6 anti-
bFGF-2 uygulanan grupta H-E boyamasinda dorsal kemiklerin olagan kemik
olusumuna gore daha ince oldugu ve satur alanlarinin acgikhgi
gozlenmektedir. MT boyamasinda kikirdak alanlarin yogunlugu, kemik iligi
alanlarinin azhg1 goézlenmektedir. AR boyamasinda PBS grubunda kemik
olusumunun gercgeklestigi ve kemik doku igerisinde kalsiyum birikintilerinin
varligi gozlenmektedir. E6 da anti-bFGF-2 verilen grupta ise AR
boyamasinda dorsal kemiklerde trabekller kemik olusumunun azhgr ve
kemik doku igerisinde kalsiyum biriken alanlarin daha az oldugu
g6zlenmektedir (Tablo 4.3.3).
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Tablo 4.3.3: E6 deneklerinde PBS ve anti-bFGF-2 uygulamalari

sonrasinda E15 morfolojik ve histolojik klicik blyutme gorintuleri.

E6 Anti-bFGF UYGULAMASININ E15 HISTOKIMYA BULGULARI
E6 PBS E6 0,1 pg/ml anti-bFGF-2

MM
X10

HE
X40

MT
X40

AR
X40

PBS uygulamasi yapilan E6 6rneklerin blytk buyutmelerinde H-E, MT
ve AR boyamalarinda dorsal kafa kemiklerinde trabekuler kemik olugumlari
ve kemikler arasindaki sutur alanlarinda kikirdak dokunun varligi ve sutur

alanlarinin kapanmis oldugu gézlenmektedir. PBS grubun H-E boyamasinda
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olusan trabekuler kemikler icerisinde kemik iligi alanlarinin varhgi
gorulmektedir. PBS grubu MT boyamasinda da trabekuler kemik olusumlari
ve etrafindaki bag doku elemenlarinin varligi gézlenirken, ayrica kemik doku
icerisinde kikirdaga ait bag doku alanlari gézlenmektedir. E6 anti-bFGF-2
uygulanan grupta H-E boyamasinda kikirdak alanlarin yogunlugu bu alanlar
icerisinde olusmasi beklenen trabekuler kemiklerin azligi ve kemik iligi
alanlarinin azhgi gézlenmektedir. E6 MT boyamasinda bag doku alanlarinin
genisligi ve kikirdak dokusu go6zlenmektedir. AR boyamasinda PBS
grubunda kemik olusumunun gerceklestigi ve kemik doku igerisinde kalsiyum

birikintilerinin varhd1 gdézlenmektedir (Tablo 4.3.4).

Tablo 4.3.4: E6 deneklerinde PBS ve anti-bFGF-2 uygulamalari

sonrasinda E15 morfolojik ve histolojik buyuk buyltme gorintileri.

E6 Anti-bFGF-2 UYGULAMASININ E15 HISTOKIMYA BULGULARI
E6 0,1 pg/ml anti-bFGF-2

é .\

HE
X100

MT
X100

AR
X100
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PBS uygulamasi yapilan E8 6rneklerin kiiguk bayutmelerinde H-E, MT
ve AR boyamalarinda dorsal kafa kemiklerinde trabekuler kemik olugumlari
ve kemikler arasindaki sutur alanlarinin kapanmis oldugu goézlenmektedir.
PBS grubun H-E boyamasinda olusan trabekuler kemikler igerisinde kemik
iligi alanlarinin varligi goérulmektedir. PBS grubu MT boyamasinda da
trabekuler kemik olusumlari ve etrafindaki bag doku elemenlarinin varhgi
gozlenirken, ayrica kemik doku icerisinde kikirdaga ait bag doku alanlari
g6zlenmektedir. E8 anti-bFGF-2 uygulanan grupta H-E boyamasinda
kikirdak alanlarin varligi ve bu alanlar igerisinde trabekller kemiklerin
olustugu gozlenmektedir. E8 MT boyamasinda bag doku alanlarinin ve
kikirdak dokusunun yerini kemige birakmaya bagsladigi gézlenmektedir. AR
boyamasinda E8 anti-bFGF grubunda kemik olusumunun gercgeklestigi ve
kemik doku igerisinde kalsiyum birikintilerinin varhgr gézlenmektedir (Tablo
4.3.5).
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Tablo 4.3.5: E8 deneklerinde PBS ve anti-bFGF-2 uygulamalari

sonrasinda E15 morfolojik ve histolojik klicik blyutme gorintuleri.

E8 Anti-bFGF-2 UYGULAMASININ E15 HISTOKIMYA BULGULARI
E8 PBS E8 0,1 pg/ml anti-bFGF-2

MM
X10

HE
X40

MT
X40

AR
X40

PBS uygulamasi yapilan E8 orneklerin buyuk buyutmelerinde H-E, MT
ve AR boyamalarinda dorsal kafa kemiklerinde trabekuler kemik olugumlari
ve kemikler arasindaki sutur alanlarinin kapanmig oldugu gozlenmektedir.
PBS grubun H-E boyamasinda olusan trabekuler kemikler igerisinde kemik

iligi alanlarinin varhgi gorulmektedir. PBS grubu MT boyamasinda da
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trabekuler kemik olugumlari ve etrafindaki bag doku elemenlarinin olagan
varligi gozlenirken, ayrica kemik doku icerisinde kikirdaga ait bag doku
alanlari gézlenmektedir. AR boyamasinda PBS grubunda olusan kemiklerin
kalsiyum birikintilerinin normal oldugu go6zlenmektedir. E8 anti-bFGF-2
uygulanan grupta H-E boyamasinda dorsal kemiklerde trabekuler kemik
alanlar1 arasinda gorulen sutur araliginda kikirdak olusumunun tamamlandigi
gorulmektedir. E8 MT boyamasinda sutur araliginda gorilen bag dokunun
yerini kikirdak dokunun aldigi ve kemiklesmenin arttigi goérulmektedir. AR
boyamasinda E8 anti-bFGF-2 grubunda kemik olusumunun gergeklestigi ve
kikirdak doku igerisinde kalsiyum birikintilerinin varligi goértlmektedir (Tablo
4.3.6).
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Tablo 4.3.6: E8 deneklerinde PBS ve anti-bFGF-2 uygulamalari

sonrasinda E15 morfolojik ve histolojik buyuk buyutme goruntuleri.

E8 Anti-bFGF-2 UYGULAMASININ E15 HISTOKIMYA BULGULARI

E8 PBS E8 0,1 pg/ml anti-bFGF-2
X/a T ‘ - “ ‘ ‘_':
HE
X100
MT
X100
2 LY % - .
\ -
/'/ \
AR — L RN ; '
L % % b
X100 Y - -

E15 uygulama yapilmayan kontrol grubunda H-E boyamasinda kafa
dorsal kemikleri arasindaki suturlerin tamamen kapandigi ve trabekuler
kemik olusumunun tamamlandigi gorulmektedir. MT boyamasinda olusan
trabekller kemik icerisinde kemik iligi alanlarinin varhgr ve hucresel
elemanlarin yogunlugu izlenmektedir. Kemik etrafinda yer alan bag doku
elemenlarinin  varligi  gozlenmektedir. AR  boyamasinda olusumu
tamamlanmig trabekuler kemik icerisinde kemik iligi alanlari, kemik
alanlarinda kalsiyum birikiminin varligi gézlenmektedir (Tablo 4.3.7).
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Tablo 4.3.7: Higbir islem yapilmamis kontrol grubunun E15 morfolojik

ve histolojik kuguk ve buyuk buyutme goruntuleri.

KONTROL GRUBUNUN E15 HISTOKIMYA BULGULARI

MM
X10

H-E

MT

AR
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Yapilan morfometrik skorlama sonucunda kemiklesme asamasinda

sutlrlerin histokimyasal olarak incelemesi yapildi (Tablo 4.3.8).

Tablo 4.3.8: Sitokimyasal Bulgularin Skorlama Analizleri.

Anti-bFGF-2 uygulamasinin E15
siitir kemiklesmesine etkisi

B KONTROL B SHAM W E4-antiFGF2 M ES-AntiFGF2
5 T

|

ort+SD
W

HE AR

4.4. immunositokimyasal Bulgular

E15 o6rneklerinde yapilan immun boyamalarda, kontrol grubu olarak
primer antikor yerine PBS konmus boyamalarda arka planda yikamadan
kalan boyamalarin digsinda 6zglin boyanma izlenmedi ve yapilan
immunositokimya boyamalarinin 6zgiin boyamalar oldugu goruldi. Kullanilan
parametrelerde PCNA, iINOS, eNOS ve TUNEL boyamalarinda tim
boyamalar igin bazal bir seviyenin var oldugu ancak bloklama yapilmis
orneklerde artmis NOS boyamalarina parelel TUNEL immun pozitifligi izlendi
(Tablo 4.4.1).
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Tablo 4.4.1: E4 orneklerinde yapilan uygulamalarin gruplar arasinda
kargilagtirmalari agisindan E15 immunositokimyasal kuguk buylatme
goruntuleri.

E4 Anti-bFGF-2 UYGULAMASININ E15 IMMUNOHISTOKIMYA BULGULARI

E4 0,1 pg/ml anti-bFGF-2 KONTROL

KNT X40

PCNA X40

ENOS X40

INOS X40

TNL KNT X40

TNL X40
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E15 oOrneklerinde yapilan immun boyamalarin bayuk buyutmelerinde
kontrol grubu olarak primer antikor yerine PBS konmus boyamalarda arka
planda yilkamadan kalan boyamalarin disinda 6zgun boyanma olmadigi daha
net olarak izlendi. Kontrol amagli boyamalar ile karsilsatirildiginda primer
antikor boyamalarinin 6zgun olduguna karar verildi. Bluyuk buyutmelerde
boyamalarin incelenen parametrelerde PCNA, iINOS, eNOS ve TUNEL
boyamalarinda nukleer boyamalar oldugu saptandi. Ayrica yine tim
boyamalar igin bazal bir seviyenin var oldugu goruldu. Bu bazal seviyenin
bloklama yapilmig orneklerde arttigi bulundu. Artmis NOS boyamalarina
parelel TUNEL immun pozitifligi artmis oksidatif strese cevap olarak apoptotik

hdcre 6lumunun varhgi izlendi (Tablo 4.4.2).
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Tablo 4.4.2: E4 orneklerinde yapilan uygulamalarin gruplar arasinda
kargilagtirmalari agisindan E15 immunositokimyasal buyuk buyatme

goruntaleri

E4 Anti-bFGF-2 UYGULAMASININ E15 IMMUNOHISTOKIMYA BULGULARI

E4 PBS E4 0,1 pg/ml anti-bFGF-2 KONTROL

PR AT

i.

KNT X100

PCNA X100

ENOS X100

iNOS X100

TNL KNT 400

TNL X400
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E8 uygulama yapilmis deneklerin E15 6rneklerinde yapilan immun
boyamalarda, kontrol grubu olarak primer antikor yerine PBS konmus
boyamalarda arka planda yikamadan kalan boyamalarin disinda 6zgin
boyanma izlenmedi ve yapilan immunositokimya boyamalarinin 6zgun
boyamalar oldugu géruldu. Kullanilan parametrelerde PCNA, iINOS, eNOS ve
TUNEL boyamalarinda tum boyamalar igcin bazal bir seviyenin var oldugu
ancak bloklama yapilimis Orneklerde artmis NOS boyamalarina parelel
TUNEL immun pozitifligi izlendi. Bu bazal seviyenin bloklama yapilmis
orneklerde arttigl bulundu. Artmis NOS boyamalarina parelel TUNEL immun
pozitifligi artmis oksidatif strese cevap olarak apoptotik hicre olumundn
varligi izlendi (Tablo 4.4.3).
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Tablo 4.4.3: E8 orneklerinde yapilan uygulamalarin gruplar arasinda

karsilastirmalari  agisindan

goriantuleri.

E15 immunositokimyasal kuguk buyltme

E8 Anti-bFGF-2 UYGULAMASININ E15 IMMUNOHISTOKIMYA BULGULARI

E8 PBS

E8 0,1 pg/ml anti-bFGF-2 KONTROL

KNT X40

i

PCNA X40

ENOS X40

INOS X40

TNL KNT X40

TNL X40
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E8 uygulama yapilmis deneklerin E15 6rneklerinde yapilan immun
boyamalarda, kontrol grubu olarak primer antikor yerine PBS konmus
boyamalarda arka planda yikamadan kalan boyamalarin disinda 6zgin
boyanma izlenmedi ve yapilan immunositokimya boyamalarinin 6zgun
boyamalar oldugu goruldu. Kullanilan parametrelerde PCNA, iNOS, eNOS ve
TUNEL boyamalarinda tum boyamalar igcin bazal bir seviyenin var oldugu
ancak bloklama yapilimis Orneklerde artmis NOS boyamalarina parelel
TUNEL immun pozitifligi izlendi. Bu bazal seviyenin bloklama yapilmig
orneklerde arttigl bulundu. Artmis NOS boyamalarina parelel TUNEL immun
pozitifligi artmis oksidatif strese cevap olarak apoptotik hicre olumundn
varligi izlendi (Tablo 4.4.4).
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Tablo 4.4.4: E8 orneklerinde yapilan uygulamalarin gruplar arasinda

kargilagtirmalari

goriantuleri.

agisindan E15 immunositokimyasal

biyik blyitme

E8 anti-bFGF-2 UYGULAMASININ E15 IMMUNOHISTOKIMYA BULGULARI

E8 PBS

KNT X100

PCNA X100

ENOS X100

INOS X100

TNL KNT X400

TNL X400

KONTROL
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Yapilan morfometrik skorlama sonucunda kemiklesme asamasinda
sutarlerin  immunositokimyasal olarak c¢ogalmalari agisindan PCNA ile
incelemesi yapildi (Tablo 4.4.5).

Tablo 4.4.5: Immunositokimyasal bulgularin gogalma belirteci PCNA

icin skorlama analizleri.

Anti-bFGF-2 uygulamasinin E15
siitir kemiklesmesine etkisi

4 T - T
2
1
0

KONTROL SHAM Ed-aAntiFGF2 E8-AntiFGF2

ort+SD
W

Yapilan morfometrik skorlama sonucunda kemiklesme asamasinda

sutdrlerin immunohistokimyasal olarak incelemesi yapildi (Tablo 4.4.6).

Tablo 4.4.6: Bulgularin skorlama analizleri.

Anti-bFGF-2 uygulamasinin E15
siitir kemiklesmesine etkisi

B KONTROL HSHAM W E4-antiFGF2 M ES-AntiFGF2

ort+SD
W

eNOS INOS TUNEL

68



5. TARTISMA

Bu calismada anti-bFGF-2 antikor bloklamasi kullanilarak, kontrol ve
sham (PBS) ile karsilastirildiginda 6zellikle E8 tavuk embriyolarinda yuksek
dozda yapilan uygulamada 6énemli bir fark saptandi. E15 tavuk embriyolarinin
suturleri morfolojik, histolojik ve protein duzeyinde incelendiginde beklenen
sutur kapanmasinda erkenlesmenin aksine gecikmenin olustugu 6nemli bir
bulgu olarak ortaya kondu. Bu bulgunun FGF duzenlemesinde sutur
kapanmasindaki rolinu ortaya koymakla kalmayip doz farklihginin degisik
etkiler olusturduguna isaret etti. Bu bulgularin klinik anlamhligi ileri ¢aligmalar
ile ortaya konabilecek ve magdur olan hastalar igin tedavi agisindan énemili

bilgiler kazaniimasini saglayacaktir.

Kraniyosinostoz klinik olarak kolayca taninabilen, radyoloji ile ortaya
konulan ancak mekanizmasi tam olarak anlasilamamis bir sendromdur. Fetal
kraniumda, intramembran6z kemiklesme kemiklerin merkezinden perifere
dogru radyal sekilde ilerler ve osteojenik kenarlar zaman iginde birbirlerine
yaklasir.  Osteojenik  kenarlar  diferansiye  olmamis hicreler ve
preosteoblastlardan olugur. Zaman iginde karsi karsiya gelen kenarlardan
kranial suturler olugur. Beyin buyumesi devam ederken osteojenik
kenarlardan kemik yapimi da devam eder; ancak komsu kemikle herhangi bir
temas veya kaynama olmaz. Bir teoriye gore karsl karsiya gelen osteojenik
kenar hucrelerinde apopitoz veya programli hucre olumu gerceklesmesi bu
temasi engellemektedir (75). Dura materin, kranial suttrlerin biyolojisinde
onemli rol oynadigi bilinmektedir. Duranin bu etkisini, Ustteki suturlere sikica
bagli oldugu fibroz ligamanlarla veya blylume faktorleri yoluyla ilettigi
seklinde c¢esitli gorusler mevcuttur. Satlr biyolojisini etkileyen buylime

faktorlerinin internal periost gibi davranan duradan kaynaklanarak etki ettigi
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dugunulmektedir (76). Fiziksel kuvvetlerin ortada olmadigi bir doku kulturu
calismasinda sutur ve dura arasindaki bilgi aligverisi veya isaretlesmenin,
parakrin yolla bazi bluylume faktorleri tarafindan saglandigi gosterilmistir (77).
Diger arastiricilar tarafindan yapilan c¢alismalarda da, blyime faktorlerinin
kranial suturlerin kapanmasini duzenleyici, parakrin bir etkileri oldugu
gOsterilmistir (47,64,78). Yapilan c¢alismalarda fibroblast kokenli blyime
faktorlerinin  kranial sutlrlerin agik kalmasini saglayan satur-dura arasi
iletisimi  saglayan maddeler oldugunu ve kranial kaide kuvvetlerinden
bagimsiz olarak fetal sutir morfogenezinde etkili olduklarini ileri stirmuglerdir
(76,77). Ayrica bu faktorlerin kranial suturlerdeki gelisim patolojilerine bagli
olarak, kraniofasial anomalilerde de rol oynadigr gosterilmigtir. Bizim
calismamizda go6zlenen bulgular yapilan ¢alismalar ile uyumlu olup, FGF’Un

kafa kemiklerinin gelisimi sirasinda dnemli rol oynadigina isaret etmektedir.

Vertebralilarin kafatasi U¢ bileskeden meydana gelen moduler bir
yaplya sahiptir. Kranial ¢ati ¢cogunlukla néral krest kokenli ektomezenkimal
hlcrelerden olugsmaktadir. Bu néral krest kokeni sadece osteojenik hticreleri
icermemekte kranial ¢ati digindaki sutltrlerde da 6zellikle buylime zonlarinda
bulunmaktadir. Kranial c¢atinin normal gelisimi osteoblasta farklilasan
hlcreler ile osteojenik prekursorlerin ¢ogalmasindaki dengeye baglidir.
Bolgeye, yasa ve sagliga baglh olarak suturler agik kalmakta ve kranial
¢atinin buyuyen beyin ile uyumlu iligkisi saglanmaktadir. Bu ¢ogalma ile
farkhilasma arasindaki dengeyi etkileyen bir diger faktérde altta yatan duradir
(61,62,63). Bu buyume ile farkhlasma arasindaki iligki suttrler i¢in de édnemli
olup normal kafatasi gelisimini yonlendirmektedir. Bu iliskileri yénlendiren bir
diger faktér de rostral beyinde bulunan FGF ailesinin 8, 18 ve 14 numarali
uyeleridir. Ozellikle orta beyin gelisiminde FGF-8 ve FGF-18'in rolii daha da
onemli gbéziukmektedir. FGF-13'de burada yer almaktadir (54). Bizim
uygulamalarimizda FGF-2 hedef olarak kullanildi ve anlamli farklilik olusmasi
saglandi. E2, E4, E6 ve E8 gibi diger gruplarda da olusan farkhligin devam
ettigini gorduk. Bu sonuglar ile tavuk embriyo geligsiminin ge¢ evrelerinde

daha da belirginlesen doza bagimli bir etkinin olustugunu saptadik.
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FGF reseptor mutasyonlari Apert, Crouzon, Pfeiffer ve daha nadir
gorilen  birgcok  kraniyosinostoz  sendromlarindaki temel sebeptir.
Mutasyonlarin 6nemli bir kismi FGFR2’den kaynaklanmakta, daha az bir
kismi FGFR®3’ten, bir tanesi de FGFR-1'den kdken almaktadir (11). FGFR-4
kaynakli bir mutasyon henuz gosterilememistir. Prostaglandinler humoral bir
mekanizma ile artrit, periodontal hastaliklar, osteomyelit ve kirik gibi kemik
rahatsizliklarinda lokal kemik rezorbsiyonuna veya olusumuna etki
etmektedirler (79). Genetik olarak modellenen kraniosnostoz karmasikhgi ve
etkinin olusmasindaki farklliklar nedeni ile daha zor ¢alisiimakta bu nedenle
protein veya reseptor dizeyinde vyapilan modellemelerde daha kolay
calisilarak temel mekanizmalar anlagsiilmaya c¢alisiimaktadir (55). Bu
calismada bu nedenle hedef olarak secilen FGF-2 proteini antikor yardimi ile
bloklandi ve olugsan etki incelendi. Moore ve ark. nin yaptigi benzer bir
calismada hem kafa suturlerinin hem de ekstremitelerin gelisimi incelenmis
ve bizim bulgularimizla geligsen bir kraniyosnostoz durumu ortaya konmustur
(55). Kendi ¢alismalarinda kafa kemikleri ile ekstremite kemikleri arasinda da
benzer celiskiyi yazarlar farkli dizeyde etkiye ve buna bagli reseptor cevabi
ile aciklamislardir. Benzer sekilde bizim c¢alismamizda da farkl
konsantrasyonlarda yapilan bloklamanin farkli etki gosterdigi ortaya ¢ikmis
ve bunun acgiklamasinda yer alacadir dusunulmustar. Kranial sutdrlerin
gelisiminde FGF icin gergeklesen rol iki farkli bicimde olabilir. Dislk dozda
farkhlasmaya yonlendiren FGF ylksek dozda ¢ogalmayi sitimule etmektedir.
Bizim g¢alismamizda da bu etki duguk doz etkisine benzer gozukmektedir. Bu
nedenle bizim c¢alismamizda kraniyosinostoz bulgularindan ziyade
kikirdaklagsma hakimiyeti goruldu. Bu da Moore ve arkadaslarinin yaptigi

benzer calismada yapilan agiklama ile uyumlu bulundu (55).

TGF-B, IGF-2, FGF gibi blyime faktorlerinin, kranial suturlerin ve
kranial defektlerin kapanmasinda parakrin yolla dizenleyici bir roli oldugu
bilinmektedir. Kapanmakta olan kranial sutdrlerde, TGF-B
immunreaktivitesinin arttigi, acik sutlrlerde ise isaretlenmenin az oldugu
veya olmadigi gosterilmistir. Ayrica kraniumda cilt alti dokuya verilen TGF-

B’nin periost tabakasinda proliferasyon ve yeni kemik yapimina yol actigi da
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gosterilmistir (11,62). Bir calismada TGF-B isaretlenmesinin, deney ve
kontrol gruplarinda frontal sdturin aktif kemiklesme surecinde oldugu
onbesinci gunde; sagital sutlrde ise aktif sirecin devam ettigi onbesinci ve
otuzuncu gunlerde, bag dokusundaki fibroblastlar ve yeni kemik matriksini
sentezlemekte olan osteoblast gruplarinda arttigr izlenmigtir (12). Diger
blyime faktorlerinin etkisi bizim bulgularimiz agisindan da ©6nem
tasimaktadir. Bloklama ile diger buyime faktorlerinin nasil etkilendigi veya
kompanze etmek amach nasil bir organizasyona gittigi bilinmemektedir.
Yapilan bu galismalardan ¢ikan sonug géz 6nune alindiginda diger faktorler
ve Ozelliklede TGF-B’'nin FGF ile uyumundaki bozulmanin, doz bagdiml bir
sekilde kemiklesme surecini etkiledigini gostermektedir. Yapilacak bir
calismada FGF bloklamasi sonrasinda cift isaretlemeli bir immunohistokimya
calismasi ile TGF dagihimi ve ayni zamanda PCR calismasi ile bu proteinin
mRNA duzeyinde regulasyonu bu sorularin cevaplandiriimasinda onemli

bilgiler verecektir.

Disardan verilen bFGF’nin osteogenezi hizlandirdigi, kemik olusumu
ve kirik iyilesmesi sirasinda da FGF ekspresyonunun arttigi gosterilmistir
(62). FGF reseptor mutasyonlarinin ise kraniyosinostoz sendromlarinin
etyolojisinde 6nemli bir yeri vardir. Ozellikle FGFR1 ve FGFR2deki
mutasyonlar Apert, Crouzon, Pfeiffer ve daha nadir gortlen bazi sendromik
kraniosinoztozlarin sebebidir. Mutasyona ugramis FGF reseptorleri devamli
aktif kalmakta ve asirn  fonksiyon sergilemektedir.  Sendromik
kraniyosinostozlardaki patolojik sutir kapanmasi bu mekanizma ile
aciklanmaktadir. Kapanmakta olan kranial suturlerde gorulen artmigs FGF
immun boyanmasi da bu mekanizma ile uyumluluk gostermektedir
(62,65,80). TuncbileK’in fareler Uzerinde yaptigi bir calismada TGF-B1 ve
FGF-2 immunositokimyasal ekspresyonlari, iloprost uygulanan gruplarda
gerek frontal sltlrde, gerekse de sagital sltlirde artmis olarak izlendi.
immiinhistokimyasal incelemeler sonucunda elde edilen sonuclar sitir
kapanmasi surecinde beklenen TGF-B1 ve FGF-2 ekspresyonlarindaki artis
egilimine uygun bulunmus ancak bu fark istatistiksel olarak anlamli

olmamistir (12). Bu sonuglar bizim calismamizdaki sonuglar ile tam aksi
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yonde olmakta ancak hem farkin anlamli olmamasi hem de mekanizmasinin
tam olarak agiklanamamasi karsilastirma yapmamiza olanak vermemektedir.
Ayrica fare ile tavuk kafa kemiklerinin gelisimlerinin kargilastirilamamasi da
dezavantaj olmaktadir. Bununla birlikte benzer uygulamanin hem daha ucuz
hem de takibi daha kolay olan tavuk embriyolarinda denenmesi Onemli
bilgiler verecektir. Tavukta embriyoya etki daha guvenilir ve kolay bir yol ile

gerceklesmektedir.

FGF ligandlarinin kranial kemiksel farklilagsmadaki rolleri retroviral yolla
yapillan mutasyonlar sonucunda FGFR2 igin FGF-3 ve FGF-4 genlerinde
saptanmis ve bu orneklerde Crouzen sendromunun bulgulari goralmagstur
(81,82). Yapilan baska calismalarda da FGFR2nin mutasyonu ile fare
karaniyal sutlrlerinde ektopik osteopontin tanimlamasi saptanmis osteojenik
farkhlasmanin erken faktori olan bu belirtecin FGF-2'nin azalmasi ile iligkili
oldugu dusunulmustar (70,71,83,84). Daha da énemlisi FGF-2'nin néral krest
hdcrelerini ¢gogalmaya goturmekle kalmayip kikirdak ve kemik yapimina
yonlendirmektedir (72). Yapilan bir seri g¢alismada tavuk embriyonik
kafatasina endojen FGF-2 dizeyini degistirmek amach implantasyon
yapilmis ve endojen FGF-2 nin azalmasina bagli olarak kafa catisinin
kemiklesecek hucreleri farklilasmadan ¢ogalmaya yonelmistir (55,70,71,72).
Bu c¢alismanin bulgulari bizim galismamizda bulunan bulgularin agiklamasi
icin bir bagka kanit olmaktadir. Hucrelerin kemiklesme yerine PCNA ile
gosterilen ¢gogalmaya yénlenmesinde endojen FGF azalmasi suglanmaktadir
(85). Bizim FGF bloklamamiz da benzer bir durum ortaya cikararak ayni
sekilde etki etmis ve hiucreleri kemik farklilasmasi yerine c¢ogalmaya
yonlendirerek kikirdak dokusunun hakim olmasini saglamig olabilir. Bu
durumda kullanilan bloklama antikorunun duzeyinin 6nemi ve etkinligi de bu
calismada gorilen sonuglar ile agiklanabilir. Clinkl bu ¢alismada endojen
FGF-2'nin azaltilmasi daha ileri asamaya goturulirse hem c¢ogalma hem
farklilasma bozulmaktadir. Birgok ¢alisma ile bu bulgu gésterilmistir. Daha da
onemlisi bu calismalar ile FGFR genlerindeki mutasyona bagli ortaya ¢ikan
kraniyosinostozda asil nedenin reseptor aktivasyonu ve sinyal yolagindaki

artis oldugu duasunulmustir. FGF’nin reseptorleri ile bu dedisik iligkisi
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Crouzon ile diger sendromlar arasindaki farklarin agiklamasi da olabilir.
Ozellikle reseptérlerde gozlenebilen alternatif genetik modifikasyon gériilen
farkli sonuglarin da nedeni olabilir (86). Bu bulgular 1siginda FGF-2
bloklamasi ile elde edilen erken kemiklesme ve sutur kapanmasi yerine
kikirdaklagsmada kalinmasi ve kapanmanin gecikmesi mekanizmasal olarak

da aciklanabilir bulgular olarak ortaya konmaktadir.

Bizim ¢alismamizda ortaya konan bir diger bulgu bloklama ile ortaya
¢ikan oksidatif stress ve onun yonlendirdigi apoptotik 6lim mekanizmasidir.
Sham grubu ile sadece PBS verilen uygulamalar karsilastirildiginda antikor
ile bloklamada gorulen belirgin bir serbest radikal artisi FGF proteinlerin
gelisim sirasinda dengeyi sagladigini ve oksidatif stress olusumunu belirli bir
dizeyde tuttugunu gostermektedir. Yine gelisim surecinde belirli bir dizeyde
var olan apoptoz dogru yerde dogru sayida hicre olmasini saglamak amagli
olarak gergceklesmektedir. Bu dogal mekanizmayi asan bir hicre 6luma direk
olarak gosterilemese de olusan oksidatif stres ile iligkili oldugunu
dusundurmektedir. Bircok calismada oksidatif stres ve apoptoz iliskisinin
ortaya konmus olmasi (87,88,89,90) bizim calismadaki bulgulardan FGF
bloklamasi ile ilgili bir mekanizmanin varligina isaret etmektedir. Bu konuda
yapillmasi gereken bir baska 6nemli calisma ise FGF bloklama yerine
disaridan FGF verilerek kranial suturler Uzerine yapacagi etkilerin
incelenmesi olabilir. Yapilacak bodyle bir galisma mevcut galismadan ¢ikan

bulgularin agiklanmasinda énemli rol oynayacaktir.
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6. SONUC ve ONERILER

Kontrol, sham ve bloklama gruplarindan elde edilen morfolojik 6lcim
sonuglari kargilastirildiginda 6zellikle sagital ve koronal suturlerde anlamli bir

farkhligin olustugu saptandi.

Histolojik incelemelerde H-E, AR ve MT ile saptanan suturlerin tam
olarak kapanmadigi, kapanmanin kontrol gruplarina goére geciktigi ve
kemiklesmenin kontrol gruplarina oranla daha geri asamalarda oldugu

gOsterildi.

immunohistokimyasal degerlendirmelerinde PCNA ile g¢odalmanin
Ozellikle E8 deneklerde ve yluksek konsantrasyon FGF-2 bloklamasinda

gercgeklestigi izlendi.

FGF-2'nin bir baylme faktori olarak kafa kemiklerinin gelisiminde
onemli rol oynadigi bloklama ile gosterildi ve diger blyume faktorlerinin
suturler Gzerindeki duzenleyici rollerini etkileyebilecedi dusunilerek kafa
kemiklerinde suturlerin kapanmasinin karmasgik mekanizmalarin birlestigi bir
sureg ile gergeklestigine isaret etti. Bu galismada ortaya konan bulgular ile
FGF-2 bloklamasinin tavuk embriyolarinin kemiklesme surecinde doz bagimli
bir bicimde sutur kapanmasinda gecikmeye neden oldugu ortaya kondu.
Bunun bir anlami, embriyonik dokulardaki endojen FGF dizeylerinin kranial
iskelet dokularindaki gelisimi farkl bicimlerde yonlendirdigi
disundirmektedir. Bu etkiye diger blyume faktorlerinin ¢ogalma ve
farkhlasmay! yonlendiren etkenlerin katkisi suturlerin kapanmasinda rol

oynayan mekanizmalarin daha da karmasik olmasini saglamaktadir.
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