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INTERFERON BETA-1a (IFNB-1a) VE INTERFERON BETA-1b (IFNB-1b)'NiN IN
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OZET

Multipl Skleroz (MS) merkezi sinir sisteminin kronik, inflamatuar, ilerleyici ve ndrodejeneratif
bir hastaligi olup, demiyelinizasyon ve aksonal hasar ile karakterizedir. MS sadece Amerika
Birlesik Devletleri'nde ¢ogu geng yetiskin ve kadin olan yarim milyon insani etkilemektedir.
MS tanisi kadinlarda ¢ogu kez 20'1i 30'lu yaslarda yani dogurganlik ¢caginda konmaktadir. Bu
nedenle gebelik, MS'ten etkilenmis pek cok kadi igin endiseli bir siirectir. Interferon Beta
(IFNB), 1993 yilinda MS tedavisi i¢in onaylanan ilk ila¢ olmustur. Deneysel ve klinik ¢aligmalar
IFNB'nin MS'in atak siddetini ve sikligin1 azaltarak hastaligin ilerleyigini yavaslattigini
gostermektedir. Gebeligi esnasinda IFNf'y1 kullanan insanlara ait bilgiler de sinirhdir. Gebeligi
kesinlesen kadinlara IFNf tedavisini birakmalar1 doktorlar1 tarafindan tavsiye edilmektedir. Bu
nedenle calismamizin amaci IFNB’nin embriyo gelisimi iizerinde teratojenik etkisinin olup
olmadigini in vitro embriyo kiiltiirii teknigini kullanarak arastirmaktir. Giiniimiizde bu teknik,
hastaliklarin tedavisinde kullanilan farmakolojik ajanlarin ve potansiyel teratojenlerin embriyo
gelisimi iizerindeki etkilerinin incelenip belirlenmesi amaciyla sik¢a kullanilan bir yéntemdir.
Bu calismada, kiiltiir ortamina IFN ilave edildi ve embriyonik gelisim iizerine olan etkileri
arastirildi. 48 saatlik kiiltiir periyodu sonunda IFN'larin (1000 IU/IFNB1-a ve 1000 TU/IFNB1-
b) embriyolar {izerine olan etkileri morfolojik olarak degerlendirildi. Morfolojik skorlama
sistemine gore, toplam morfolojik skor ve somit sayilar1 kontrol grubu ve deney gruplarinda
birbirine yakin oldugu tespit edildi (p>0.05). Diger yandan vitelliis kesesi capi, bas-ki¢
uzunlugu ve bas uzunlugu karsilastirildiginda kontrol grubuna goére deney gruplarinda
istatistiksel olarak anlamli bir gerilemenin oldugu saptandi (p<0.05). Sonu¢ olarak kiiltiir
ortamina ilave edilen IFNB-la ve IFNB-1b'nin embriyolarin gelisimi iizerinde makroskobik
olarak teratojenik etki gostermedigi belirlendi. Ancak yapilan morfometrik Slctimler IFNB-1a ve
IFNB-1b'nin bilyiime geriligine neden oldugunu gostermektedir. Bu aragtirmanin in vitro
embriyo kiiltiirii teknigi ile yapilan ilk calisma olmasi nedeniyle, farkli dozlarda IFNP ile

yapilacak olan yeni caligmalarin literatiire katki saglayacagini diisiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Multipl Skleroz, Interferon Beta- 1a, Interferon Beta-1b, In Vitro, Embriyo

Kiltiirii
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THE EFFECTS OF INTERFERON BETA-1a (IFNf-1a) AND INTERFERON BETA-1b
(IFNB-1b) ON IN VITRO EMBRYONIC DEVELOPMENT
Ilyas UCAR
Erciyes University, Department of Anatomy
MS. Thesis, August 2013
Advisor: Dog. Dr. Tolga ERTEKIN

ABSTRACT

Multiple Sclerosis (MS) is a chronic, inflammatory, progressive and neurodegenerative disease
of central nervous system and it is characterized by demyelization and axonal damage. MS
effects almost half million people in the United States alone, most of them being young adults
and female. Also, the diagnosis of MS frequently occurs when patients are in their 20's and 30's,
namely at childbearing age. Therefore the pregnancy process is major concern for many women
who affected from MS. Interferon Beta (IFN) was the first proven drug for the treatment of MS
in 1993. Experimental and clinical studies have shown that IFN decrease the progression of
MS by reducing relapse rate and frequency. Data on women who exposed IFNP during
pregnancy are limited. When pregnancy to become definite, women are advised to discontinue
IFNP by their doctors. Because of this, the aim of our study investigate the teratogenic risk of
IFNB on embryonic development using with embryo culture technique. Recently, this technique
has been often used for determined teratogenity effect of pharmacologic drug and potential
teratogens on embryonic development. In this study, IFNP was applied to the culture medium
and its effects on embryonic developments were investigated. After 48 hours cultured period,
effects of IFNB's (1000 TU/IFNB1-a and 1000 IU/IFNB1-b) were appreciated morphologically.
According to morphologic scoring system, total morphologic score and somite number were
similar among control group and all experimental groups (p>0.05). On the other hand, yolk sac
diameter, crown rump length and head length were statically significant retarded in all
experimental groups when we compared to control group (p<0.05). Consequently IFNf -1a and
IFNB-1b, which were applied to the culture medium, have no macroscopic teratogenity effect on
embryonic development. However, in respect of mophometric measurements IFNf -la and
IFNB-1b have caused growth retardation in embryo. This research related to interferon is the
first study which is used vitro embryo culture technique, so we think that new studies which will
be performed by using different doses of IFN will contribute to literature.

Keywords: Multiple Sclerosis, Interferon Beta-la, Interferon Beta-1b, In Vitro, Embryo

Culture
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1. GIRIS VE AMAC

Interferonlar (IFN), alyuvar, fibroblast, dogal 6ldiiriicii hiicreler ve epitel hiicreleri gibi
immiin sistem hiicreleri tarafindan dogal olarak iiretilen proteinler sinifinda yer
almaktadir. Viicuda giren viriis, bakteri, kanser hiicreleri ve diger zararli ajanlara kars1
immiin sistemin cevabini diizenlemektedir. Viriisler viicuda girdikten 12-48 saat sonra
cogalarak en yiiksek sayisal degerlerine ulasirlar. Bu esnada viriislerle karsilasan
hiicreler interferon iiretirler. Interferonlar, viriislerin cogalmalar1 icin sentezledikleri
viral RNA'lar1 ve viral proteinleri, hiicre igerisinde sentezini baslattiklar1 hiicresel
enzimler araciligiyla yikar veya inaktive ederler. Boylece viriislerin konak icerisinde
cogalmalar1 engellenmis olur. Ayrica immiinolojik reaksiyonlar1 ve T lenfositlerin
sitotoksik etkilerini gii¢lendirirler (1). Ticari olarak mevcut olan insan interferonlari,

DNA teknolojisi kullanilarak iiretilmektedir.

Interferonlar antiviral bir ajan olarak 1957 yilinda Isaacs ve Lindenmann tarafindan
belirtilmistir (2). Daha sonra Jacobs ve ark. (3) Multipl Skleroz (MS)’da Interferon Beta
(IFNPB)’nin yararh etkilerini gosteren ilk klinik tedavi ¢ahsmasin1 yapmustir. Interferon
Beta-1b (IFNB-1b) 1993 yilinda MS tedavisi icin Amerikan Gida ve Ilag Dairesi
(American Food and Drug Administration=FDA) tarafindan onaylanan ilk ila¢ olmustur
(3, 4, 5). Daha sonra Interferon Beta-1a (IFNp-1a) tekrarlayan-diizelen MS (Relapsing-
Remitting Multiple Scleros=RRMS) tedavisi i¢cin onaylanmistir. IFN bazi iilkelerde



ikincil ilerleyen MS'i (Seconder Progressive Multiple Scleros=SPMS) tedavi etmek

izere de onay almistir (6).

MS semptomlar1 hastalarin 2\3’iinde 20-40 yas arasinda baslamaktadir. Semptomlar 15
yasindan 6nce ve 50 yasindan sonra nadir olarak goriilmektedir (7). Kadinlarda goriilme
olasilig1 erkeklerin hemen hemen 2 katidir (8). Daha cok kadinlarda ve genc
yetiskinlerde goriilmesi, kadmnlarin gebelik icin en verimli donemlerine denk
gelmektedir. IFN'lerin gebelikte kullanimi FDA tarafindan C kategorisine (C
Kategorisi:Ihtimalen zararli) almmustir (9). Dolayisiyla MS hastalarin merak ettikleri
arasinda ‘Cocuk sahibi olabilir miyim?’, ‘Tedavi gebeligimi etkiler mi?" ve
‘Kullandigim ilaglar bebegimin gelisimini etkiler mi?’ gibi sorular bulunmaktadir.
IFN’lerin C kategorisinde olmasi hekimleri konuya temkinli yaklagsmaya itmekte ve

gebelik kesinlestiginde IFN tedavisinin birakilmasi tavsiye edilmektedir.

Sican embriyolarmin in vitro kiiltiirii teknigi 1964 yilinda New ve Stein tarafindan
basarili bir sekilde uygulanmistir (10). Giiniimiizde ise bu teknik, hastaliklarin
tedavisinde kullanilan farmakolojik ajanlarin ve potansiyel teratojenlerin embriyo
gelisimi iizerindeki etkilerinin incelenip belirlenmesi amaciyla sik¢a kullanilan bir

yontemdir (11).

Yapilan literatiir taramasinda in vitro ortamda IFNB-la ve IFNB-1b'nin embriyonik
gelisim {izerine etkileri ile ilgili caligmaya rastlanilmamistir. Bu ¢alismadaki amacimiz
sicanlarda organ ana taslaklarinin olustugu 9.5-11.5 giinliik embriyonik donemde IFNf-

la ve IFNB-1b'nin gelisim iizerine etkilerini arastirmaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. MULTIPL SKLEROZ
2.1.1. Multipl Sklerozun Tanim ve Patogenezi

MS, merkezi sinir sistemindeki ak maddenin yineleyici ya da ilerleyici, inflamatuar,
demiyalizan, noroimmiin bir hastaligidir (12). Eriskinlerde travmaya bagli olmaksizin
norolojik fonksiyon kaybina yol acan hastaliklar arasinda MS ilk sirada yer almaktadir
(13, 14). 19. yiizy1l ortalarinda vaka bildirimleri olarak tarif edilmeye baslanmis ve 20.
yiizy1l baslarinda sik goriilen bir klinik norolojik tablo haline gelmistir (15). Hastaliga
ait esas klinik ve noropatolojik tanimlama ilk kez 1868 yilinda Charcot tarafindan
yapilmustir (16). O giinden bu giine yaklasik yiiz elli y1l gegmesine ragmen hastaliga ait
sir tam olarak ¢oziilememistir. Etiyolojisi cok iyi aydinlatilamasa da genetik ve ¢evresel
faktorlerle kismen iliskili, otoimmiin kokenli bir hastalik oldugu kabul edilmektedir

17).

MS noropatolojisinin ¢ok farkli etkenler sonucu ortaya ¢iktigi kabul edilmektedir.
MS'de inflamasyon agirlikli akut siirece ilaveten aksonal kayip ve gliozisle sonuglanan
kronik degisiklikler ya birlikte ya da ayr1 ayri izlenmektedir (16). MS olgularinda
intratekal immiinglobiilin (Ig) iiretiminin ve B lenfosit hiicresi klonlarinin bulundugunu
diisiindiiren caligmalar 19401 yillara dayanmaktadir (18). Bununla birlikte MS
patogenezinin agirlikli olarak T lenfositlerin patojenik Ozelliklerinden kaynaklandigi
bildirilmistir (19). T lenfositlerin miyeline kars1 reaksiyon gosterdikleri ve mikroglialar

ve makrofajlar1 aktive edip miyelin kilifa karsi inflamatuar cevap baslattig1 tespit



edilmistir (20). Miyelin kilifin hasar1 ile sinir iletimi blokaja ugramakta ve etkilenen
bolgeye gore motor ve duyusal klinik belirtiler ortaya c¢ikmaktadir. Hastalik siireci
ilerledikce aksonun da hasara ugramasiyla klinik durum agirlagmakta ve farkli
derecelerde fonksiyon kayiplar1 goriilmektedir (13, 14). Bu siirecte beyaz cevher
zedelenmekte ve var olan Proinflamatuar (TH1), Antiinflamatuar (TH2) hiicreleri ile
aracilar sistemi arasimndaki denge THI1 yOniinde iltihabi gelismelere dogru
bozulmaktadir. Ancak MS patogenezinin siirdiiriilmesinde otoreaktif T hiicrelerinin
muhtemel etkisinin varlig1 bilinmesine ragmen bunlarin merkezi sinir sistemine (MSS)
goclerini ve sonraki aktivasyonlarini hangi faktoriin ya da faktorlerin tetikledigi agik

degildir (21).
2.1.2. Multipl Sklerozun Prevelansi

Hastaligin prevelanst 0.5-1/1000'dir (16). Hastalik gen¢ eriskinlerde goriiliir. MS
semptomlar1 hastalarin 2/3'iinde 20-40 yaslar1 arasinda baglar, 15 yasindan 6nce ve 50
yasindan sonra goriilmesi olduk¢a nadirdir (7). Kadinlarda erkeklerden daha sik
goriilmekte olup kadin/erkek orani 2/1 olarak belirlenmistir (8). MS hastalig1 diinyanin
her yerinde ayni siklikla goriilmeyip cografi varyasyon gosterir. Hastalarin %90'dan
fazlas1 beyaz wktandir. Asyali yada Afrika kokenli Amerikalilarda seyrek goriiliir.
Afrika yerlileri, Macar Cingeneleri, Eskimolar, Kizilderililer ve Avustralya
aborjinlerinde nadirdir (16). Kuzey ve orta Avrupa, Amerika'min kuzeyi, Kanada,
Avustralya'nin giineyi, Yeni Zelanda ve Israil ise yiiksek riskli bolgelerdir (22).
Ulkemizde ise prevelansi ve insidansi ile ilgili kapsamh bir calisma yapilmamis olup

ancak son yillarda hasta sayisinin giderek arttig1 gdzlenmektedir (8).
2.1.3. Multipl Skleroz'da interferonlarin Kullanin

IFN'ler antiviral bir ajan olarak 1957 yilinda Isaacs ve Lindenmann (2) tarafindan
belirlenmistir. Daha sonra Jacobs ve ark. (3) MS tedavisinde IFNfB’nin yararh etkilerini
gosteren ilk klinik calismay1 yapmistir. IFNB-1b (Betaferon, Betaseron) 1993 yilinda
MS tedavisi icin FDA tarafindan onaylanan ilk ila¢ olmustur (3, 4, 5). Daha sonra IFNj-
la (Avonex, Rebif) RRMS'nin tedavisi i¢in onaylanmistir. IFNf baz1 iilkelerde SPMS'i

tedavi etmek lizere de onay almistir (6).

MS siirecinde IFNB'nin klinik atak sayisini %30 oraninda azalttigi, atak siddetini
hafiflettigi ve manyetik rezonans goriintileme (MRG)'de iltihabi gdstergeleri azaltan

anlamli etkilerinin oldugu yapilan klinik c¢aligmalarda gosterilmistir (23). Ancak



IFNB'nin MS tedavisindeki etki mekanizmasi heniiz net degildir (24). Tedavi edici
olarak IFN'lerin kullanildig1 ilk calismalar antiviral etkilerine dayanir (2). Son
zamanlarda yapilan caligmalar ise immunmodiilatér ve antiproliferatif etkilerine
odaklanmigstir (17). IFNB'nin hastalik {izerine yararh etkisinin azalmis Biiyilk Doku
Uygunluk  Kompleksi (Major histocompatibility complex=MHC) smif II
ekspresyonundan, TH1-TH2 hiicre ve aracilar sistemi dengesinin TH2'ye kaymasindan

ve kan-beyin bariyerinin biitiinliigiiniin korunmasindan kaynaklandig diisiiniilmektedir
(6).
2.1.4. Multipl Skleroz ve Gebelik

Multipl Skleroz tipik olarak 20-40 yas arasindaki insanlar1 etkiler ve kadinlarda
erkeklerden 2 kat daha fazla goriiliir (25). Son epidemiyolojik ¢alismalar kadin/erkek
oraninin giderek arttigini1 gostermektedir. Bu durum MS'li kadinlarda gebelik siirecini,
dogurmayi, emzirme donemini ve genetik gecisi onemli bir sorun haline getirmektedir
(9). Ayrica farkli derecelerde goriilen spastisite, kaslarda kuvvetsizlik, cabuk yorulma,
agr1 ve yiirime bozuklugu gibi MS semptomlari, gebe kadinlari olumsuz yonde
etkilemekte olup embriyonun hastaliktan etkilenme durumu, ila¢ tedavilerinin ne
sekilde siirdiiriilecegi, kullanilan ilagclarin dogum ve emzirme siireclerindeki etki

mekanizmalarindaki belirsizlikler MS hastasi gebeleri tedirgin etmektedir.

Gebeligin MS iizerine olumsuz bir etkisi gosterilmemistir (26, 27, 28). MS'li hastalarda
diisik, oli dogum, malformasyon ve dogum komplikasyonlarinda artis
gozlenmemektedir (27, 29). Ataklarin sayist ve siddeti gebeligin her doneminde,
ozellikle de son 3 ayda azalir. Ancak dogumdan sonraki ilk 6 ayda ataklarin goriilme
siklig1 ve hastaligin kotiiye gitme riski yliksektir (25, 27, 30, 31). Hastalarin yaklasik %
20-40'1 dogum sonrasi1 ilk 3 ayda, klinik atak ve kotiilesme gosterir (31).

Gebelik siirecinde ortaya ¢ikan hormonal ve immiinolojik degisikliklerin hamilelik
doneminde MS ataklarindan hastayr korudugu, dogumdan sonra bu degisikliklerin
geriye doniisii ile hastalarin MS atak risklerinde artis oldugu diisiiniilmektedir (32).
Dogal bagisiklik sisteminin zayiflamasi ayrica Ostrojen ve progesteron seviyesindeki

yiikselme ve diismelerin inflamasyonu baskiladig diisiiniiliir (33).

MS’li bir gebede Ozellikle alt ekstremitede etkili spastisite ve patolojik yorgunluk
nedeniyle dogum sorun olabilmektedir. Perineal gii¢siizliik ve spastisite gibi nedenlerle

miidahaleli (vakum, forseps) dogum veya sezaryan oranlarinda artig bildirilmistir (34).



Dogum i¢in analjezi ya da obstetrik nedenlerle miidahaleli dogum gerekli ise anestezi
yapilabilir, ancak yapilan c¢alismalar spinal anestezinin dogum sonrasi ataklari

artirdigini diisiindiirmektedir (35).

Dogumdan sonraki donemde bebegini emziren kadinlardaki atak orani emzirmeyenlere
gore daha diisiiktiir. Yapilan bir calismada dogumdan sonra ilk 2 ay bebeklerini emziren
anneler ve bebeklerini hi¢c emzirmeyen ya da 2 aydan kisa siire emziren MS’li annelerin
atak oranlar1 arasinda anlamh bir fark bulundugu bildirilmistir. Emziren grupta atak

orani emzirmeyen gruba gore 1/5 oraninda daha az saptanmistir (36).

MS’li kadmlar ¢ogu zaman hastaligi modifiye edici ya da semptomatik ilaglari
kullandiklar1 donemde plansiz olarak gebe kalirlar (25). IFNB kullanan hastalara
gebelikten siiphelenildiginde ya da gebelikleri kesinlestiginde ila¢ alimini durdurmalar1
tavsiye edilir. Planl1 gebelik diisiinmeleri durumunda ise 3 ay dncesinden ila¢ tedavisine
ara vermeleri Onerilir (37). Yapilan bazi1 calismalarda IFNB'nin gebeligin ilk 3 ayinda
kullanilmasinin 6lii dogum ve diisiik dogum agirligi riskini artirabilecegi gosterilmistir
(38, 39). Ancak IFNP'nin teratojenik etkisinin olup olmadig ile ilgili smirli sayida
caligma vardir. Bu nedenle FDA, IFNB-l1a ve IFNB-1b'nin gebelikte kullanimimi C

kategorisine almistir (37).
2.2. INTERFERONLAR
2.2.1. interferonlarin Kesfi ve Yapisi

IFN'ler 1957 yilinda bir dizi deney esnasinda tesadiifen bulunmustur. Isaacs ve
Lindenman (2), influenza viriisii ile enfekte olan tavuk hiicrelerinin bir baska viriisle
enfekte olmadigin1 gormiisler ve bu durumdan viral replikasyonu engelleyen bir
inhibitor molekiiliin sorumlu oldugunu saptamislardir. Bu molekiil Ingilizce olan
'interference on' teriminden tiiretilen 'interferon' kelimesiyle tanimlanmistir. Antiviral
bir ajan olarak giiniimiizde bircok hastaligin tedavisinde kullanilan insan interferonlar1
in vivo ve in vitro iretilebildikleri gibi DNA teknolojisi kullanilarak da

tiretilebilmektedir.

IFN'ler sitokinler olarak bilinen glikoprotein ailesinin icinde yer alr. Insan ve diger
memeli tiirlerinin hiicreleri tarafindan iiretilen, 17-25 kilodalton (kDa) molekiil
agirhiginda, suda ¢oziinen endojen maddelerdir (1). IFN'ler asitlere ve 1siya karst ¢ok

dayaniklidir. Asidite derecesi pH=2 olan asitlerde inaktive olmazlar. 56 °C'de 30



dakikada hi¢ etkilenmezken, 70 °C'de 10 dakika icerisinde %30-40 oraninda inaktive
olurlar (40). Bakteri, viriis, parazit, timor hiicrelerine karsi cevap olarak alyuvar,
fibroblast, dogal oldiiriicii hiicreler ve epitel hiicreleri gibi immiin sistem hiicreleri
tarafindan dogal olarak {iiretilirler. Boylece viral replikasyonu inhibe ederek ve diger
hiicrelerin enfekte olmalarin1 engelleyerek immiin cevaba yardimci olurlar. Viriislerden
baska bakteriler ve hiicre i¢ine giren diger mikroorganizmalar da interferon sentezine
neden olur. Interferonlar hiicreye giren viriis icin 6zgiil olmayip, diger viriislerin de
gelisme ve cogalmasini durdurur. Bu nedenle antiviral spektrumlar1 olduk¢a genistir.
Ancak interferon belirli bir tiire 6zgii oldugundan insanlarin tedavisinde kullanimi icin

gene insan hiicrelerinden elde edilme zorunlulugu vardir (1).
2.2.2. interferon Cesitleri

Insan hiicrelerinde bir¢ok farkli IFN molekiilii saptanmustir. IFN'ler baglandiklari
reseptor alt tipine gore iki kategoride siniflandirilir; Tip I IFN ve Tip II IFN. Tip I IFN

'nin a (alfa), B (beta), T (tau) ve w (omega) olmak iizere dort alt tipi bulunmaktadir; Tip

IT IFN kategorisinde ise sadece Y (gama) alt kategorisi bulunmaktadir. Tip I IFN

insann 9. kromozomunda bulunan genlerden iiretilmistir (41). Interferon-o ve

interferon-f klinik acidan en 6nemli interferonlardir (42).

IFN-alfa (IFNa) ¢cogunlukla monositler ve transforme B hiicreleri tarafindan bazi antijen
ve viriislerin uyarisi ile sentezlenir ve olgun bir IFNa proteini 143 aminoasit igerir.
IFNa glikoz molekiilii tastmamasma karsin digerleri glikoprotein yapisindadir (43).
Birbirine benzer en az 15 IFNa tipi vardir. Baz1 tiirler arasinda sadece bir aminoasit
farkliligi mevcuttur (44). IFNa'nin ¢ok sayida alt tipinin olmasinin biyolojik anlam ve
Oneminin ne oldugu heniiz bilinmemektedir, ancak insan viicudunda en yiiksek oranda
meydana gelen interferon IFN-alfa 2'dir. IFNa'nin hiicre ¢cekirdeginde kodlanmasinin en

az 24 farkli gen tarafindan yapildigi tespit edilmistir (1).

IFNB i¢in insanin 9. kromozomunda tek bir gen mevcuttur ve IFNa'dan fakli olarak
glikozillenmis olarak bulunur. Olgun bir IFNP proteini 145 aminoasit icerir (44).
Oncelikle fibroblastlardan salgilanirlar. IFNB-1a ve IFNB-1b olmak iizere iki alt tipi
vardir. Giintimiizde her ikisi de klinikte sik kullanilan interferonlardir. IFNa ile benzer
etki gosterir. IFNa ve IFNf iiretimi viriislere maruz kalan hiicrelerin hemen hemen

hepsi tarafindan yapilir (1).



Tip II IFN kategorisinde bulunan IFN-gama (IFNY) ise insanmn 12. kromozomunda tek

bir gen olarak mevcuttur. Olgun bir IFNY" proteini glikozillenmis olup 146 aminoasit

icerir (44). T lenfositlerinden salgilanir. Antijenler, mitojenler ve belirli 6zgiil sitokinler

tarafindan indiiklenir (1). IFNY" immiin sistem hiicrelerini uyardig1 gibi hiicrelerin yeni

yiizey molekiilleri kazanmasinda da rol alir. immiinmodiilator etkisi diger iki IFN'ye

gore daha fazla olmasina karsin antiviral etkisi daha azdir (43).
2.2.3. Interferonlarin Etki Mekanizmalan

IFN'lerin antiviral, antiproliferatif, immiinomodulatér ve anti-apoptotik aktivitelerinin
oldugu bildirilmektedir (45). IFN'lerin bu 6zelliklerinin yaninda hiicre biiyiimesi ve

farklilasmasini diizenleyen etkilere de sahip oldugu tespit edilmistir (46).

IFN molekiilleri reseptor aracili endositozla hedef hiicrelerin i¢ine girdikten sonra belirli
protein kinazlarin ve 2'-5' oligoadenilat sentaz gibi 6zgiil proteinlerin sentezini indiikler.
Bu enzimler, viriislerin konak hiicrede cogalmak igin sentezini tetikledikleri viral
RNA'lar1 ve onlarin ¢eviri iiriinleri olan viral proteinleri inaktive ederek, viriislerin
hiicre icindeki yasam dongiisiinii viral proteinlerin ¢evirimi veya virion
kompanentlerinin montaji basamaklarinda keser (1). Boylece enfekte olan hiicreden
iretilen IFN molekiilleri bitisik hiicrelerde antiviral etkinlik gostermis olur. IFN'ler,
kendilerinin sentezini indiikleyen etkenden ziyade kendisini iireten hiicre tiiriine 6zeldir.
Yani bir viriis tarafindan indiiklenen IFN sadece o viriise degil diger viriislere kars1 da
etkili olmaktadir (43). Bu da IFN'lerin herhangi bir viriisiin replikasyonunda bloklayic1

reaksiyonu meydana getirdigini gostermektedir (47).

IFN'ler ayrica konak hiicrenin viral enfeksiyonlara karsi immiinolojik reaksiyonunu
giiclendirerek indirekt antiviral etki de gosterirler. Bu arada viriisiin yol actigi
immiinolojik doku zedelenmesini engeller; major histokompatibilite antijenlerinin
tiretimini indiikleyerek onlar araciligi ile sitotoksik T lenfositlerin sitotoksik etkilerini

giiclendirirler (1).



2.3. IN VITRO SICAN EMBRiYO KULTURU VE EMBRiYONIK GELIiSiM
2.3.1. In Vitro Kiiltiir Sistemlerinin Tarihcesi

Giiniimiizde oldukca yaygin olarak kullanilan in vitro embriyo Kkiiltiirii tekniginin temeli
1930'Tu yillara dayanmaktadir. Waddington ve Waterman (48) 1933 yilinda yaptiklar1
caligmada tavsan embriyolarin1 plazma pihtisinda 6-9 somit asamasina kadar
biiylitmiistiir. Daha sonra Nicholas ve Rudnick (49) heparinize edilmis si¢an
plazmasinda sican embriyolarini kiiltiire etmistir. 1960 yilindaki Talidomit faciasina
kadar gecen 25 y1l boyunca kayda deger bir ¢alisma yapilmamistir. 1964 yilinda New ve
Stein (10) 9-10 giinliik sigan embriyolarin1 plazma pihtisinda kiiltiire etmistir. Bunu
takiben yine New (50) 1978 yilinda sigan embriyolarini sican serumunda kiiltiire etmeyi
basarmis ve diger arastirmacilarin da dikkatini ¢ceken bu c¢alisma bir¢ok alanda sikca

kullanilan bir metot haline gelmistir.

Giiniimiizde in vitro embriyo Kkiiltiirii teknigi, embriyonik gelisim iizerine etkili olan
farmakolojik ajanlarin, hormonlarin, fiziksel ve kimyasal etkenlerin incelenmesi ve

potansiyel teratojenlerin saptamasinda yaygin olarak kullanilmaktadir (11).
2.3.2. In Vitro Kiiltiir Sistemlerinin Onemi

Canlilarin yagamini her alanda dogrudan ya da dolayl olarak etkileyen teknoloji, tip ve
sanayi alanlarinda artan bir ivmeyle rol almaktadir. Teknolojik gelismeler sagladigi
kolayliklarin yaninda, cevreye biraktigi yan iiriinler, biyolojik ve kimyasal atiklar,
zehirli gazlar ve diger zararh etkenler ile insan saglhigini olumsuz yonde etkileyen yeni
ekolojik sartlar1 da beraberinde getirmektedir. Bu olumsuzluklar sadece o ortamda
yasayan canlilara degil ayn1 zamanda anne karninda gelismekte olan embriyo ve fetus
izerinde de zararl etkiler gostererek hasta ya da sakat dogumlara veya 6lii dogumlara

neden olabilmektedir (11).

Konjenital anomaliler gecen ylizyilin baslarinda daha c¢ok genetik nedenlere
baglanmaktaydi. Embriyonun anne karmn duvari, uterus, embriyonal ve fetal zarlar
tarafindan disaridan gelebilecek tehditlere karsi korundugu fikri hakimdi (11). Ancak
Gregg, 1941 yilinda Rubella viriisiiniin embriyo gelisiminin kritik doneminde konjenital
anomalilere neden olabilecegini gostermis (51), 1950'lerde ise Thalidomit faciasiyla
birlikte diger cevresel etkenler ve farmakolojik ajanlarin da benzer durumlara neden

olabilecegi gosterilmistir. Bu gelismeler 'Teratoloji Bilimi'nin dogmasina neden
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olmustur. Yapilan caliymalar insan anomalilerinin %7-10'unun ilaglar, toksik ajanlar,
iyonize radyasyon ve kimyasal ajanlar gibi cevresel etkenlere bagli oldugunu
gostermektedir. Teratojenlerin saptanmasinda insan embriyolarinin kullanilmasi etik

olmadig1 i¢in hayvan modellerinin kullanilmas1 6nem kazanmigstir (52).

Teratojenlerin anomalilere yol agtig1 en kritik donem insanda 15-60"nc1, sicanlarda ise
9.5-11.5'inci giinler arasma denk gelmektedir. Bu donem embriyolarda organ
taslaklarinin  gelistigi organogenez donemine karsilik gelmektedir. Embriyo bu
donemden Once teratojene maruz kalirsa embriyonun yasamasi tehlikeye girerken daha
gec donemde teratojene maruz kaldiginda ise embriyoda fizyolojik anomaliler ya da
organlarda fonksiyon bozukluklar1 goriilmektedir. Farmakolojik ajanlarin teratojenik
olup olmadiginin saptanabilmesi ve dogumsal anomalilerin nedenlerinin
belirlenebilmesi i¢in in vivo (canlida) ve in vitro (organizma diginda) caligmalar es

zamanl olarak yapilmaktadir (11).

Memeli gelisimi siirecinde ana organ taslaklari, embriyonun uterus duvarina
tutunmasini takip eden siirecte sekillenmeye basladigi icin embriyo {izerindeki gelisme
safhalarin1 gozlemlemek in vivo caligmalarda oldukca smirhidir. Ayrica teratojenlerin
tiire 6zgli degisiklikler sergilemesi ve in vivo ¢alismalarda anne metabolizmasindaki
farkliliklar ~ hayvan deneylerinden elde edilen sonuglarin insanlar i¢in
yorumlanabilmesini zorlastirir (11). In vitro ¢aligmalarda ise embriyonun gelisim siireci
stirekli gozlenebilmekte ve gebelik siirecinde ortaya cikan i¢ ve dis etkenler izole
edilebilmektedir. Bu durum normal biiyiime mekanizmasinin arastirilmasina ve anormal

gelisimin etiyolojisinin anlasilabilmesine olanak saglamaktadir.

2.3.3. In Vitro Ortamda Biiyiitilen Embriyolarda Biiyiime ve Gelismenin

Degerlendirilmesi

Kemirgen embriyo kiiltiirii tekniklerindeki gelismeler sayesinde, embriyolarin in vivo
sartlarda oldugu kadar in vitro sartlarda da biiyiitiiliiyor olmas teratolojistlerin dikkatini
cekmis ve ajanlarin toksisitesinin dogrudan embriyo iizerinde arastirilmasina olanak

saglamistir (53).

In vitro ortamda biyiitilen embriyolarin gelisiminin  kantitatif = olarak
degerlendirilmesinde tanimlayici parametreler kullanilmaktadir. Van Maele-Fabry ve
ark. tarafindan gelistirilen 'objektif skorlama sistemi' morfolojik gelisimi 6lcmek i¢in

tasarlanmis olup en kabul goren ve en sik kullanilan skorlama yontemidir. Bu sistem
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kullanilarak sican gebeliginin 10, 11, 12 ve 13'lincii giinlerinde in vitro olarak yasatilan
embriyolarda 17 morfolojik ©zellige bakilmaktadir. Her bir parametre 6 safhaya

ayrilmakta ve bu safhalara O ile 5 arasinda degisen puanlar verilmektedir (54).
Bu parametreler sunlardir:

Vitelliis kesesi damarlanmasi; damar olugsmaz veya kan adaciklar1 olusursa O puan,
ektoplasental kon etrafinda kan adaciklar1 olusursa 1 puan, vitelliis kesesi iizerinde
birka¢ ince damar olusursa 2 puan, vitelliis kesesinde damar ag1 olusursa 3 puan, ana
damardan ¢ok sayida ince dallar ¢ikiyorsa 4 puan, vitelliis kesesi sap1 oblitere olup

vitellin arter ve ven ayriliyorsa 5 puan verilir.

Allantois; eksosolomda allantois serbest olarak goriiliirse O puan, allantois koryon ile
kaynagsmig ise 1 puan, umblikal dolagim olusursa 2 puan, umblikal ve vitellin

damarlarin aorttan ayrildig1 goriiliirse 3 puan verilir.

Fleksiyon; ventral olarak konveks ise O puan, 1/4 oraninda rotasyon varsa 1 puan, 1/2'
lik bir rotasyon varsa 2 puan, 3/4 oraninda rotasyon varsa 3 puan, dorsal olarak konveks

ise 4 puan, tamamen katlanirsa 5 puan verilir.

Kalp; endokardial yap1 goriilirse 0 puan, kalp goriiniiyorsa 1 puan, kalp S harfine
benzer tiip seklinde ise 2 puan, atrium ve ventrikiil arasinda bir bolme olusmus ise 3
puan, kalp iic bolmeye ayrilmis ise 4 puan ve kalp dort bolmeye ayrilmig ise 5 puan

verilir.

Kaudal noral tiip; noral tabaka veya noral katlant1 olusmus ise 0 puan, noral tabaka
kapanmig ancak noral katlanti1 ile birlesmis ise 1 puan, noral katlant1 4-5 somit
seviyesinde birlesmis ise 2 puan, arka noropor sekillenir ancak acik ise 3 puan, arka

noroporda kiiciik bir agiklik varsa 4 puan, arka ndropor kapali ise 5 puan verilir.

Arka beyin; noral tabaka olugsmus ise 0 puan, 'V' seklinde noral katlant1 var ise 1 puan,
noral katlant1 'U' seklinde ise 2 puan, 6n néropor olusmus ancak acik ise 3 puan, On
noropor kapali, rhombencephalon sekillenmis ise 4 puan, dordiincii ventrikiiliin acik iist

kenariyla pons birlesmigse 5 puan verilir.

Orta beyin; noral tabaka veya mesensefalik beyin katlantis1 varsa O puan, 'V' seklinde
noral katlant1 var ise 1 puan, 'U' seklinde noral katlanti var ise 2 puan, kismen
mesensefalik katlant1 birlesmisse 3 puan, tamamiyla mesensefalon birlesmisse 4 puan,

mesensefalon ve rhinensefalon arasinda bir bolme varsa 5 puan verilir.
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On beyin; noral tabaka olusmus ise O puan, 'V' seklinde noral katlant1 varsa 1 puan, 'U’
seklinde noral katlant1 varsa 2 puan, prosensefalik katlanti kismen birlesmis ise 3 puan,
prosensefalon tamamen birlesmisse 4 puan, telensefalik evaginasyon goriiniiyorsa 5

puan verilir.

Otik sistem; herhangi bir belirti yoksa O puan, diiz bir otik primordium varsa 1 puan,
otik ¢cukur varsa 2 puan, otik vezikiil kapali ancak epidermisten ayrilmamais ise 3 puan,

otik vezikiil epidermisten ayrilmis ise 4 puan, otosit dorsale yerlesmis ise 5 puan verilir.

Optik sistem; herhangi bir belirti yoksa O puan, sulcus opticus varsa 1 puan, optik
primordium uzamis ise 2 puan, optik primordium oval sekilli ise 3 puan, primer optik
vezikiil olusmus ve optik sap agik ise 4 puan, lens tabakasi olusmaya baslamis ise 5

puan verilir.

Olfaktor sistem; herhangi bir belirti yoksa O puan, olfaktor tabaka var ise 1 puan,

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

Bransiyal bar; bransiyal bar goriinmiiyorsa O puan, bir tane bransiyal bar varsa 1 puan,

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

Maksiller ¢ikinti; rudimental bar kafanin 6n kismiyla birlesmis olarak goriiniiyorsa O
puan, rudimental bar kafanin 6n tarafindan ayrilmig ise 1 puan, bransiyal bar ile
maksiller ¢ikint1 arasinda iceriye dogru bir ¢ikint1 olursa 2 puan, mandibular ¢ikinti ile

On beyin arasinda bir tabaka olusmussa 3 puan verilir.

Mandibular c¢ikinti; herhangi bir sey goriinmiiyorsa O puan, mandibular ¢ikint1 ventral
kenar boyunca ayrilmis ise 1 puan, ventral kenarlar birbirine temas ediyorsa 2 puan, bu

kenarlar birlesmis ise 3 puan verilir.

On ayak; herhangi bir olusum gériinmiiyorsa O puan, 9-13 somit seviyesinde disariya
dogru bombelesme varsa 1 puan, Oon ayak tomurcuklanmis ise 2 puan, 6n ayak

tomurcugu kiirek seklinde ise 3 puan verilir.

Arka ayak; herhangi bir olusum goriinmiiyorsa O puan, 26-30 somit seviyesinde
disariya dogru bombelesme varsa 1 puan, arka ayak tomurcuklanmis ise 2 puan, arka

ayak tomurcugu kiirek seklinde ise 3 puan verilir.
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Somitler; somit sayis1 0-5 arasinda ise O puan, 6-10 arasinda ise 1 puan, 11-15 arasinda
ise 2 puan, 16-20 arasinda ise 3 puan, 21-25 arasinda ise 4 puan, 26-30 arasinda ise 5

puan verilir (54).

Morfolojik skor her bir embriyo i¢in skorlarin toplam sayisal degerini ifade eder ve
sadece embriyonik yas1 belli embriyolar i¢in kullanilir. Morfolojik skorlama in vitro
kiiltiir ortaminda biiyiitiilen embriyolarin gelisiminin ayrmtili indeksini verir. Spesifik
primordia'nin yavaslamasinin ve dismorfogenezin bulunmasina, biiylime ve gelismenin
kantitatif olarak karsilastirilmasina olanak saglar (53). Ayrica vitelliis kesesinin capi,
embriyonun bas-kic uzunlugu ve bas uzunlugu Olgiilerek biiyiimenin sayisal olarak

karsilagtirilmasina yardimci olur.
2.3.4. Sicanlarda Erken Donem Embriyonik Gelisim

Sican ve insanin embriyonik gelisimi arasindaki en onemli fark gebelik siiresidir. Bu
siire sicanlarda 21-22 giin iken, insanlarda 267 giindiir (53). Embriyonun gelisimi
sirecinde cleavage ve blastula evreleri insanda ve sicanda benzerlik gosterir. Blastosist

evresinden sonra sican embriyo gelisiminin bazi yerlerinde farkliliklar gozlenir (55).

Sicanlarda cinsel birlesmeden 10 dakika sonra uterus duvarinda kasilmalar meydana
gelir. Bu kasilmalar sayesinde semen, uterus ile tuba uterinanin birlesim yerine birkac
saniyede ulasir ve hareketli olan spermler buradan gecerek ovaryuma dogru ilerler.
Ejakulasyondan 1-4 saat sonra ovumun etrafi spermle kusatilir ve penetrasyon

gerceklesir (56).

Sicanlarda, spermin ovum icerisine penetrasyonunu takiben 21.-25. saatler arasinda ilk
yariklanma goriiliir. Ikinci yariklanma ise 40.-70. saatler arasinda goriiliir. Takip eden
yariklanma 65.-90. saatler arasinda gerceklesir. Fertilizasyonu takiben 80.-110.
saatlerde blastosist donemine girilir. Bu silirecin tamami tuba uterina igerisinde
gerceklesir. Zona pellucida 4. giinde kaybolmaya baglar ve 5. giiniin sonunda zona

pellucidasini tamamen kaybeden blastosist uterusa girerek uterus duvarina yerlesir (57).

Blastosist, i¢ hiicre kitlesi (embriyoblast) ve blastoselin cevre sinirni olusturan
trofoblast hiicreler seklinde iki hiicre grubundan meydana gelir. Mural trofoblast,
trofoblastik biiyiik hiicrelerden olusur ve maternal doku ile baglantiyr kurar.
Ektoplasental kon ise polar trofoblastlarin ¢ogalmasiyla olusur. i¢ hiicre kitlesinin

farklilasmasiyla gelisen endodermal hiicrelerin bir kismi embriyonal diskin alt
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bolimiinii olustururken bir kismi da visseral endodermi sekillendirir. Endoderm
hiicrelerinin bir kismi ise mural trofoblastin i¢ yiiziinii kaplayarak parietal endodermi
olusturur. Bu zamanda embriyo 6-7 giinliiktiir ve embriyonik ektodermin merkezinde,
proamniotik boslukta ve ekstraembriyonik ektodermde bosluklar goriiliir. Bu bosluklar

birleserek embriyonik silindirin (egg cylinder) icinde dar bir liimen olusturur (55).

Reicherts membrani, ilk olarak hamileligin 6. giiniinde trofektoderm ve parietal
endoderm arasinda amorf salgi olarak goriiliir ve 8. giinde kalin hyalin membran haline
gelir. Ayn1 zaman periyodunda primitif cizgi olusur ve buradan go¢ eden hiicreler
ektoderm ile endoderm arasina girerek mezodermi olusturur. Mezodermal doku
cogalirken i¢c kisminda bir aralik goriiliir. Cogalan bu mezodermal hiicre Kkitlesi
embriyonik silindirin liimenini bloke eder ve hamileligin 8.5'inci giiniinde embriyonik
silindir ii¢ bosluga boliiniir. Bunlar ektoplasental bosluk, eksosdlom bosluk ve amniotik
bosluk olup bunlarin etrafinda vitelliis boslugu bulunur. Bu ii¢ bosluk amniotik
boslugun, siklikla da eksosdlomun genislemesiyle ikiye diiser ve ektoplasental bosluk
oblitere olur. Ektoplasental boslugun zeminini olusturan korion, ektoplasental zonun
dokusuyla birlesir. Ayn1 zamanda allantois, eksosélom icindeki primitif ¢izginin oldugu

yerden gelisir (55).

Embriyo 10.5 giinliikken fark edilebilir yapidadir. Noral krest, kas-iskelet sistemi, kalp,
On barsak, karaciger tomurcuklar1 ve somitler belirginlesmistir. Buna ek olarak allantois
eksosolom karsisinda geliserek ektoplasental kon ile birlesir. Ayni zamanda embriyo
ventral olarak konveks olup hemen dénmeye baslar ve kuyrugu kivrilir. Donme olay1
embriyo 11.5 giinlilkken tamamlanarak dorsal olarak konveks hale gelir. Embriyo,
amniyon kesesi icinde donerek etrafi amniyon tarafindan cevrelenir, ayn1 zamanda
vitelliis kesesi gelisir. Boylece hem amniyon hem de embriyo vitelliis kesesi igcinde
gelisir. Sican embriyosu yaklasik 12.5 giinliikken biitiin organlar belirgindir. Bu durum
insanlarla karsilastirildiginda 8. haftaya denk gelmektedir (58). Ayni zamanda embriyo,
korio-allantoik plasenta ve damarlanmis yolk sac plasenta olmak {iizere iki plasentaya
sahiptir. Allantoik plasenta gebeligin son evresinde onemli iken, damarlanmis vitelliis

kesesi erken embriyonik gelisim esnasinda esas besleyici organ olarak gorev yapar (56).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. DENEY HAYVANLARININ SECiMi VE CIFTLESTIiRILMESI

Bu calisma Erciyes Universitesi, Tip Fakiiltesi, Hakan Cetinsaya Deneysel ve Klinik
Arastrma Merkezinde (DEKAM) bulunan Embriyo Kiiltiirii Laboratuari'nda
gerceklestirildi. Calismamiz Erciyes Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurallarina
uygun olarak yapilmistir. (Etik Kurul No:12/101) Calismada DEKAM' da yetistirilen
Wistar Albino tiirii sicanlar kullanildi. Kafeslere alinan sicanlar giiniin normal
diizeninde, 21 °C sicakliktaki 12 saatlik aydinlik/karanlik ortamda tutuldu. Su, besin

ihtiyaclar1 ve kafes ici temizlikleri saglandi (Resim 3.1).

Calismamizda kullanacagimiz embriyolar1 elde etmek iizere dollenme yetenegi olan
erkek sicanlarla, 150-250 gr agirhigindaki (4-10 aylik) disi sicanlar saat 17:00'de ayni
kafese alindi. Her bir kafese 3 adet disi sican, 1 adet erkek sican konuldu. Sigcanlar
karanlik periyodun ortalarinda ciftlesmeye meyilli oldugu i¢in ertesi sabah saat 08:30'da
disi sicanlardan Pasteur pipeti ile smear alinarak mikroskop altinda incelendi. Vajinal
smearinda sperm goriilen digiler 0.5 giinliik gebe kabul edilerek ayr1 bir kafese alind1 ve

normal diyetle beslenerek 9 giin bekletildi.
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Resim 3.1 Disi sicanlarin kafesteki goriiniimii

3.2. EMBRiYO KULTURU
3.2.1. Kiiltiir Ortaminin (serum) Hazirlanmasi

Sican embriyolarint biiylitmek i¢in kullanilan kiiltiir ortamu disi veya erkek sicanlarin
kanlarindan elde edilen serumla olusturuldu. Serum eldesi i¢in ilk once siganlar eter ile
anestezi edildi (Resim 3.2). Anestezinin gerceklesip gerceklesmedigi goz kapagi
refleksine bakilarak kontrol edildi. G6z kapagi refleksi kaybolan siganlar anestezi
kutusundan alinarak diiz satih lizerine sirtiistii yatirildi (Resim 3.3) ve sabitlendi.
Anestezinin devami eterle 1slatilmis pamugun hayvanin bas kismina yerlestirilmesi ile
saglandi. Karin 6n duvar1 %70'lik alkol ile temizlenerek tiiylerin kontaminasyonu
onlendi. Daha sonra pens ve makas kullanilarak pubis iizerinden her iki kaburga yayma
dogru iki insizyon yapilarak karin 6n duvari derisi ve kaslar1 'V' seklinde bas hizasma
katland1 (Resim 3.4). Aort orta hattin solunda bulundugu icin karm i¢i organlar: steril
span¢ yardimiyla sag tarafa yatirilarak aorta abdominalis goriiniir hale getirildi. Aorta
abdominalisin catallanma yerinden steril 10 ml'lik enjektor yardimiyla kan alindi
(Resim 3.5). Alinan kan miktar1 her hayvanin agirligma gore degismekte olup yaklasik
6-10 ml kadardi. Almman kan 3500 devirde 5 dakika santrifiij edildi. Olusan serum
'Lamin-air flow' altinda steril Pasteur pipeti yardimiyla bagka bir tiipe aliarak, 56 °C'lik

su banyosunda 30 dakika bekletildi ve protein inaktivasyonu saglandi. Su banyosunda
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bekletilen serum olasi1 partikiillerden izole etmek amaciyla 0.22 um'lik filtreden
gecirildi. Daha sonra serum icerisine 100 IU/ml penisilin ve 100 ug/ml streptomisin
karisimindan (Her ml serum icin 10 pl olacak sekilde) ilave edildi. Elde edilen serum -
20 °C dondurularak kullanilacagi zaman 37 °C su banyosunda bekletilip kullanima hazir

hale getirildi.

Resim 3.3 Anestezi edilen sicanin sirt iistil yatirilmig goriiniimii



Resim 3.4 Karin 6n duvari derisi ve kaslar1 'V' seklinde bas hizasina katlanmis sicanin gériiniimii

Resim 3.5 Aorta abdominalisin ¢atallanma yerinden alinan kanin goriintimii

18
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3.2.2. Embriyolarin Anne Karnindan Cikarilmasi

Gebeligin 9.5'inci giiniinde siganlarm 3.2.1'de tarif edildigi iizere, eter anestezi altinda
karin 6n duvarlar1 ac¢ild1 ve kanlar1 alinarak serum elde etmek icin kullanildi. Sayilar1 8-
15 arast degisen ve icerisinde embriyo bulunan keselerin dizili oldugu uterus (Resim
3.6), steril bir pens ve makas yardimiyla diseke edildi (Resim 3.7). Daha sonra bu
keseler tek tek kesilerek icerisinde Hanks dengeli tuz c¢ozeltisi (Hank's Balanced Salt
Solution =HBSS) bulunan steril petri kabina alind1 (Resim 3.8, 3.9). Bu asamadan sonra
biitiin islemler 'Lamin-air flow' kabin icerisinde yar steril sartlarda ve stero mikroskop
kullanilarak yapildi. Steril bir ¢ift forceps yardimiyla uterus kasi antimezometrial kenar
boyunca dikkatlice ag¢ilarak desidual doku aciga ¢ikarildi (Resim 3.10). Desidual kitle
ikiye ayrildi ve bir yiiziine yerlesmis olan embriyoya zarar verilmeden dikkatli bir
sekilde desiduadan ayrildi (Resim 3.11). Daha sonra kemirgenlere has ve embriyoyu
cepegevre saran Reicherts membrani pens yardimiyla embriyonal kutuptan pargalanarak
cikartildi (Resim 3.12). Cikartilan embriyolar HBSS bulunan steril kiigiik petri kabina
alind1 (Resim 3.13).

Resim 3.6 Karin icinde embriyolarin goriiniimii



Resim 3.8 Embriyolarin uterus boynuzundan ¢ikarildiktan sonra HBSS’ye transferi

20
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Resim 3.9 HBSS i¢indeki embriyolarin goriiniimii

Resim 3.10 Igerisinde embriyo bulunan uterus



Resim 3.11 Desidual kitle ve bir yiiziine yerlesmis olan embriyonun gortiniimii

Reicherts membram

Resim 3.12 Reicherts membranli embriyo

22
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Resim 3.13 Reicherts membrani ¢ikartilmis embriyo

3.2.3. Embriyolarin Kiiltiire Edilmesi

Embriyolarin c¢ikarilmasini takiben (3.2.2'de tarif edildigi gibi) saglam embriyolar
beserli gruplara ayrildi. Steril cam Pasteur pipet yardimiyla igerisinde 5 ml normal si¢an
serumu bulunan 50 ml'lik steril cam Kkiiltiir siselerine (1 embriyo/1 ml serum) konuldu.
Zarar gormiis ya da gelisimi geri olan embriyolar kiiltiir ortamina alinmadi. Embriyo
bulunan siselere %5'lik O,, %5'lik CO,, %90'lik N, (1. gaz karisimi) gaz karisimi 1
dakika siireyle verilerek embriyolarin oksijen ihtiyaci karsilanmis oldu. Daha sonra
sisenin agz1 steril mantar tipa ile sikica kapatilarak 37 °C’lik inkiibatore konuldu. Kiiltiir
siseleri dakikada yaklasik 30 devirle (30 rpm/dk) donen rollera yerlestirildi. 24 saat
sonra kiiltiir siseleri inkiibatorden cikarilarak mantar tipalar1 agild1 ve icerisine 1 dakika
sireyle %20 O, %5 CO,, %75 N, iceren (2. gaz karisimi) gaz karisimi verildi. Kiiltiir
siseleri tekrar kapatilarak inkiibatdre konuldu. Embriyolarin morfolojik skorlamalarini
yapmadan 4 saat once %40 O,, %5 CO,, %55 N, iceren (3. gaz karisimi) gaz karigimi
yine 1 dakika siireyle verildi. 48 saat boyunca Kkiiltiir ortaminda tutulan embriyolar

icerisinde HBSS bulunan steril petri kaplarina alindi. Embriyolar Van Maele-Fabry ve
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ark. (18) tarafindan gelistirilen morfolojik skorlama yOntemine gore tek tek stero

mikroskop altinda degerlendirildi.
3.2.4 Calisma Gruplarimin Olusturulmasi

Calismamiz biri kontrol ikisi deney grubu olmak iizere toplam 3 gruptan olusmaktadir.
Kontrol grubunda sadece sican serumu (Whole Rat Serum=WRS) kullanilirken deney
gruplarindan birine her bir embriyo bagina 1000 IU IFNB-1a (Avonex) digerine ise yine
her embriyo basina 1000 IU IFNB-1b (Betaferon) ilaveli WRS kullanildi. Bu ii¢ grup
icin toplam 28 embriyo kullanildi. Calismamiz iki asamali gerceklestirildi. Ik asamada
her grup icin 5'er embriyo olmak iizere toplam 15 embriyo kullamild1. ikinci asama ise
bir hafta sonra kontrol grubu i¢in 5 embriyo, deney gruplar1 icin 4'er embriyo
kullanilarak tamamlandi. Boylece kontrol grubunda 10 embriyo, deney gruplarinda ise

9'ar embriyo kullanildi.
3.2.5 Kiiltiire Edilen Embriyolarin Sonuclarinin Degerlendirilmesi

48 saat kiiltiir ortaminda biiyiitiilen kontrol grubu ve deney gruplarina ait embriyolarin
morfolojik skorlarma, somit sayilarina, vitelliis kesesi caplarina, embriyo bas-kic

uzunluklarina ve bas uzunluklarma tek tek bakilarak sayisal veriler elde edildi.

Kiiltiire edilen embriyolarin morfolojik skorlar1 ve somit sayilar1 2.1.3'de belirtildigi
gibi Van Maele-Fabry ve ark. (18) tarafindan gelistirilen 'objektif skorlama sistemi'

kullanilarak belirlendi.

11.5 giinliik embriyolarin vitelliis kesesi caplarini, bas-ki¢ uzunluklarini ve bas
uzunluklarin1 6lgmek icin vitelliis kesesi c¢ikarilmadan Once ve sonrasinda icerisinde
embriyo bulunan petri kabi, milimetrik kagit {izerine konarak stero mikroskop altinda
fotograflar1 cekildi. Elde edilen fotograflar bilgisayar ortamina aktarildi. Aktarilan
fotograflardaki embriyolarin vitelliis kesesi capi, embriyo bas-ki¢ uzunluklar1 ve bas
uzunluklar1 Imagel (http://rsb.info.nih.gov/ij/docs/index.html) programi kullanilarak
olciildii (Resim 3.14A). Once fotograflardaki milimetrik kagit iizerindeki es araliklar
baz alinip ImageJ programinin analyze-set scala boliimii kullanilarak uygun kalibrasyon
yapild1 (Resim 3.14B). Kalibrasyon yapildiktan sonra ImageJ programinin 'straight'
ozelligi ile Ol¢iimil yapilacak olan mesafe manuel olarak belirlendi (Resim 3.14C) ve

degeri mm cinsinden hesaplandi (Resim 3.14D).
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Calismamizda elde ettigimiz sayisal verilerin normal dagilimima Shapiro-Wilk testi ile
bakildi. Degiskenlerin gruplar arasi karsilastirilmalart Tek Yonlii Varyans Analizi ile
yapildi. Varyasyonlarmn homojenligi Levene Testi ile kontrol edildi. Coklu
kargilastirmalar1 icin Tukey HDS Testi uygulandi. p<0.05 degeri istatistiksel olarak
onemli kabul edildi.
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Resim 3.14 Image] programu kullanilarak embriyo’da kalibrasyon yapilma asamasi ve olgiimii A-
Bilgisayar ortamima aktarilmis fotograflarin ImageJ programinda acgilmasi. B,C-Fotograflardaki
milimetrik kagit tizerindeki es araliklar baz alinip Image] programinin analyze-set scala boliimii
kullanilarak uygun kalibrasyon yapilmasi. D-Kalibrasyon yapildiktan sonra ImageJ programinin 'straight’
ozelligi ile 6l¢timii yapilacak olan mesafenin manuel olarak belirlenip, uzunlugunun dl¢iilmesi



4. BULGULAR

Toplam 3 gruptan (kontrol ve 2 deney grubu) olusan ¢alismamizda, 48 saatlik kiiltiir
periyodunun sonunda kontrol grubuna ait embriyolarin gelisiminin normal oldugu ve
morfolojik skorlama sonuglarinin 11.5 giinliik embriyolarin gelisimine yakin bir gelisim
gosterdigi belirlendi (Resim 4.1). IFNB-la ve IFNB-1b ilave ettigimiz deney
gruplarindaki embriyolarin gelisimi toplam morfolojik skor ve somit sayisi
parametrelerine gore kontrol grubundaki embriyolar ile karsilastirildiginda gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit edilmedi (p>0.05), (Resim 4.2,
4.3). Ancak gruplar arasinda vitelliis kesesi ¢api, bas-ki¢c uzunlugu ve bas uzunlugu
parametreleri karsilastirildiginda kontrol grubuna gore deney gruplarinda elde edilen
degerlerin daha diisiik oldugu ve farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi

(p<0.05), (Tablo 4.1).

Farklilik belirlenen parametreler i¢in kontrol grubu ile deney gruplarinda elde edilen

degerler Tablo 4.2 ve 4.3’de verildi.
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A

Resim 4.1 Sigan serumunda biiyiiyen 11.5 giinliik sican embriyolar1 A- Vitelliis kesesi ¢ikartilmamis
embriyo B- Vitelliis kesesi ¢ikartilmis embriyonun yandan goriiniisii

Resim 4.2 Kiiltiir ortamina 1000 IU/ml IFNB-1a ilave edildikten sonraki 11.5 giinliik sican embriyolar1
A- Vitelliis kesesi ¢ikartilmamis embriyo B- Vitelliis kesesi ¢ikartilmig embriyonun yandan goriiniisii

B

Resim 4.3 Kiiltiir ortamina 1000 IU/ml IFNB-1b ilave edildikten sonraki 11.5 giinliik sican embriyolar1
A- Vitelliis kesesi ¢ikartilmamis embriyo B- Vitelliis kesesi ¢ikartilmig embriyonun yandan goriintigii
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Tablo 4.1. Sican serumu ve IFNf'nin toplam embriyonik gelisim iizerine etkisi

Embriyo Toplam Somit Vitelliis Bas-Kig Bas
Sayist Morfolojik Sayist Kesesi Cap1 Uzunlugu Uzunlugu
Kiiltiir Ortam (N) Skor

Sican Serumu 10 56.2543.04  22.0+£2.45 4.79+0.37 3.78+0.43 1.59+0.10

1000 TU/ml IFNB- 9 56.17+1.32 22.44+1.13 4.0840.327  3.34+0.10°  1.44+0.03"
la
1000 TU/ml IFNp- 9 53.56+2.46 21.66+0.86 4.12+0.32°  3.29+0.19"°  1.47+0.04"
1b

Sonuglar ortalama deger olarak ifade edildi.” p<0.05, “p<0.001

Tablo 4.2. Kontrol grubu ve 1000 IU/ml IFNf-1a grubuna ait Vitelliis Kesesi Capi, Bas-Ki¢ Uzunlugu ve
Bas Uzunlugu degerleri

Sigan Serumu (Kontrol grubu) 1000 IU/ml IFNB-1a (Deney grubu) p

Parametre Degeri
SS egeri

EKD | EBD | Ortalama SS EKD | EBD | Ortalama

stk

Vitelliis Kesesi 426  5.58 4.795 0.377 @ 3.59 443 4.084 0.320 000
Capt

Bas-Ki¢ 3.07 435 3.781 0432 | 321  3.57 3.348 0.108 008"
Uzunlugu
Bas Uzunlugu 146 1.74 1.597 0.103 | 1.40 1.50 1.448 0.033 000

EKD: En kiiciik deger, EBD: En biiyiik deger, SS: Standart sapma. ~p<0.05, ~p<0.001

Tablo 4.3. Kontrol grubu ve 1000 IU/ml IFNB-1b grubuna ait Vitelliis Kesesi Capi, Bas-Ki¢ Uzunlugu ve
Bas Uzunlugu degerleri

Sican Serumu (Kontrol grubu) 1000 IU/ml IFNB-1b (Deney grubu) P

Parametre - .
Degeri

EKD EBD | Ortalama SS EKD | EBD | Ortalama SS

Vitelliis Kesesi 4.26 5.58 4.795 0.377 = 349 454 4.129 0.326 001"
Capt
Bas-Ki¢ 3.07 4.35 3.781 0432 | 3.02 3.58 3.298 0.194 003"
Uzunlugu

Bas Uzunlugu 1.46 1.74 1.597 0.103 | 1.40 1.55 1.471 0.048 002

*

EKD: En kiiciik deger, EBD: En biiyiik deger, SS: Standart sapma. ~ p<0.05, “p<0.001

Kontrol grubunda biiyliyen embriyolarin  kaudal noral tiip  gelisimleri

degerlendirildiginde 5 embriyonun arka noroporunun sekillendigi ancak noral acikligin
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devam ettigi diger 5 embriyoda ise arka ndroporlarinda sadece kiigiik bir acikligin
oldugu belirlendi. Deney gruplarinda; 1000 IU/ml IFNB-la ilave edilen grupta 7
embriyonun arka noroporunun sekillendigi ancak agik pozisyonda oldugu, 2 tanesinin
ise arka noroporunda kiigiik bir agikligin devam ettigi goriildii. 1000 IU/ml IFNB-1b
varliginda ise embriyolarin hepsinin arka néroporunun sekillendigi ancak kapanmanin

gerceklesmedigi ve acikligin devam ettigi tespit edildi (Tablo 4.4).

Tablo 4.4. Kontrol grubu ile deney gruplarinin kaudal néral tiiplerinin gelisimi

Morfolojik Skor
0 1 2 3

N
)

Embriyo sayis1 (N)
somit seviyesinde
sekillenir ancak agik
kiiciik bir ac¢iklik var
Arka noéropor kapali

Noral katlant1 4-5
birlesmis

Noral tabaka veya
noral katlanti

Kiiltiir Ortam
olusmus

Noral tabaka
kapanmis ancak
noral katlant1 ile
birlesmis

Arka néropor
Arka noroporda

—_
=
1
1
1
1

Sican Serumu

(Kontrol grubu)
1000 IU/ml IFNB-1a 9 - - - 7 2 -
(Deney grubu)
1000 IU/ml IFNB-1b 9 - - = 9 - -

(Deney grubu)

Embriyolarin arka beyinlerinin gelisim siireci morfolojik skorlamaya gore
degerlendirildiginde; kontrol grubuna ait embriyolarin 5 tanesinde dordiincii ventrikiiliin
actk st kenariyla pons’un birlestigi, 4 tanesinde ©n noroporun kapali ve
rhombencephalonun sekillenmis oldugu belirlendi. 1 tanesinde ise On ndroporun
olustugu ancak kapanmadigi gozlendi. Deney gruplarinda ise 1000 IU/ml IFNf-1a ilave
edilen grupta 7 embriyoda, 1000 IU/ml IFNB-1b kullanilan grupta ise 6 embriyoda 6n
noroporun kapali, rhombencephalonun sekillenmis oldugu belirlendi. Deney gruplarinda
geri kalan embriyolar degerlendirildiginde ise IFNB-1a grubunda 2 embriyoda, IFN(-
Ib grubunda ise 3 embriyoda arka beyin gelisimlerinde 6n néroporun olustugu ancak

acikligim devam ettigi saptandi (Tablo 4.5).
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Tablo 4.5. Kontrol grubu ile deney gruplarinin arka beyinlerinin gelisimi

Morfolojik Skor
0 1 2 3 4 5
~ < . z
_ < T | b 7| L5 =
g Z 2 g 5 22 g g
s 2 s ° = o 9 O S
= B 4 < 8 = Sg| 287 5 &
O @] = 7 s > g - Y g E :8 '_' < Ry
) =z 23 25 g290g| £EEZ%E
15 E‘ ~5 = = ~E :S: A= JRS :Dﬁba
= 5 =2 %5 E£ £§ fEz TEES
: 0 = = 0 = B = 0 =
v 5 ZzZs | P2E2 z% S35 S5ER /223
Sican Serumu 10 - 1 4 5
(Kontrol grubu)
1000 IU/ml IFNB-1a 9 - - - 2 7 -
(Deney grubu)
1000 TU/ml IFNB-1b 9 § § ; 3 6 ;
(Deney grubu)

Gruplara ait embriyolarin orta beyinlerinin gelisimi morfolojik skorlamaya gore
degerlendirildiginde kontrol grubunda 4 embriyonun mesensefalonu ile rhinensefalonu
arasinda bir bolmenin olustugu, 5 embriyoda mesensefalonun tamamiyla birlesmis
oldugu 1 embriyoda ise mesensefalik katlantinin kismen birlestigi goriildii. 1000 TU/ml
IFNB-1a ilave edilen gruptaki embriyolarin hepsinde mesensefalonun tamamiyla
birlesmis oldugu belirlenirken 1000 IU/ml IFNB-1b bulunan grupta 6 embriyoda
mesensefalonun tamamiyla, 3 embriyoda ise mesensefalik katlantinin kismen birlestigi

goriildii (Tablo 4.6).
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Tablo 4.6. Kontrol grubu ile deney gruplarinin orta beyinlerinin gelisimi

Morfolojik Skor
0 1 2 3 4 5
4
z | 25 | = Sz o B
o = = 2] > —
- 7 > © 25) 25 g £ Z_%
g > | s=2s5 = N 23 £ | Ego
S B 25> B85 858 8= | == == E
S o | £35z £ EZ E3 zgz §%=
= = :g: v v =" 5= E2E 223
£ 5| £85| %5 85 £5 E%8 3Ef.
: : = - = - = Q= — —
> m | =zZEgf 28 PE &2 £g8f =EEFCS
Sican Serumu 10 - - - 1 5 4
(Kontrol grubu)
1000 TU/ml IFN- 9 - - - - 9 -
la
(Deney grubu)
1000 IU/ml IFNB-1b 9 § ; ; 3 6 ;
(Deney grubu)

Gruplardaki embriyolarin 6n beyin gelisimlerini kiyasladigimizda, kontrol grubundaki
embriyolarin 4 tanesinde telensefalik evaginasyon goriilirken 6 tanesinde ise
prosensefalon tamamen birlesmis olarak belirlendi. 1000 TU/ml IFNB-1a ilave edilen
grupta embriyolarin sadece 1 tanesinde telensefalik evaginasyon goriiliirken 7 tanesinde
prosensefalon tamamen birlesmis olarak, 1 tanesinde de prosensefalik katlant1 kismen
birlesmis olarak tespit edildi. 1000 IU/ml IFNB-1b iceren grupta embriyolarin 6
tanesinde prosensefalon tamamen birlesmis olarak, 3 tanesinde ise prosensefalik katlanti

kismen birlesmis olarak goriildii (Tablo 4.7).




Tablo 4.7. Kontrol grubu ile deney gruplarinin 6n beyinlerinin gelisimi
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Morfolojik Skor
0 1 2 3 4
fam) 724
= 2 = = Az 2 £ =
g z | 3 55| o5 | ZE SE| g
= c 0 E, 25 2% fE2., 3% E:s
o 4 s 2| = o = Z 2= = 25 %% >
. +— = P = = o 7] :
5 £ sf 35 35 35z 33 £53
= = S22 58 5= ST LE wEs
M &3 zs| =2 £ 2 £ a5 AS E3dw
Sican Serumu 10 = = - 6 4
(Kontrol grubu)
1000 IU/ml IFNB-1a 9 - - - 1 7 1
(Deney grubu)
1000 TU/ml IFNB-1b 9 _ § ; 3 6 ;

(Deney grubu)

Morfolojik skorlama sistemine gore embriyolarin olfaktor sistemlerinin gelisimi

degerlendirildiginde, kontrol grubunda 6 embriyonun olfaktdr c¢ikintisinin belirgin

oldugu, diger 4 embriyoda ise olfaktor tabakanin cevrelenmis oldugu goriildi. 1000

IU/ml IFNB-1a ilave edilen gruptaki embriyolarmm 7 tanesinde olfaktor tabakanin

olustugu ve etrafinin cevrelenmis oldugu, 2 tanesinde ise sadece olfaktor tabakanin

olustugu belirlendi.

Kiiltir ortamina 1000 IU/ml IFNB-1b konuldugunda ise

embriyolarin hepsinde olfaktor tabakanin gelistigi goriildii. Ancak hic birinde olfaktor

tabakanin etrafinin ¢cevrelenmedigi belirlendi (Tablo 4.8).



Tablo 4.8. Kontrol grubu ile deney gruplarinin olfaktor sistemlerinin gelisimi
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Morfolojik Skor
~ 0 1 2 3
Z
g 2 =
=N =) 8
] & 3 By R
t: 72} i S —_
Q S g, 5> = E| =2
= g S .5 = < R . S =
= 5 £ E il 22| £¢E
= = 55 = 9 =2 2 = 2
N =a) T © O s O 8 o O &
Sican Serumu 10 = 4 6
(Kontrol grubu)
1000 IU/ml IFNB-1a 9 - 2 7 -
(Deney grubu)
1000 IU/ml IFNB-1b 9 § 9 § ;

(Deney grubu)




S. TARTISMA VE SONUC

Sitokinler olarak bilinen, glikoprotein ailesinin icinde yer alan, insan ve diger memeli
tiirlerinin hiicreleri tarafindan {iiretilen IFN'ler, 1957 yilinda Isaacs ve Lindenman
tarafindan bir dizi deney esnasinda tesadiifen bulunmustur (2). O giinden beri yaklasik
55 yildir interferonlarla ilgili bir¢ok ¢alisma yapilmistir ve hala devam eden caligmalar
mevcuttur. S6z konusu ¢alismalarin biiyiik bir cogunlugu IFN'lerin biyolojik yapilarinin
belirlenmesi ve hastaliklar iizerine etkilerini arastirmaya yonelik olmustur (28, 29).
Ancak interferonlarin gebelikte kullaniminin embriyo iizerine olasi etkilerini arastiran

caligmalar siirhdir (37, 38).

Giiniimiizde insan hiicrelerinde bircok farkli IFN molekiilii saptanmistir. IFN'ler
baglandiklar1 reseptor alt tipine gore Tip I IFN ve Tip II IFN olmak iizere iki kategoride
siiflandirilir (24). Insanin 9. kromozomunda bulunan genlerden iiretilen Tip I IFN’nin
dort alt tipi bulunur ve bunlardan IFNa ve IFNP klinik acidan en 6nemli interferonlardir
(25). IFN'ler alyuvar, fibroblast, dogal oldiiriicii hiicreler ve epitel hiicreleri gibi immiin
sistem hiicreleri tarafindan bakteri, viriis, parazit, tiimor hiicrelerine kars1 cevap olarak
dogal olarak {iiretilir. Boylece viral replikasyonu inhibe ederler ve diger hiicrelerin
enfekte olmalarin1 engelleyerek immiin cevaba yardimci olurlar. IFN'ler hiicreye giren
viriis i¢in 0zgiil olmadigindan diger viriislerin de gelisme ve ¢cogalmasini durdurur. Bu

nedenle antiviral spektrumlar1 oldukca genistir (1).
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MS, merkezi sinir sistemini etkileyen kronik ve otoimmiin bir hastalik olup patolojik
bulgular1 inflamasyon, demiyalizasyon ve akson harabiyeti olarak siralanabilir (35).
Eriskinlerde travmaya bagli olmaksizin norolojik fonksiyon kaybina yol acan hastaliklar
arasinda MS ilk sirada yer almaktadir (32, 33). MS semptomlar1 hastalarin 2/3'iinde 20-
40 yaslar1 arasinda baglar (7) ve hastalarin giinliik yasam aktivitelerini, mesleki
basarilarini, toplumsal iliskilerini ileri derecede etkileyen ciddi sakatliklara yol agabilir.
Bu yoOniiyle MS'in tibbi boyutunun yami sira ekonomik ve sosyal boyutu da
bulunmaktadir. Giiniimiizde MS'nin medikal tedavi secenekleri arasinda FDA tarafindan
onaylanan IFNB-la ve IFNB-1b en sik tercih edilen ilaglardir. Hastalik siirecinde
IFNB'nin klinik atak sayisim %30 oraninda azaltti§i, atak siddetini hafiflettigi ve
MRG'de iltihabi gostergeleri azaltan anlamhi etkilerinin oldugu yapilan klinik
caligmalarda gosterilmistir (42). Hastaligin geng eriskin kadinlarda ayni yas erkeklere
oranla 2 kat daha fazla goriilmesi kadinlarda gebelik siirecinde ve emzirme doneminde
kullanilan ilaglarin teratojenik etkilerinin bilinmesini énemli kilar. Ancak IFNB'nin
teratojenik etkisinin olup olmadig ile ilgili sinirli sayida ¢alisma vardir. Bu nedenle
IFNB-1a ve IFNB-1b’nin gebelikte kullanimin1 FDA tarafindan C kategorisine alinmistir
(56).

In vitro embriyo kiiltiirii teknigi giiniimiizde, embriyonik geligim iizerine etkili olan
farmakolojik ajanlarin, hormonlarin, fiziksel ve kimyasal etkenlerin incelenmesi ve
potansiyel teratojenlerin saptamasinda yaygin olarak kullanilan yontemlerden biridir

(11).

Bu c¢alismada, kiiltiire ettigimiz embriyolarin gelisim diizeylerini saptayabilmek ic¢in
Van Maele-Fabry ve ark. (18) tarafindan gelistirilmis ve 17 parametreden olusan toplam
morfolojik skorlama yontemi kullanildi. Elde ettigimiz veriler, normal sigcan serumunda
kiiltire edilen embriyolarin gelismiglik diizeyleri ile in vivo sartlarda biiyliyen
embriyolarin gelismislik diizeyleri arasinda benzerlik oldugunu gostermektedir. IFNf-
la ve IFNB-1b ilave ettigimiz kiiltiir ortaminda biiyiitiilen embriyolar toplam morfolojik
skor ve somit sayilar1 acisindan degerlendirildiginde kontrol grubundaki embriyolar ile
aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik belirlenmedi. Kontrol grubuna ait
morfolojik skor degeri 56.25+3.04 olup, deney gruplarma (1000 IU IFN-1a/ml ve 1000
IU IFNB-1b/ml) ait degerler ise swrasiyla 56.17+1.32, 53.56+2.46'dir.
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Yaptigimiz literatiir taramasinda IFNB-1a ve IFNB-1b'nin teratojitesini arastiran sican
embriyo kiiltiirii ¢caligmalarma rastlanilmadi. Ancak embriyo kiiltiirii ile ilgili yapilan
diger calismalarda kontrol grubuna ait toplam morfolojik skor degerleri 58.45+0.47
(17), 59.6£0.51 (59), 55.30£7.22 (60), 57.7+0.87 (19) olarak bildirilmistir.
Calismamizda ise kontrol grubuna ait toplam morfolojik skor degeri 56.25+3.04 olarak
tespit edildi ve bu deger daha Once yapilmis calismalarin sonucu ile paralellik

gostermekteydi.

Yapilan kiiltiir caligmalarinda kontrol grubuna ait somit sayilar1 24.20+0.68 (17),
21.20+2 (59), 22.10£3.78 (60), 26.5+0.47 (19) olarak bildirilmis olup, bizim
caligmamizda ise kontrol, IFNB-1a ve IFNB-1b gruplarina ait somit sayilar1 sirasiyla
22.0£2.45, 22.44+1.13, 21.66+£0.86 olarak belirlendi. Literatiirde kontrol grubuna ait
11,5 giinliik embriyolari vitelliis kesesi caplarinin 6l¢timleri 3.17+£0.14 mm (17), 5.0£0
mm (59), 5.70+0.38 mm (60) olarak rapor edilmistir. Calismamizda ise Vitelliis kesesi
cap1 kontrol grubunda 4.79+0.37 mm hesaplanirken IFNB-1a ve IFNB-1b gruplarinda
ise sirasiyla 4.08+0.32 mm, 4.12+0.32 mm olarak olciildii. Arastirmalarda kontrol
grubuna ait 11,5 giinliik sican embriyolarinin bas-ki¢c uzunluklar1 2.80£0.11 mm (17),
5.440.18 mm (59), 4.84+0.63 mm (60), 3.0+£0.07 mm arasinda degisen degerlerde
hesaplanmistir. Calismamizda ise kontrol grubuna, IFNB-1a ve IFNB-1b gruplarina ait
embriyolarin ortalama bas-ki¢c uzunluklar1 swrasiyla 3.78+0.43 mm, 3.34+0.10 mm,
3.29+0.19 mm olarak 6l¢iildii. Yine yapilan bir baska calismada kontrol grubuna ait
embriyolarin bas uzunluklar1 2.0 mm (61) olarak bildirilmis, bizim ¢alismamizda ise
kontrol grubuna ait embriyolari bas uzunluklar1 1.59+0.10 mm olarak 6l¢iildii. Yapilan
caligmalarin kontrol gruplar1 arasinda elde edilen sonuclarin farkli olusu c¢alisma
ortaminin farkliligindan, ¢alismay1 ve skorlamayr yapan arastirmacilarin fakliligindan

ve kullanilan si¢an tiirlerinin fakliligindan kaynaklanabilir.

Amato ve ark. (58) gebelik siirecinde IFNP kullanan 88 MS'li hasta ile yaptiklari
calismada IFNB kullaniminin spontan diisiik riskini artirmadigini ancak diisiik bebek
agirhigi ve kisa boy uzunlugu ile ilgili oldugunu saptamislardir. Boskovic ve ark. (57)
ila¢ kullanan gebe MS'li grup (N=16), ilag kullanmayan gebe MS'li grup (N=12) ve
saglikli gebe grubunu (N=18) dahil ettikleri ¢calismada bebeklerin dogum agirliklarmni
sirastyla 3.189+486 kg, 3.498+470 kg ve 3.783+412 kg olarak rapor etmislerdir.
Gebeligin ilk ii¢ ayinda IFNP kullaniminin fetal kayiplara ve ila¢ kullanmayan gebe
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MS'li grup ve saglikli gebe grubu ile kiyaslandiginda diisilk dogum agirhigina neden

oldugunu gostermislerdir.

Ancak Hellwig ve ark. (62), IFN kullanan 78 MS'li gebe, glatiramer asetat kullanan 41
MS'li gebe ve hicbir ila¢ kullanmayan 216 gebe ile yaptiklar1 calismada ilac
kullananlarda konjenital anomalilerin normal oranda goriildiigiinii, IFNP ve glatiramer
asetatin major teratojenik risk olusturmadigini belirtmislerdir. Sandberg-Wollheim ve
ark. (63) gebelikleri siirecinde en az 45 giin deri altina enjeksiyon yoluyla IFNB-1a
tedavisi goren 425 MS’li hasta ile yaptiklar1 calismada 49 spontan diisiik, 4 konjenital
anomalisi olan ¢ocuk ve 4 o6lii dogum rapor etmisler; spontan diisilk ve konjenital
anomali goriilme oraninin normal sinirlar igerisinde oldugunu belirtmislerdir. Bizim
caligmamizda ise kontrol ve deney gruplar1 arasinda toplam morfolojik skor degeri ve
somit sayilar1 agisindan istatistiksel anlamli bir farkliligin olmadig: belirlendi. Ancak
vitelliis kesesi ¢api, bas-kic uzunlugu ve bas uzunluguna baktigimizda kontrol grubuna
ait degerlerin deney gruplarina ait degerlerden daha yiiksek oldugu ve aralarindaki

sayisal farkliliklarin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi.

Toplam morfolojik skor ve somit sayilarinda gruplar arasinda farkliligin olmamasi
caligmamizda kullanilan dozlarda IFNB-la ve IFNB-1b'nin embriyolar iizerinde
teratojenik etki gostermedigini ve bu sonucun Hellwig ve ark. (62) gebeler iizerinde
yapmis oldugu ve IFNB’nin gebeler iizerinde teratojenik risk olusturmadigi sonucu ile
paralellik gostermektedir. Calismamizda vitelliis kesesi ¢api, bas-kic uzunlugu ve bas
uzunluguna ait verilerde gruplar arasinda istatistiksel farkliligin goriilmesi IFNfB-1a ve
IFNB-1b uygulanan embriyolarin viicut boyutlariin daha diisik oldugunu
gostermektedir. Elde etmis oldugumuz bu sonug, Amato ve ark. (58) gebe insanlarda
yapmis oldugu ve IFNB kullanimi ile diisiik bebek agirligi ve kisa boy uzunlugu
arasinda bulmusg oldugu iliskiyi ve ayrica Boskovic ve ark. (57) gebeligin ilk iic ayinda
IFNB kullaniminin saglikli gruba gore diisilk dogum agirligina neden oldugunu belirttigi

calismay1 destekler niteliktedir.
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MS tedavisinde kullanilan ilaglardan olan IFNB-1a ve IFNB-1b hamilelik doneminde
alinmasi durumunda gelisen embriyolar iizerindeki etkilerinin tam olarak bilinmemesi
ve plasentadan embriyoya ge¢mesi durumunda muhtemel etkilerinin belirlenmesi
amaciyla bu calisma planlanmistir. Ayrica bir sinir sistemi hastaligi olan MS {izerindeki
etkilerin yine sinir sistemi iizerinden ortaya koyacagi varsayimindan yola ¢ikarak kiiltiir
ortamina IFNf-1a ve IFNB-1b ilave edilen embriyolarda toplam morfolojik skorlamanin
yaninda sinir sistemi gelisimini gosteren kaudal noral tiip, arka beyin, orta beyin, 6n
beyin ve olfaktor sistem gibi parametreler ayrica degerlendirilmistir. S6z konusu
parametrelerde deney gruplarima ait embriyolarmn gelisim diizeylerinin kontrol
grubundaki embriyolara gore daha diisiik oldugunun tespit edilmis olmasi bu gelisim
geriliginin ileriki caligmalarda dikkate alinmasi gerektigini ve bu konu ile ilgili daha
detayli calismalarin yapilmasi gerekliligini ortaya koymustur.

Sonug¢ olarak kiiltiir ortamina ilave edilen 1000 IU/ml IFNB-la ve IFN-1b'nin
embriyolarin gelisimi {izerinde makroskobik olarak teratojenik etki gostermedigi ancak
deney gruplarindaki embriyolarda vitelliis kesesi c¢api, bas-ki¢ uzunlugu ve bas
uzunluguna ait sayisal degerlerin diisiik ¢cikmasi belirtilen dozlardaki IFNB-1a ve IFNf-
1b'nin embriyolarda biiyiime geriligine neden oldugunu gostermektedir. Bu aragtirmanin
in vitro embriyo kiiltiirii teknigi ile yapilan ilk ¢calisma olmasi nedeniyle, farkli dozlarda

IFNS ile yapilacak olan yeni ¢calismalarin literatiire katki saglayacagini diistinmekteyiz.
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