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OZET

PORCUPINE INHIBITORU UYGULANMASI SONRASINDA FETUS
BEYINLERINDE SINiR VE KOK HUCRE BELIRTECLERININ
ARASTIRILMASI.

YESILYURT A.G. Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Histoloji
Embriyoloji Yiiksek Lisans Tezi, 2019.

Organ gelisiminde ve pek ¢ok molekiiler biyolojik olaylarda Wnt B-katenin sinyal yolaginin
etkisi bilinmektedir. Wnt sinyal yolagi, hedef genlerin transkripsiyonunda ve bir ¢ok genin
ekspresyonunda gorev almaktadir. Bu sebep ile Wnt sinyal yolaginin aktivasyonun veya

inhibisyonunun beyin kok hiicre belirteglerinin iizerinde etkisinin oldugu diisiiniilmektedir.

Bu ¢alisma da, Wnt B-katenin sinyal yolagmin fetal sinir ve beyin kok hiicre belirtegleri
acisindan bir fark olusturup olusturmadiginin tespit edilmesi amaclandi. Bu amag ile, ii¢
gruptan olusan bir deney dizayni olusturuldu. Bu gruplar; gebe kontrol grubu, gebe DMSO
grubu ve porcupine inhibitorii uygulanan gebe grubudur. Fetal gelisimin 13.5, 15.5, 17.5
giiniinde anne karnindan alinan fetuslarin agirliklart ve boylart degerlendirildi. 13.5, 15.5, 17.5
giinliik fetuslarin beyin dokularinda Wnt/B-katenin sinyal yolaginin inhibitérii olan LGK 974
(Porcupine inhibitorii) uygulanmasi sonrasinda, B-katenin ifadesinin degisimine, S100B beyin
belirtecine, Lgr5 kok hiicre belirteci proteinlerine, immiinohistokimya ile ifade diizeylerine
bakildi. Boylece Wnt/ B-katenin sinyal yolaginin embriyonik sinir ve beyin gelisiminde etkisi
degerlendirildi. Ayrica beyin dokularmma Toluidin blue ve Hematoksilen-Eozin boyamasi
yapilarak morfolojik olarak degerlendirildi.

Yapilan deney sonuglarima gore, Porcupine inhibitori uygulanan fetislerin agirliklar ve
boylarinda diger gruplara oranla istatistiksel olarak anlamli bir disiis saptanmustir.
Immiinohistokimya sonuglarina gére; Porcupine inhibitér grubunda, Kontrol ve DMSO
gruplarina oranla B-katenin, S100B, Lgr5 ifadesinde istatistiksel olarak anlamli degisiklere
rastlanmadi. Hematoksilen-Eozin ve Toluidin Blue boyama ile morfolojileri tiim gruplar

arasinda olagan goriilmiistiir.

Bu sonuglar dogrultusunda Wnt/ B-katenin sinyal yolaginin embriyo gelisimi iizerine
anlamli etkileri oldugu bulunurken, bu yolak ile ilgili beyin gelisiminde rol alan gen ifade

diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik gozlenmedi.

Anahtar Kelimeler: Wnt — 3 katenin, Porcupine, Lgr5, S100B, Beyin
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE NERVE AND STEM CELL MARKERS IN
FETUS BRAINS AFTER THE ADMINISTRATION PORCUPINE
INHIBITOR

YESILYURT A.G. Adnan Menderes University Institute of Health Sciences Histology
Embryology Master Thesis, 2019.

The effect of Wnt signaling pathway in organ development and many molecular biological
events is also known. The Wnt signaling pathway is involved in the transcription of the
target genes and expression of many genes. Therefore, activation or inhibition of the Wnt
signaling pathway is thought to have an effect on brain stem cell markers.

In this study, it was aimed to determine whether Wnt signaling pathway made a difference in
terms of fetal nerve and brain stem cell markers.

For this purpose, an experimental design consisting of three groups was formed. These groups
are; pregnant control group, pregnant DMSO group and porcupine inhibitér applied pregnant
group. The weights and lengths of fetuses taken from the mother's abdomen at 13.5, 15.5, 17.5-
days of fetal development were evaluated. Immunohistochemical expression levels of 3-catenin,
S100B, Lgr5 genes were evaluated in the brain tissues of 13.5, 15.5, 17.5-day fetuses after the
administration of LGK 974 (Porcupine inhibitor) which is an inhibitor of Wnt / B-catenin
signaling pathway. Thus, the effects of the Wnt / B-catenin signaling pathway on the embryonic
nerve and brain development was evaluated. In addition, Toluidin blue and Hematoxylin-Eosin

staining were performed to brain tissues and evaluated morphologically.

According to the results of the experiment, the weight and lengths of the fetuses, treated with
Porcupine inhibitor, decreased statistically significant compared to the other groups. According
to the results of immunohistochemistry; in the porcupine inhibitor group, there were no
statistically significant changes in B-catenin, S100B, Lgr5 expression compared to the
control and DMSO groups. Morphology of all groups was common for hematoxylin-eosin

and Toluidine Blue staining.

According to these results, we found that Wnt / B-catenin signaling pathway had significant
effects on embryo development, but we could not observe any statistically significant

change in gene expression levels involved in this pathway.

Key words: Wnt — 3 catenin, Porcupine, Lgr5, S100B, Brain
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1. GIRIS

Sinir dokusunun olusturmus oldugu sinir sistemi merkezi sinir sistemi (MSS) ve
periferik sinir sistemi (PSS) olmak iizere ikiye ayrilmaktadir. Merkezi sinir sistemini beyin,
beyincik ve omurilikten olusmaktadir. Periferik sinir sistemi ise gangliyonlar, periferik
sinirler ve sinir sonlanmalarindan olusmaktadir. Bu sistemin ana gorevi organizmanin i¢ ve
disinda olusan mekanik ve kimyasal degisimlerin meydana getirmis oldugu bilgileri almak,
analiz etmek degerlendirmek ve de yanitlamak olarak ozetlenebilir. Sinir sitemi ¢ok
komplike bir sistem olmasi ile beraber embriyonik gelisimde en 6nemli olusumlardan
biridir. Bu merkezi sinir sistemini ve periferik sinir sistemini embriyonik dénemde etkileyen
molekiiler sinyal iletim yolaklari mevcuttur. Bu yolaklar sinir sisteminin fonksiyonel,
kimyasal ve de mekanik olarak gelisiminde oldukga biiylik 6neme sahiptir. Organizmalarda
hem embriyonik donemde hem de ergin donemde gorev alan ¢esitli sinyal yolaklar:
bulunmaktadir. Bu sinyal yolaklarindan bir tanesi de Wnt sinyal yoludur. Bu sinyal
mekanizmasi evrimsel olarakta bir hayli korunmustur. Wnt sinyal yolu kanonikal ve non-
kanonikal yol olarak iki mekanizma iizerinden islemektedir. Bu iki mekanizma hiicre
polaritesinin saglanmasinda, ergin donemde kendini yenileyen hiicrelerin adezyonunda,
hedef hiicre genlerinin transkripsiyonun kontrol edilmesinde, embriyonik dénemdeki
hiicrelerin, polaritesinin ve proliferasyonun saglanmasinda, farklilasmada ve de hiicre
gociinde Onemli rollere sahiptir. Embriyonik gelisimde uzuvlarin olusumunda, organ
gelisiminde oldukg¢a biiyiik bir role sahip oldugu bilinmektedir. Wnt yolagi santral sinir
sistemi patolojilerinde ve norodejenerasyonda son yillarda arastirmalarin yogunlastigi
onemli sinyal iletilerinden biridir. Bu sinyal yolaginin sorunsuzca ¢alismasi
embriyogenezde beyin gelisimini etkilemektedir. Sinyal yolagin da ger¢eklesen herhangi bir
inhibisyon sonucun da fetus’ta beyin gelisiminin dejenerasyonu goriilmektedir. Wnt
yolagimin hedef gen transkripsiyonunu gergeklestirememesi veya asir1 ekspresyonu ergin

donemde ve embriyonik donemdeki gelismeleri etkilemektedir.

Literatiir arastirmalar1 yaptigimizda ergin beyinin yapist ve histolojisiyle ilgili pek
cok bilgi olmakla birlikte, Wnt ile iliskili embriyonik beyin gelisimi, morfolojisi, histolojisi,
fonksiyonel degisimlerin incelenmesi ve molekiiler yolaklarin aydinlatilmas: ile ilgili ¢ok
fazla kaynak bulunmasina ragmen ‘Porcupine inhibitorii uygulanmasi sonrasinda fetus
beyinlerinde sinir ve kok hiicre belirteglerinin arastirilmasi’ ile ilgili literatiirde

yanitlanmamis sorular bulunmaktadir.



Bu tez caligmasi ile, Wnt/p-katenin yolagi porcupine inhibitorii ile susturularak fare
embriyolarinin beyin gelisiminin morfolojik ve fonksiyonel olarak degisikliklerinin Wnt/f3-

katenin bagimli yolagi ile baglantisinin olup olmadiginin arastirilmasi amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Sinir Sisteminin Embriyonik Gelisimi
2.1.1. Gastriilasyon: Germ Tabakalrinin Olusumu

Gastrulasyon embriyonik dokularin kaynagi olan germ tabakalarmin olugma ve
sekillenme siirecidir (Moore ve ark, 2016). Gelisimin ii¢ilincii haftasinda gergeklesen en
onemli olaylardan biri de bu germ yapraklarinin (ektoderm, mezoderm ve endoderm)
olusmasidir (Sadler, 2011). Gastrulasyon aslinda morfogenezin (viicut seklinin gelisimi)
baslangicidir. Bu siirecte embriyo gastrula olarak isimlendirilebilir. Kemik morfogenetik
proteinleri, Shh (sonic hedgehog) ve Wnt gibi ve diger sinyal molekiilleri germ
tabakalarinin olusumunda Onemli rol oynamaktadir (Moore ve ark, 2016). Ektoderm,
mezoderm ve endoderm 6zel doku ve organlari olusturur. Embriyonik ektoderm; epidermis,
merkezi ve periferik sinir sistemi, goz, i¢ kulak ve noral krest hiicrelerinin biiyiik
bolimiiniin kaynagini olusturmaktadir. Embriyonik endoderm; solunum yollari, sindirim
kanalin1 doseyen epiteli, sindirim kanalina agilan bezleri, karaciger ve pankreas gibi
organlarin glandiiler hiicrelerini olusturmaktadir. Embriyonik mezodermden iskelet kaslari,
kan hiicreleri ve damar tabakalari, tim visseral diiz kas tabakalari, serozal ortlii (viicut
bosluklari), tireme sistemleri, bosaltim sistemlerinin kanallarini, organlarini olustururken
kardiyovaskiiler sisteminde biiylik bir kismini olusturur. Embriyonik mezoderm stromada

dahil biitiin bag dokusu yapilarinin kaynagini olusturmaktadir (Moore ve ark, 2016).

2.1.2. Primitif Cizgi Ve Notokordun Olusumu

Embriyonik gelisimin, tiglincii haftas1 baslangicinda embriyonik diskin dorsalinde,
orta ¢izgi lzerinde ve kaudalde epiblastta ¢izgisel bir kalinlagma gozlemlenir ve bu yapiya
primitif ¢izgi denmektedir. Epiblast hiicrelerinin artmasiyla ve de embriyonun orta kismina
gogli ile primitif ¢izgi olugsmaktadir. Primitif ¢izgi, kaudal kismina hiicrelerin gelmesiyle
uzarken, kraniyel ugta hiicre artistyla primitif diigiim olusmaktadir. Primitif ¢izgide dar bir
primitif oluk olusur. Primitif ¢ukur, primitif olukta gergeklesen ¢okiintli ile devam eder.
Primitif ¢izgi belli olduktan sonra kaudal eksenini, kraniyal kaudal kismi, dorsal ve ventral

yiizii belirlemek miimkiindiir. (Moore ve ark, 2016).

Primitif ¢izgi belirginlestiginde, c¢izgideki hiicreler ayrilarak kollajen (retikiiler)

lifleri igeren embriyonik bag dokusu dedigimiz (mezenkimi) olusturur. Mezenkim
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embriyonik bag dokusu embriyonun pek ¢ok yapilarini olusturmaktadir. Bir ¢ok bag dokusu
cesidini, embriyo icin destek dokular1 gibi cesitli yapilart meydana getirmektedir.
Mezenkim intraembriyonik dedigimiz ya da embriyonik mezodermi olusturan
farklilasmamis mezodermi mezoblastt meydana getirmektedir. Primitif ¢izginin diger
boliimlerindeki epibalst hiicreleri hipoblastin arasindan girerek vitelliis kesesini meydana
getirirken, yukaridaki hiicreler ise embriyonik endodermi olusturur. Geriye kalan hiicrelerde

embriyonik ektodermi meydana getirmektedir (Moore ve ark, 2016).

Primitif ¢izgi ilk haftalarda hiicre gogleri ve proliferasyonu ile mezodermi
gelistirirken dordiincii haftada mezoderm gelisimi yavaslar, primitif ¢izginin boyutunda

kiiglilme ve 6nemsiz bir yap1 haline gelmektedir (Moore ve ark, 2016).

2.1.2. Notokord olusumu

Primitif ¢izgideki yayilan prenotokordal hiicreler kranial yone ilerler. Bu hiicreler
hipoblastin i¢ine karigarak embriyonun iki hiicreli tabakasi olan notokordal plagi olusturur.
Hipoblast yerini endoderm hiicrelerine birakirken, notokordal plaktaki hiicrelerde profile
olmastyla endoderm yapisindan ayrilirlar. Ayrilan bu hiicreler daha sonra, noral tiipiin alt
tabakasint doseyen, aksiyal iskeletin yapisini olusturacak olan ici hiicre ile dolu olan
kordonu yani nihai notokordu meydana getirirler. Notokordun uzamasinda ilk olarak kranial
uctan kaudale dogru yani primitif ¢ukura dogru bir uzama gercgeklesir. Primitif ¢ukurun,
epiblasta yapmis oldugu girintiyle néroenterik kanal kismi zamanli bir sekilde yolk kesesi

ve de amniyon boslugunu birbirine baglamaktadir. (Sadler, 2011).

Genel olarak notokord olusumunun embriyonik dénemde katkisina bakicak olursak;
embriyoda primordiyal longitudinal eksenini belirleyerek embriyoya sertlik kazandirir.
Iskelet ve kas sisteminin olusumunu saglamasiyla merkezi sinir sistemi (MSS) olusumunu
saglayan embriyonik sinyal yollarinin olusumunu saglar. Son olarak da intervertebral diskin

yapisina katilmaktadirlar (Moore ve ark, 2016).

2.1.3. Noriilasyon: Noral Tiipiin Olusumu

Noral plak ve noral kivrimi birleserek noral tiipii olugturmas: yani ndriilasyon
sirasinda gergeklesmektedir. Bu olay zinciri dordiincii haftanin sonunda kaudalde néroporun

kapanmasiyla tamamlanir (Moore ve ark, 2016).



2.1.3.1. Noral plak ve noral tiip

Notokord gelisirken, lstiindeki embriyonik ektodermi uyararak kalinlagmasini ve
uzamasini saglayarak kalinlasan epitelyal hiicre plagi olan noral plagi olusturur. Bu ndral
plagin ektoderminden sinir sistemi elemanlar1 (MSS, beyin ve medulla spinalis) gelisir.
Diger bir 6nemli gelisme ise ndroektodermden retina gelismesidir. Noral plak notokord ile
uyumlu olup ayni hat boyunca uzanmaktadir. Notokordun orofarengiyal membrana kadar
ilerlemesi ile noral plak genisler ve bu yone dogru, notokordun Otesine uzanmaktadir

(Moore ve ark, 2016).

Noral oluk yaklasik 18. giinde, ndral plagin merkez ekseni boyunca invajine olmasi
ile olusmaktadir. Noral oluk olusurken embriyonun kraniyal ucundaki noral kivrimlar daha
kabarik goziikiir bu da beyin gelisiminin ilk belirtisidir. Noral kivrimlar {i¢iincii haftanin
sonunda birbirine yaklasarak birlesirler ve noral plak MSS ilk hali olan noral tiipe

donitismektedir. Ardindan noral tiip yiizey ektoderminden ayrilir (Moore ve ark, 2016).

Noral tiipiin sefalik ve kaudal uglar1 kaynagma tamamlana kadar amniyon bosluguyla
stirastyla kraniyal ve kaudal noroporlar yoluyla iliskilerini siirdiiriirler. Kraniyal ndropor
yaklagik yirmi besinci giinde (18-20 somit evresi), posterior néroporda yirmi Sekizinci
giinde (25 somit evresi) kapanmaktadir. Noroporlarin kapanmasinin ardindan noriilasyon
tamamlanir. Santral sinir sistemi, dar bir kaudal ksim, genislemis omuriligin i¢inde beyin
keseciklerinin bulundugu genis bir sefalik parcadan olusup kapal tiibiiler bir yap1 ile temsil

edilmektedir (Sadler, 2011).

2.2. Sinir Sistemi
2.2.1. Sinir Sisteminin Genel Ozellikleri

Anatomik olarak sinir sistemini inceledgimizde: merkezi sinir sistemi (MSS;
omurilik, beyin ve goziin sinirleri ile ilgili kisimlar) ve periferik sinir sistemi (PSS; sinirler,
periferik gangliyonlar, gangliyonlar1 MSS ‘ne baglayan sinir uglari, viicudun effektor
yapilar1 ve de reseptorler). Merkezi sinir sistemi ile periferik sinir sistemi birbirinden
farklidir. Bu farkhiliklar fizyolojik ve morfolojik olarak farkli olmasi ndrofarmakoloji
alaninda oldukga biiyilik bir 6neme sahiptir. Genel hatlar ile bakacak olursak merkezi sinir

sistemi; noron ve gliya hiicreleri gibi iki temel hiicreden olusmaktadir. Periferik sinir



sistemine baktigimizda daha farkli hiicrelerden olusmaktadir. Bunlar; satellit hiicreleri ve
Schwann hiicreleridir. Bu hiicreler merkezi sinir sistemindeki gliya hiicrelerine es degerdir

(Kierszenbaum, 2006).

2.2.2. Sinir Sisteminin Gelisimi

Sinir dokular1 embriyonal ektodermden gelismektedir. Notokordun altinda bulunan
sinir dokular1 embriyonel ektodermin farklilasmasi ve biliylimesi ile gelistikten sonra ilk
olarak noral plak sekillenir, bu plak kalinlagarak ndral olugu olusturmaktadir. Olugun
kenarlar1 biiyliyerek birlesir boylelikle noral tiip olusarak ependim hiicrelerini, glia
hiicrelerini, koroid pleksusun ve de ndronlar1 kapsayan merkezi sinir sistemini olusturur.
Noral olugun yan kisminda bulunan noéral kristanin olusumunu saglayan hiicreler toplu
sekilde go¢ ederek bagka yapilarmin olusumunun haricinde, ¢evresel sinir sisteminin biiyiik
bir kismini olusturur. Noral krestten koken alan yapilar; kromafin hiicreleri ( bobrek tistii
bezi medullasinda), deride bulunan ve deri altinda yer alan melanositler, odontoblast,
piamater, araknoid hiicreler, kafa ve omurilik duyu gangliyonlarinin duyu néronlart,
sempatik ve parasempatik gangliyonlarin gangliyon sonrasi ndronlari, schwann hiicreleri

(gevresel sinir sistemi), satelite hiicreleri ( uydu hiicreleri ) (Junquerira ve Carneiro, 2003)

Noral tiiplin gelisim evresindeki duvari, psddostratifiye silindirik epitelden ve fi¢
kisma ayrilimistir: ventrikiiler bolge; burdaki Onciil hiicreler (progenitor) sinir dokusunda
bulunan ¢ogu hiicreleri olusturmakta (mikroglia hiicresi harig), intermediyet (ara bolge);
burada yer alan ndronlar kortikal plaga go¢ ederek fazladan olugsmus noéronlar1 apoptoz ile
ortadan kaldirirlar, kortikal plak; serebral korteksin gri cevherini olusturmaktadir.
Gelisimini tamamlamayan noronlar ventirkiil bolgeden, ara bolgeye go¢ ederek fonksiyonel
noronlara farklilagirlar. Ara bolgede olusan postmitotik ndronlar, kortikal mantonun dig
tabakalarina gidip farklilasmaya devam ederler. Burdaki ama¢ noron cesitlilik olusturmak
icin ya farklilasir ya da kendini ayiklamasiyla oliime giderler. Olgunlagsmayan noronlar
olgunlagip aktif hale geldikten sonra germinal veya ventrikiiler hiicrelerden gliyoblastlari,
gliyoblastlar ise ependimoblast, oligodendrositlere ve astrositlere farklilasmaktadirlar
(Kierszenbaum, 2006).

Merkezi sinir sistemindeki astrositler kan damarlarina temas eden uzantilari
olustururlar. Kan hiicreleri ve damar gelisimine paralel olarak monositlerden mikrogliya

hiicreleri gelismektedir. Bu gelisen mikroglia hiicreleri fagositoz, hasarlara karsi cevap



verme Ozelligi kazanmaktadir. Merkezi sinir sistemi ve periferik sinir sisteminde destek
hiicreleri ve noronlarin yani sira ¢ok fazla damar mevcuttur. Kan damarlari, sinir
dokusundan bazal lamina ve damarin ¢apina gore degisiklik gosteren bir bag dokusu ile
birbirinden ayrilmistir. Merkezi sinir sisteminde sinir dokusu — kan damarlar1 arasindaki
siir, diger dokulardan gecebilen maddelerin gegisini engeller ve kandaki maddelerin
merkezi sinir sistemine gegisini engelleyen bu yapiya kan — beyin bariyeri denmektedir
(Kierszenbaum, 2006; Ross ve Pawlina, 2014)

2.2.3. Merkezi Sinir Sistemindeki Hiicreler
2.2.3.1. Glia hiicreleri

Glia hiicrelerinin sayist memeli beynindeki noron sayisinin on katindan daha fazla
bulunup noronlarin aralarina girip yerleserek sinir hiicresinin gévdesini, akson ve dendrit
uzantilarinin  etrafinin  sararak bir noéronun etkinligini gerceklestirmesi igin gerekli

mikrogevreyi saglamaktadir (Junquerira ve Carneiro, 2003)

Glial hiicreler sadece mekanik desteklik saglamalarinin haricinde sinir hiicrelerinin

iletisimsel islevlerini yerine getirmeye yardimei olmaktadir (Fawcett, 1994).

Merkezi sinir sistemine ait hiicreler olan; oligodendrositler, astrositler, mikrogliyalar,

ependim olmak {izere 4 ¢esit glial hiicre (nérogliya) bulunur (Ross ve Pawlina, 2014)

2.2.3.2. Astrositler

Astrositler uzantilara sahip, yildiza benzer sekile sahip olan hiicrelerdir. Merkezi
sinir sistemindeki ndronlara pek ¢ok agidan (fiziksel ve metabolit) desteklik saglamaktadir.

Noronlart kilcal kan damarlarina ve pia mater’ e baglamaktadir (Junquerira ve Carneiro,
2003)

Astrositlerin bir diger gorevi de merkezi sinir sistemindeki i¢ denge (homeostazinin)
saglanmasinda yer almaktadir (Fawcett, 1994). Destek gorevinden hari¢ iyonik kimyasal

ortamin1 da kontrol eder (Junquerira ve Carneiro, 2003)

Noral aktivitenin sonucu olarak ekstraseliiler boslukta biriken ( potasyum iyonlari, a-

aminobutirik asit (GABA), glutamat) bu maddeler astrositler yardimi ile temizlendigi



diisiinlmektedir. Glial hiicrelerin arasinda en fazla bulunan hiicre astrositlerdir. Astrositler

de kendine 6zgii farklilik ve gesit gostermektedir (Fawcett, 1994).

2.2.3.2.1. Protoplazmik astrositler

Cok fazla kisa sekilde dallanma gdsteren uzantilara sahip ve beyinde gri cevherde

¢ok fazla bulunan astrositlere denmektedir (Junquerira ve Carneiro, 2003).

2.2.3.2.2. Fibroz astrositler

Beynin beyaz cevherinde ¢ok sayida mevcutken, uzun, az sayida diiz uzantilara sahip

astrositlere denir (Ross ve Pawlina, 2014).

2.2.3.3. Oligodentrositler

Merkezi sinir sisteminde miyelin kilifin olusmasini saglayan hiicrelerdir. Miyelin
kilif, oligodendrositin plazma membraninin konsantrik tabakalarindan olusmaktadir.
Merkezi sinir sistemindeki kilif olusumu, periferik sinir sistemindekinden daha karmasiktir.
Oligpdendrotsitler, astrositlerle kiyaslandiginda daha az uzantili olup ve siklikla aksonlarin
arasinda yer almis kiiciik hiicrelerdir. Oligodendrositin tek biri bile uzantilar1 bir aksonu ya
da yakin ¢evredeki birkag aksonu miyelinize edebilir (Junqueira ve Carneiro, 2006, Ross ve
Pawlina, 2014).

2.2.3.4. Ependim Hiicreleri

Omurilik orta kanali (merkezi kanal (canalis centralis)ya da santral kanal) déseyen
altinda bazal laminas1 olmayan prizmatik epitel hiicrelerdir. Bu hiicrelerin iist (apikal)
yiizeyinde bulunan silya ve mikrovilluslar sayesinde serebrospinal sivinin emilimi ve
hareketinden sorumludur. Ependim hiicresi beyin ventrikiiler sistemi ic¢indeki, komsu
kapiller halkalarindan kaynaklanan maddelerin tasinmasini ve de sekresyonunu yaparak
serebrospinal siviyr iretmek iizere bir modifikasyona ugramistir. Bu modifikasyona;
ependim hiicresi ve bu hiicreler ile iligkili kapillere koroid pleksus ad1 verilir (Junqueira ve
Carneiro, 2006, Ross ve Pawlina, 2014).



2.2.3.5. Mikroglialar

Bu hiicreler merkezi sinir sistemine dagilmis kii¢lik hiicrelerdir. Oligodendrositlerle
cok biiylik benzerliklere sahip olmasina ragmen oligodendrositlerden daha kiigiik ve daha

koyu renkte goziikmektedir (Fawcett, 1994).

Yetigkinlerdeki merkezi sinir sistemindeki gliyal hiicrelerin %35’ini olusturan
fagositik hiicrelerdendir. Mikrogliyalar herhangi bir hasarda ya da hastalikta o bdlgeye
giderek profile olup fagositik hale gecerler ve bu mikrogliyalara reaktif mikrogliya hiicreleri
denir. Mononiiklear fagositik sistemin {iyesi olan mikrogliyalar, granulosit/monosit

prohenitor hiicrelerinden (GMP)’den koken almaktadir (Ross ve Pawlina, 2014).

Eriskin viicudundaki merkezi sinir sisteminde onarim ve inflamasyondan gorevlidir.
Mikrogliyalar aktiflestiklerinde, makrofajlarin morfolojik sekline girerek, fagositik ve
antijen sunan hiicrelermis gibi davranirlar. Sitokin salgilayarak, merkezi sinir sistemindeki
hiicresel atiklar1 uzaklastirarak bagisikligi diizenleyici etkiye sahiptirlerdir (Junqueira ve

Carneiro, 2006).

2.2.4. Beyin Yapisi

Beyindeki beyaz cevher i¢ merkezi kismi (medullay1) olustururken, gri cevher dis
katmani (korteks) meydana getirmektedir. Beynin en dis kismini (katman) olusturan serebral
korteks, sinir hiicre govdelerini, aksonlar1, dendritleri, sinapslarin yapildigi bolge ve
merkezi gliyal hiicreleri igermektedir. Serebral korteksin yani sira beyin ve beyincigin derin
kisimlarinda bulunan gri cevher adaciklarina gekirdek (nukleus) denmektedir (Ross ve

Pawlina, 2014).

Kortekste bulunan gri cevher, farkli boylara, sekillere sahip hiicrelerden alt1 tabaka
olusturur ve beyin korteksinde bazi yerlerde bulunan getirici ndronlar (duyusal) uyarilara
yonelik olup, bagka bolgelerdeki motor uyarilari olusturur. Beyincigin korteksinde dis
kisimda molekiiler tabaka, ortada purkinje hiicrelerinden olusan bir tabaka, en i¢ kisimda
graniiler tabaka olmak iizere ii¢ tabaka bulunmaktadir. Hiicre govdesi belirgin, dendritleri
acilmig bir yelpaze goriintiisii gibi goziiken purkinje hiicreleri, beyin yapisinda gelismistir.
Molekiiler tabakanin ¢cogunlugunu dendritler isgal ettiginden, bu ylizden molekiiler tabakada

cekirdekleri seyrek olarak goriiyoruz. Graniiler tabakada ise viicuttaki en kii¢iik hiicreli



ndronlardan olusur, bu noronlar hiicre yogunlugu bakimindan daha az olan molekiiler

tabakanin tam tersine daha diizenli bir goriiniime sahiptir (Junqueira ve Carneiro, 2003).

Beyaz cevher sadece sinir hiicrelerinin aksonlarini, aksonlarla baglantili gliyal
hiicreler ve kan damarlarindan olugsmaktadir. Bu aksonlar 6zgiin bir bolgeden gelen ya da
baska bir 6zgiin bolgeye giden, fonksiyonel iliskili demetler halinde gruplanarak traktus
adin1 alir (Ross ve Pawlina, 2014).

2.3. Merkezi Sinir Sistemi Histolojisi

Omurga ve kafatasi, merkezi sinir sistemini korumaktadir. Beyin ve omuriligi ii¢ bag
dokusu sarmaktadir. Bunlar; dura mater, araknoid ve pia materdir. (Junqueira ve Carneiro,
2003, Ross ve Pawlina, 2014). Dura mater, araknoid, pia mater beyin meninksleridir (beyin

zarlar1) (Junqueira ve Carneiro, 2003).

2.4. Beyin Gelisimi

Sirastyla motor ve duyu alanlarini temsil eden bazal ve alar plaklar, orta hattin her
iki tarafinda yer almis rombensefalon ve mezensefalon da bulunur. Embriyo beyni 5.’nci
haftada biiyiir ve bas kivrimi ile ventrale dogru biikiiliirken iki 6nemli biikiilme (fleksura)
ortaya gelir; mzensefalon bolgesinde bulunan orta beyin fleksur ile medulla spinalis ve
rombensefalonun gegis yerlerinde bulunan servikal fleksur’u meydana getirir (Moore ve ark,
2016).

2.4.1 Rombensefalon: Arka beyin

Rombensefalon, beyin vezikiillerin en kaudalinde bulunan myelensefalon ve pontin
fleksurdan rombensefalik istmusa kadar uzanmakta olan metensefalondan olusur.
Myelensefalon, medulla oblangata’y1, metensefalon ise pons ve serebellumu olustururken,
rombensefalon’un boslugu ise 4.’ncii ventrikiil ve santral kanal halini almaktadir (Moore ve

ark, 2016, Sadler, 2011).

10



2.4.2. Myelensefalon

Medulla oblangata’y1 olusturmasi ile birlikte spinal kord’tan lateral duvarlarinin ters
donmesi (everte olmasi) ile ayrilir. Myelensefalon’un kadudal kismi hem gelismesi hem
yapisal olarak medulla spinalis ile benzerlik gosterir. Noral tiipte ki noral kanal, kii¢lik
santral kanali meydana getirir. Medulla spinalis’tekilerden farkli olarak, myelensefalon’daki
alar plak’tan kdkenlenen ndroblastlar marginal tabakaya go¢ ederek lateral kisimda nucleus
cuneatus, medial kisimda nucleus gracilis denilen izole gri madde alanlarini meydana
getirir. Myelensefalon’un rostal dedgimiz kismi (medulla’nin agik boliimii) genis ve olduk¢a
yassidir. Medulla duvarlarinin laterale hareketi ile alar plak’lar bazal plaklarin dis tarafinda
yer alirlar. Plaklarin yerlesimleri degisirken, motor cekirdekler duyusal g¢ekirdeklerin ig

kisminda gelisirler (Moore ve ark, 2016).

Myelensefalon’un tavan plagi, tek katli bir ependimal hiicre tabakasi ve de bu
tabakanin iistiinii 6rten vaskiiler mezenkimden yani pia mater’den olusur. Pia mater’in aktif
cogalmasi (proliferasyonu) ile alt taraftaki ventrikiiler bosluk ig¢ine dogru kesecik benzeri
invajinasyon (i¢ine girme) ile uzanir. Bu piiskiil benzeri invajinasyonlar, beyin omurilik

stvisini treten koroid pleksus’u olusturur (Sadler, 2011).

2.4.3. Metensefalon

Bazal ve alar plaklarla karakterize edilir ayn1 myelensefelon gibi. Fakat bu bolgede
iki yeni bilesen bulunur: (1) bir postiir ve hareket koordinasyonu merkezi gérevi yapmakta
olan serebellum ve (ii) spinal kord ile serebral ve serebrallar korteksler arasinda uzanmakta

olan sinir liflerine zemin olusturan pons (Sadler, 2011).

2.4.4. Mezensefalon (Orta Beyin)

Mezensefalon arka beynin en kaudal kismi harig, en az degisime ugramis olan beyin
bolgesidir. Noral tiipiin kapanmasi ile 3. Ve 4. Ventrikiilleri birbirine baglayan bir kanal
olan aqueductus cerebri’yi olusturmaktadir. Mezensefalonun alar plaklari, ilk basta
birbirinden yiizeysel bir orta hat ¢okiikliigii ile ayrilmis iki uzunlamasina yiikselti seklinde
belirir. Gelisimin ilerleyen evrelerinde, bu yiikseltiler transver bir oluk yardimi ile anterior
ve posterior kollikuluslara boliiniir. Posterior kollikuluslar isitme reflekslerinin sinaps

yaptig1 bir ara istasyon olarak gorev yaparken, anterior kollikuluslar gbrsel uyarilarin bir
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refleks ve korelasyon merkezi olmasimi saglar. Kolikuluslar, {ist katmandaki marjinal
bolgeye go¢ eden noroblast dalgalari tarafindan olusturulurlar ve burada ¢ok katmanl

tabakalar seklinde diizenlenir (Moore ve Persaude, 2016, Sadler, 2011).

2.4.5. Prosensefalon: On beyin

Rostal néropor kapatildiginda 6n beynin iki tarafinin iist kisminda optik vezikiil adi
verilen her iki lateral bolgede bir doku bilyiimesi goriiliir. Optik sinirleri ve retina’y1, optik
vezikill meydana getirir. Telensefalik vezikiil ad1 verilen ikinci bir ¢ift divertikiil dorsal ve
rostal olarak ortaya ¢ikar ve bunlar serebral hemisferler’e ve i¢lerindeki bosluklar ise lateral
ventrikiiller’e doniisiir. Prosensefalon’un primordiyal serebral hemisferleri de icine alan
rostral veya On bolimii telensefalon, kaudal ve arka bolimiine ise diyensefalon
denmektedir. Diyensefalon boslugu ise 3.’lincii ventrikiile doniisiir (Moore ve Persaude,
2016).

2.4.6. Diyensefalon: Tavan Plagi ve Epifiz

Prosensefelanon’nun orta kisminda gelisen diensefalon, bir tavan ve iki alar plagina
sahip olmasma ragmen taban ve bazal plaklart olmadigi disiiniilmektedir. Orta hat
belirleyicisi olan sonic hedgehog yolaginin diensefalon tabanin da eksprese edilmesi ilgi
cekicidir. Tek sirali halde ependimal hiicre tabaka diziliminden diensefalon’un tavan plagi

olusmaktadir.

Prosensefelanon ve diensefalon katmanlari, 3’ncli ventrikiiliin koroid pleksus’un
olusmasini saglamaktadir. Tavan plagimin kuyruk tarafi (kaudal) boliimiinden pineal cisim

veya epifiz geligir (Sadler, 2011).

2.4.7. Telensefalon

Telensefalon denilen yapi, bir orta median bolim ve serebral vezikiil adi verilen iki
lateral divertikiilinden olusmaktadir. Bu vezikiiller, serebral hemisferler’in ilk
sekillerindendir. Telensefalon beyin vezikiillerinin en rostalinde yer almaktadir. Hemisferin
bosluklar1 yani lateral ventrikiiller, diensefalon’un liimenine foramen monro
(interventrikiiler foramen) araciligiyla baglanti kurar (Moore ve Persaude, 2016, Sadler,
2011).
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2.4.8. Beyin Gelisimindeki Tabakalar

e Marjinal Tabaka: Erken embriyonik donemde 6zellikle kemirgenlerde bu tabakada

mikroglia hiicrelerini ve gelismekte olan akson demetlerini gordiigiimiiz bir
tabakadir. Bu tabaka da mikroglial hiicreler aksonlarin biiylimesine yardimei olurlar
(Reemst K, . Noctor C S, Lucassen J.P, ve ark., 2016). Marjinal tabaka’nin bir diger
gorevi kotirkal plakanin néron goclerinde ve de farklilasmasinda rol oynamaktadir.
Marjinal tabaka primatlar ve insanlarinki haricindeki canlilarda belli bariz bir
sekilde ayirt edilemez. Insanlardaki ve primatlardaki marjinal tabakada ayirt edici
morfolojik Ozelliklere rastlanir. Dogum oncesi beyinde en karmasik organize olan

tabakadir (Tkachenko LA, Zykin PA, ve ark, 2016).

o Intermediate (Orta) Tabaka: Bu tabakada ndronal gogiin yogun bir sekilde

gerceklestigi bir tabakadir (Kolasinski J, Takahashi E, ve ark., 2013). Bu orta tabaka
da bazal gangliyonlar, uyarici noranlar, duyusal sinirlerinde bulundugu bir tabakadir
(Vasung L, Raguz M, Kostovic I, ve ark., 2017). Daha ¢ok gen¢ noronlarin
bulundugu bir bolgedir (Montiel JF, Vasistha NA, ve ark., 2016).

e Ventrikiiler + Subventrikiiler Tabaka: Multipotent sinir kok hiicrelerinin

cogalmasi, noron ve glial hiicrelerin meydana gelmesiyle bu tabakalar boyunca
uzanarak olusmaktadir (Rushing G, lhrie RA., 2016). Noroepitelyal hiicrelerine
sahip oldugu, nérogenezin ventrikiiler tabakaya yakin oldugu yerlerde baslamas1 ve
bu bolgede yetigkinlere oranla embriyonik donemdeki gen ekspresyonuna gore daha
fazladir. Ventrikiiler tabakada hiicrelerin birbirleri ile siki  baglanmislardir.
Subventrikiiler zonda ise siniizoid kan damarlar1 bulunur (Whish S, Dziegielewska
KM, ve ark., 2015). Norogenez memeli beyninde yetigkin subventrikiiler bolgede
devam etmektedir. Subventrikiiler zon ndral kok hiicre kaynaklarindandir (Capilla-

Gonzalez V, Cebrian-Silla A, ve ark., 2014).
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Marjinal Tabaka
Intermediate Tabaka

Ventrikuler + Subventrikiler Tabaka

Resim 1. Beyin tabakalarinin sematik gosterimi

2.5. Sinir Sistemindeki Belirtecler

Beyine 6zgii proteinler hiicre i¢i ve disi fonksiyonlari nedeni ile travma, enfeksiyon
ve hasar kaynakli pek ¢ok noropatolojide sinir sistemindeki belirteg olarak kullaniimaktadir.
Sinir sisteminde ki bu belirtegler risk tayininde, hastalik siirecinde ve tedavi hedeflerinin

belirlenmesinde onemli bir yer tutmaktadir (Regan C.M., 1988).

2.5.1. Beyinde Sinir ve Kok Hiicre Belirtecleri

14-3-3 Protein Ailesi, 14-3-2. Protein Ailesi, Biiyliime ile iliskili protein (GAP-43),
Glial fibriler asidik protein (GFAP), N-asetil-L-aspartat (NAA), Miyelin bazik proteini
(MBP), S100B proteini, Lgr5 gibi beyindeki sinir ve kok hiicre belirteclerinden en
onemlilerindendir (Portakal O, Deren O., 2010).

2.5.1.2. S100 proteinleri

Kiiciik ve asidik proteinlerden meydana gelmektedir. S100B proteini omurgali
canlilarda kalsiyum baglayici protein ailesine aittir (Donato R., 2001). Tahmin edilen en az
25 tiyesi mevcuttur bunlar; S100A1-A18, profilagrin, trikohiyalin, repetin, S100P, Z, B ve
G gibi cesitleridir. Bu protein ailesi %25-65 oraninda aminoasit dizileri bakimindan

benzerlik gosterir (Donato R., 2003).
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Genellikle homodimerik yap1 olusturup ve dimerizasyon biyolojik aktiviteleri i¢in
onemlidir fakat bu S100 protein ailesinde buna uymayan tek S100G proteinidir. S100
protein ailesi hiicre biiyiiytip farklilasmasinda, hiicre dongiisii aktifliginde, transkripsiyon
faktorlerinde, sinyal iletimi ve kalsiyumun hiicre i¢i diizenlenmesinde rol almaktadirlar.
Hiicreler arasi aktivasyonda noronlarin, mikroglialarin, astrositlerin, enfektif hiicrelerin,
epitel ve endotel hiicreleri lizerinde yogunluga bagl olarak toksik etkileri vardir. Genellikle
¢ogu kalsiyum bagimlidir, bu ylizden de biyolojik aktiviteleri i¢in hiicre i¢i yliksek kalsiyum
yogunlugu gerekmektedir (Donato R., 2001, Heizmann C., 2002).

S100B proteini en fazla beyinde astrositler tarafindan eksprese edilmektedir. Yapi
olarak homodimerdir ve hiicre iginde konumlanir. S100B kalsiyum bagimli etki gostererek
kalsiyum baglandiktan sonra konformasyon degisikliklere ugrayarak ve hedef proteinlere
gidip etkilesim haline ge¢mektedir. Hiicrelerin zarlar1 ve iskelet elemanlan ile iliskisi
bilinip; tip III ara flamentlerin ve mikrotliblil gibi iselet elemanlarinin bir arada
toplanmasinda gorev alir. Bagka gorevlerine bakildiginda enzim aktivitelerinde ve

hiicrelerin ¢ogalmasinda ve de bunlarin diizenlenmesinde gérev yapmaktadir (Heizmann C.,

2002, Donato R. Ve ark., 2009).

S100B’yi hiicreler aras1 yerlerde diisiik konsantrasyonda, noron biiyiimesi ve astrosit
proliferasyonunu uyarir. Bu yapict etkisi bazi sinyal yolaklarinin ileri glikozilasyonu
yardimut ile niikleer translokasyonu iizerinden gerceklesir. Fakat yiliksek konsantrasyonlarda
S100B, nodron ve astrositlerin apoptoz hiicre 6liimiine sebebiyet vermektedir (Donato R.,

2003, Donato R, ve ark., 2009, Huttunen, HJ ve ark. 2000).

Tiimor baskilayici bir protein olan p53, S100B ‘nin p53 protein fonksiyonlarini
inhibe ederek mitojenik kinazlarin aktifligini artirarak hiicre ¢ogalmasinda ve de
farklilasmasinda oldukca biiylik bir rol oynar. Diger bagka rollerine baktigimizda sinaptik
diizenlemeler, 6grenme yetisi ve bellek olusumunda etkin oldugu bildirilmistir (Donato R.,

2001, Heizmann C., 2002 ve Donato R., 2003).
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Tablo 1. Beyine 6zgii S100 protein’in biyokimyasal 6zelligi ve hiicre i¢i fonksiyonu

Protein/aminoasit Lokalizasyonu Fonksiyonu ve slevi
Astrosit, Schwann hiicreleri, hiicre ici Hiicreler arasi iletisim, hiicre
S100B sinyal iletimi Melanosit, Adiposit, biiyiimesi,
Plasenta hiicreleri

Kaynak: Portakal O., Deren O., Beyine 6zgii proteinler ve tamida kullanimlar1, Hacettepe Tip Dergisi, 2010;
41:135-141, 136

2.5.2. Beyine Ozgii Proteinlerin Prenatal Dénemdeki Onemi

Prenatal ve perinatal ddonemdeki norolojik anomalilerin ¢ogu cocukluk doneminde ki
gelismesinden kaynaklanmaktadir. Bazi rahatsizlar 6rnegin; gebelik esnasinda ortaya ¢ikan
diyabet, gebelige bagli yiiksek tansiyon, beyin hasarini tetikleyen risk faktorlerindendir.
S100B belirtecini vazgecilmez kilan en onemli 6zelligi beyin hasarini ortaya koymada

oldukc¢a 6nemlidir (Nagdyman N, 2001).

2.6. Embriyonik Farede Merkezi Sinir Sistemi ve Beyin Gelisimi

Farede merkezi sinir sisteminin gelisimi ektoderm’den gelismektedir. Embriyonel 7.
giinde embriyonun dorsalinde ektoderm {iizerinde bir kabariklik ya da ¢ikinti olusur. Bu
kabarinti noral plak isimlendirilir, zamanla geliserek merkezi sinir sistemini olusturur
(Gilbert SF., 2000). Embriyonun orta bolimiindeki epiblast hiicrelerinin g¢ogalmasi ve
gociiniin ardindan ndral plak belirgin hale gelir. Bu donem primitif ¢izginin gorildiigi
donemdir. Cizginin kaudal ucuna hiicre eklenmesi ile boyu uzar. Kranial ugtaki hiicreler de
cogalarak primitif diigiim denen kabarikligi olusturur. Primitif ¢izginin orta bdliimiinde
primitif oluk ve primitif ¢ukur olusur. Primitif ¢ukurdan bas yoniinde ilerleyen bazi
mezenkimal hiicreler, notokordal uzanti1 denilen orta hatta ilerleyen hiicresel bir kordonu
yapmaktadir. Daha sonra bu uzantinin ortasinda notokordal kanal adi verilen liimen ortaya
cikar. Boylelikle notokordal uzanti endoderm ve ektoderm arasinda ilerler (Alberts B, ve
ark., 2002).

Noriilasyon (noral tiip gelisimi) embriyonal gelisimin Onemli biir pargasidir.
Notokord bas yoniinde biiyiirken NESTIN-NES, Vimentin-VIM genleri ve Wingless- type
MMTYV integration site family ~Wnt gen ailesinde yer alan genlerin uyarisi ile ektodermi
indiikler, noral plak, noral oluk ve noral katlantilar1 olusturur. Bunlarin birlesmesi ile noral

tipli ortaya c¢ikarirlar (Copp AJ ve ark., 2010). Noral plak dorsal yiizey ektoderminin
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kalinlagip orta hatta katlanmasi ile devam eder. Yiizey ektodermi epidermise doniisiir.
Memelilerde fiizyon yukariya (hindbrain-ardbeyin) ve agagiya (spinal bolge) dogru olur. Bu
katlanma sonucunda primer ndriilasyon tamamlanir. Alt sakral ve kaudal bolgelerde
omuriligin (spinal kord) kapanmasi ile sekonder nériilasyon tamamlanir. Kaudal ugta olan
tomurcuklanmada farkli yapida bir multipotensiyel hiicre subpopiilasyonu ortaya ¢ikar ve
lateral sklerotomal hiicrelerin etrafinda sakral ve koksigeal vertebra olusumu i¢in organize
olmaktadir. Noral tlip gelisimi tim memeliler i¢in benzer mekanizma ile olmaktadir.
Evrimde korunmus bu olayda bu nedenle farkli canlilarda etkilenen yolaklar ve etkilenen

genlerin ortak oldugu diistintilmektedir (Detrait ER ve ark.2005).

Farede 8’nci embriyonik giinde ilk somitler olusur. Noral kapanma 4’ncii ve 5’nci
somitler hizasindan itibaren baglamaktadir. Sekizinci giiniin sonunda anterior ndroporun
kapanmasi tamamlanir. Dokuzuncu giinde posterior ndropor kapanir. On beyin vezikiilleri
telesefalon ve diensefalon boliimlerine ayrilir. Dokuzuncu giinde beyin de kranial motorlu
cekirdekler ve tepe noronlarda olusmaya baglar. Embriyonik 10°ncu gilinde omurilik
olugsmaya baglar. 10’cu ve 10, 5’ncu giinde plaka yapisi noron, alt oliver ¢ekirdek, retina
ganglion hiicre iiretimi - noron baslangici, yiizeysel iistiin kollikulus (SC) ndéron laminae-
baslangic, dorsal lateral genikulat ¢ekirdegi (ALGN) - ndron baslangi¢, purkinje hiicreleri
olugsmaya baslar. 11’nci giinde beyin gelisimi hizlanir (UNSW embryology, 2017, Finlay
BL1, Darlington RB, 1995 ve Robinson SR ve Dreher B, 1990).

13,5 giinliik fare embriyosunda ndron tepe - karmasik rafe, koku cekirdegi on -
noron zirve, anteroventral (AV), anterodorsal (AD) ve anteromedial (AM) talamik
¢ekirdekler - noron zirve, Pons ¢ekirdekleri - néron zirve, parasubiculum - néron zirve, stria
terminalis, presubiculum - néron zirve olusur ve goriiniir (Finlay ve Darlington, 1995 ve
Ashwell K.W, Bobryshev Y.2002).

15. ve 15,5 giin de gelisen olayalar, noron kortikal lamina IV - néron baslar (VC),
CA 1, CA 2 hipokampus - ndron zirve, retina amacrine hiicreleri - noron zirve, hipokampal
commissure goriinlir. Norogenez kortikal tabaka II / III - noron zirve (VC) 15,5 giinde ise
optik aksonlar gorsel merkezleri istilasi gergeklesir (Caviness VS. 2002, Finlay ve
Darlington, 1995 ve Ashwell K.W, Bobryshev Y. 2002).

17. ve 17,5 giinlerde; norogenez kortikal tabaka IV - ndron zirve (VC), korpus

kallosum goriiniir. Norogenez kortikal tabaka IV - néron ucu (VC) meydana gelir. 15.’nci
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giin ve 17.°nci giin araligin da korteksin biiyiik bir ¢cogunlugu tamamlanir (Caviness VS.
2002, Ashwell K.W, Bobryshev Y.2002 ve Bayer S.A., Altman J. 2007).

Fare beyni gelisimi evrelerinde iki farkli hiicre yapilanmasi 6n plana ¢ikar. Noronal
gelismede noronal kok hiicreler, beyin destek dokusunu olusturan glial yapilanmada glial
kok hiicreler oldukca yogun bir aktiflige sahiptir. Bu kok hiicreler dnciil formunu alir. Sonra
eriskin ndron ve glial yapilara donerler. Beyin dokusunun meydana gelme siirecinde farkl
yerlerden aym1 zaman diliminde baglayan hiicrelerin farklilasmasi ve de bu hiicrelerin
birbirleriyle olan diizeni ve de iliskilerinden dolayi, sayesinde uyumlu bir sekilde
gerceklesir. Buna ek olarak beyin dokusunun meydana gelme siirecini, hiicrelerin iliskilerini
ve diizenini hiicreler arasi1 veya i¢indeki sinyal yolaklarmin tetiklemesi ile gelismektedir.
Hox gen ailesi embriyonal gelisimde viicuttaki boliimlerin olusup, gelismesi siirecinde aktif
bir sekilde yer almaktadir. Bu olusumlara gore organ yerleskeleri olugmaktadir. Beyin
gelisimini yonlendirilmesinde ve bu yonlendirmeye bagli olarak gelisimin diizenlenmesinde
Wnt, Hedgehog ve de Notch gibi yolaklar bu diizenlemeyi ayarlamaktadir. Embriyonik
gelisim siirecinde ¢ok miktarda ndron ve glia olusur. Beyin eriskin doneme gelirken dengeli
bir programlanmis hiicre 6limii (apopitoz) kaskati ile yeniden sekillenme gerceklesir.
Eriskin beyinde embriyolojik asamada var olan hiicrelerin hemen hemen yaris1 kaybedilir.
Gelisen beyin hiicreleri farklilasirken, 6zellesmis gorevlerini yerine getirebilmek icgin diger
hiicrelerle dogru baglantilar1 yapabilecekleri bolgelere goc ederler (UNSW embryology,
2017, Choudhry Z ve ark. 2014, Jackson FR ve ark. 2015).

Farelerde beyin ii¢ pargadan olusur; 6n beyin (telensefalon, diensefalon), orta beyin
(mezensefalon) ve arka beyin (metensefalon, myelonsefalon). On beyni olusturan
telensefalon boélimiinden serebral korteks, beyaz cevher ve bazal gangliyonlar;
diensefalondan ise talamus, hipotalamus ve epitalamus farklanir. Orta beyni olusturan
mezensefalondan beyin sapinin bir kismu gelisir. Arka beyni olusturan metensefalon pons ve
beyincige; myelensefalon medulla oblangataya farklanir (Tamamki N1, Nakamura K ve
ark.2001).

Embriyonal gelisim asamasinda on-arka ve ventral-dorsal aksin, viicutta segmental
yapilanmanin olugsmasi organ yerlesimleri i¢in ¢ok dnemlidir. HOX gen ailesinin bu olay
zincirinde aktif rolii vardir. Bu genlerin tiriinleri noral tiipiin gelisimine katilir (Bel- Vialar S
ve ark. 2002, Deutsch JS, 2010).
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Sinir sisteminde intermediate filament olarak noroflamentler, alfa-interneksin, glial
fibrik asidik protein (GFAP), sinemin, nestin, periferin ve vimentin sayilabilir. Nestin
sitoplazmik proteinlerden biridir. Bu protein noroepitelyal kok hiicrelerden sentezlenir. Kok
hiicre devamliligini saglamaktadir. NESTIN gen ekspresyonu oldugu siirece noral hiicreler

farklanmamaktadir (Duggal N ve ark., 1997, Park D, Xiang AP ve ark., 2010).

Beyinin gelisimi i¢in vazge¢ilmez olan bazi sinyal mekanizmalar1 vardir bunlar;
Hedgehog, Notch ve Wnt’dir. Hedgehog sinyalinin en 6nemli gérevlerinden biri de gelisim
icin gerekli olana bilgileri diizgiin bir sekilde tasiyip aktarmaktir (Bramanti V1, Tomassoni
D ve ark. 2010, Gilbert SF, 2000). Sonic — Hedgehog- SHH geni embriyoda ventral noral
tiip, anterior- posterior uzuv aksi ve ventral somitlerin olusumunda 6nemli bir etkendir

(Ingham P. W, ve McMahon AP., 2001, Caviness VS Jr ve ark., 2009).

SHH ve BMP (bone morfogenetik protein) gen ailesi, yapilan ¢aligmalarda dorsal
beyin yapilarinda néral Onciil hiicrelerin ¢ogaliminda, embriyonik ve eriskin durumda
bulunan kok hiicre yerlerinin sayisini diizenleyip derlemede etkilidirler (Ruiz i Altaba A ve
ark. 2002, ve Stecca B, 2005).

Notch sinyal hiicrenin kaderinin belirlenmesinde, hiicrenin farklilasmasinda,
proliferasyonunda, hiicre goég¢iinde (migrasyonunda), adezyon, epitelyal — mezenkimal
geciste, programlanmis hiicre 6limiinde ( apopitoziste) ve anjiyogenez de rol alir. Bu yolak
norogenez sirasin da proliferatif sinyalleri aktivite etmektedir. Notch sinyal yolagi ndral
progenitdr hiicrelerin onarimi, kendini yenileme i¢in biiylik bir 6neme sahiptir. Ayrica bu
yolak glial hiicre 6zellesmesi, norit (néron goévdesinden c¢ikan uzantilar) gelisimi ve
ogrenme — bellek gibi bagka fonksiyonlar1 da vardir (Bolos V ve ark.2007, Zhong W, Jiang
MM ve ark. 1997, Redmond L. 2000).

Wnt sinyal yolaginda hiicrenin devamliligi, hiicre hareketlerinde ve apopitozis da
etkilidir. Wnt yolag1 orta beyin gelisiminde ve art beynin gelisimini diizenlemektir

(Andoniadou CL., Martinez — Barbera JP., 2013, Partanen J. 2007).

2.7. Wnt Sinyal Tletimi

Wnt admi verilen gen, bir farenin memesindeki tiimorde ‘int-1 (1St commen

integratnansite)’adinda klonlanilmis ve de bu isim verilmistir (Nusse R, Varmus HE, 1982).
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Ardindan yapilan arastirmalarda Drosophila meyve sinegi olarakta adlandirilan
melanogaster deney hayvaninda in-1 dedigimiz gene, dizisel olarak ve fonksiyonel olarak
benzedigini bunada ‘wingless’ ismi verilmistir (Sharma RP, Chopra VL, 1976). Bu
benzerlikten dolayr bu gen isimleri birlestirilip glniimiizde adlandirdigimiz ‘Wnt
geni’olarak gegmistir (Nusse ve Varmus 1992, Nusse R 2005, Nusse R, Brown A, ve ark,
1991). Giinlimiizden bugiine kadar gelmis ve insanda tanimlanmis yaklasik 19 adet Wnt
geni bulunmaktadir. Bu gen’in sistein’ce zengin bolgeler igermesi reseptorlere baglanmaya
yardimc1 olurken, ekstraseliiler alana salinimi ve sinyal’in uyarilmasini saglamasi yapisinda
olan glikoprotein dolay1 gerceklesmektedir. Bu genler evrimsel acidan oldukga
korunmustur. Ornek vermek gerekirse insanda bulunan Wntl geni tarafindan kodlanan
proteinin, farelerde %98 oraninda aminoasit benzerligi gosterdigi anlagilmigtir (Nusse R.,
2005, Miller JR. 2002). Bu protein, pek ¢ok canlilarda bulunmasi ve embriyonik geligimi
kontrol etmesi buna ek olarak sisteinden olduk¢a bol igeren glikoliz ligandlarindan
olugmaktadirlar. Wnt protein ailesi hiicresel bazda hiicre proliferasyonu, dissal yap1 ve
hareket etme yetenegi gibi hayatsal fonksiyonlarmin diizenlenmesinde derlenemsinde ki
rolii dnemlidir. Son yillarda insanligin biiyiik problemi olan tiimér olusumunda rol aldiklar

da gosterilmistir (Cong F. ve ark. 2004).

Wnt’in polipeptid zincir olusumu esnasinda, N terminal ucunda bulunan suyu
sevmeyen sinyal dizileri ile endoplazmik retikulum (ER)’a dogru son seklini almak igin
yonelir. Son seklini almaya gelmis olan Wnt, endoplazmik retikuluma gelip lipid ve
glikozilasyon modifikasyonlar1 gegirerek sinyal iletiminde rol alacak sekilde son haline

sahip olur (Coudreuse D.ve Korswagen HC. 2007, Hausmann G. ve ark. 2007).

Ikincil bir modifikasyon ise, Endoplazmik retikulum hiicre membraninda bulunan ve
Porcupine [membran-bound Oaciltransferaz family (MBOAT)] adlandirilmis transmembran
proteini yonetimi esliginde, Wnt yapisinda bulunup evrimsel siire¢tede korunup giiniimiize
kadar gelen sistein rezidiilerine, palmitat adli yag grubunun bu modifikasyona eklenmesidir.
Palmitat adli yag grubu bu diziye eklendikten sonra suyu seven yapidaki Wnt, suyu
sevmeyen Ozellik kazanir (Nusse R. ve Varmus H.E, 1992, Coudreuse D. ve Korswagen
HC., 2007, He X. ve Axelrod D.J.A., 2006).

Baska arastirmacilarda yag modifikasyonu ge¢iren Wnt’in burada hidrofobik
ozelligini farkli sekilde ele alip agiklamiglardir. Coudreuse ve Korswagen (2007),

arastirmalarinda Wnt’'nin suyu sevmicek sekilde modifikasyon gecirmesi, sentezlenmis
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oldugu hiicre i¢inde gidecegi organeller arasinda 6zellikle endoplazmik retikulumdan- golgi
aygitina, golgi aygitindan da sitoplazmaya hedef gidecegi yeri belirlemede 6nemli oldugunu
ele almiglardir. Buna ek olarak gegirilen bu modifikasyonlarin Wnt sinyalinin potansiyel

olarakta artig gosterdigini ileri stirmiislerdir (Coudreuse D. ve Korswagen HC. 2007).

Bagka bir arastirmacinin yapmis oldugu calismada Willert V.D.(2003) ise bu
modifikasyonlarda palmitat grubuna eklenmis olan sistein grubunda olusabilecek herhangi
bir mutasyon halinde bu sinyal yolunun fonsiyonelligini kaybettigini gostermislerdir

(Willert K., Brown J.D ve ark., 2003).

Komekado vd’nin (2007) yaptiklart ¢alismada Wnt’teki bu iki dnemli modifikasyon
arasindaki  birlikteligi  yaptiklar1  arastirmada  glikozilasyon, lipid degiskesinin
(modifikasyonun’un) acisindan olduca biiylik bir 6neme sahip oldugunu fakat lipid

modifikasyonun’un glikozilasyonda herhangi bir etkisinin olmadigini bildirmislerdir.

Codreuse D. ve Korswagen H.C. (2007) fikirlerine bakildiginda Wnt proteini,
Endoplazmik retikulum membranindaki “Porcupine” transmembran proteinine baglanip
burada Wnt’nin konformasyonel bir degisiklik gecirdigi ve bu degisiklik ile Wnt’in seker
eklenmis olan merkezlerini ortaya ¢ikarmakta, boylelikle OST nin (oligosakkaril-transferaz
Kompleks) glikozilasyon modifikasyonunu daha dogru kusursuzca yapmasina olanak
sagladigin1 gostermislerdir. Biitlin yapilan c¢alismalara ve goriislere ragmen Wnt’in
salgilanmasi ve aktivitesindeki gorev aldig: diisiiniilen bu modifikasyonlar ile ilgili tam bir

kesinlik konulamamistir (Komekado H., Yamamoto H., ve ark. 2007).

Endoplazmik retikulum Wnt i¢in oldukga biiyilk 6neme sahip olan bir organeldir.
Ciinkii bu organelin boslugunda BIP (immunoglobulin heavy-chain-binding protein) adi
verilen ‘heat-shock (Hsp70)’ protein ailesine ait olup ER ‘de bulunur. Bu proteinin Wnt i¢in
roliine bakildiginda Wnt proteini ile endoplazmik retikulumun boslugunda (liimeninde)
birlesip katlanmayr ve de Wnt’in {i¢ boyutlu bir hal kazanmasinda rolii bulunmaktadir.
(Nusse, R., Varmus, H.E 1992, Kitajewski J., 1992). Son haline gelmis is gorebilecek hale
gelen Wnt proteini, endoplazmik retikulumun transfer vezikiilleri tomurcuklanarak meydana
getirdigi bu vezikiil Wnt’i sitozole oradan da golgi aygitina taginmasina yardimci olur.
Golgiden salinmak isteyen Wnt proteini ihtiyag halindeki mekanizmasi, uzaktaki hedefte

olan hiicre ya da yakinlardaki hedef hiicre olmak iizere iki cesit etkileme yolu bularak
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salgilanmaya baglar (Nusse, R., Varmus, H.E 1992, Codreuse D. ve Korswagen H.C 2007,
Kitajewski J., 1992).

Iki cesit Wnt sinyal mekanizmasi tanimlanis bu da kendi icinde ii¢ farkli yolu
bulunur ve bunlar canlilarda eriskin ve de embriyonik donemde yasamsal aktivitelerde

oldukc¢a 6nemli role sahiptir (van Amerongen R, Nusse R., 2009).

Wnt’in iki g¢esit sinyalinden kanonikal olmayan yola bakildiginda, embriyonik
siirecte hiicre iskelet elemanlarinin diizenlenip derlenmesinde haliyle hiicre i¢i polaritesinin
saglandig1 bu kanonikal olmayan yola “Hiicre polaritesinin saglanmasinda gorev alan sinyal
yolu [The Planar Cell Polarity pathway, (PCP pathway)]” denmektedir (Veeman MT, ve
ark. 2003).

Diger kanonikal olmayan yola bakildiginda ise kalsiyum (Ca*?) aktivitesinde rol alan
canlilik molekiillerini uyar1 vermesi ile hiicre igindeki Ca*? oranini yiikseltip, diigiiren bu
sinyal yoluna ise “Wnt/Ca™ sinyal yolu” denmektedir. (Kiihl M, ve ark.2000).
Arastirmacilar bu iki yolu birlikte ele alarak (non-canonical pathway, kanonikal olmayan
yol)” ya da “B-katenin bagimsiz sinyal yolu” olarak da isimlendirmislerdir (Kikuchi A,
Yamamoto H., 2008, van Amerongen R, Nusse R., 2009).

Bir diger Wnt sinyal yolu ise “Wnt/p katenin sinyal yol ya da kanonikal yol” olarak
bilgilerde yer almaktadir. Bu yol gerek isleyisinin daha ¢ok bilinmesi ve de timor
olusumlarinda rastlanilmasi, pek ¢ok ciddi hastaliklar ile olan iliskisinden kaynakli en sik
arastirilan sinyal yoludur (van Amerongen R, Nusse R., 2009, Lustig B, Behrens J., 2003,
Donma MM, Donma O., 2010). Kanonikal yolun ilk bulundugu zamanlarda hiicre
dongiisiinlin diizenlenmesi, hiicre ¢ogalmasi ve farklilasmasinda, hiicrelerin birbirleri ile
arasindaki baglantilarda 6nemli gorevler iistlenildigi konulmustur (Kaldis P, Pagano M.,
2009, Yamada S. ve ark.2005).

Son zamanlarda ise yapilan arastirmalarda dikkat ¢ekilmesindeki en biiyiik etmenler
biyolojik olaylarin olusumu ve gelisminde etkili oldugu o6rnegin; sinaps olusumlarinda,
damar olusumunda, adipogenezde Onemli hadiselerde yer aldigi saptanmistir. Bu
mekanizmanin isleyisi; hiicre membraninda, sitoplazmada ve de ¢ekirdek gibi ti¢ farkl
bolgelerinde gergeklesir (Lustig B, Behrens J., 2003, Yamada S. ve ark.2005, Hu J. ve ark,
2009).
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2.7.1. Wnt/ p-Katenin Bagimh (Kanonik/Klasik) Sinyal Yolag:

Wnt sentezlenip ekzositozla interseliiler bosluklara verilip ardindan, hedefteki hiicre
membranina ulagmasi ile membranda mevcut olarak bulunan reseptdrlere bunlar; Frizzled
(Fz) ve LRP5/6 (Low-density lipoprotein receptor-related protein) baglanmasinin ardindan
ilk iletisim baslar. Frizzled transmembran proteini olup G protein ailesine mensup bir
proteindir. Membranda hiicre disina ve hiicre i¢ine ortalims bir sekilde bulunan Fz proteini,
dis kisma bakan yerde 10 ¢esit sisteinden ¢ok olan [cystein-rich domain (CRD)] rezidusuna
sahiptir. Wnt proteini sistein rezidiilerin hakim oldugu u¢ kismi ile hedef hiicreye geldiginde
Fz’1in memebran disindaki CRD bolgesine uygun bir sekilde baglanip, diger ucu ile gene
membran proteini olan LRP5/6° ya uygun sekilde baglanmaya bagslar. LRP5/6
transmembran proteini Fz Kko-reseptoriidiir aslinda. Wnt, Fz, LRP5/6 bu {gli yapinin
birlesmesi ile Wnt-beta katenin sinyal yolunun baslamasi i¢cin baglanti kurulup sinyali

baslatirlar (Cadigan KM, Liu Y., 2006, Chen X ve ark.2008, Mikels, A.J, Nusse, R., 2006).

Whnt-B katenin sinyal mekanizmasinin aktif veya inaktif olmak iizere iki durumu
vardir. Aktif formunda Wnt’nin hedef hiicre zarinda bulunan reseptorlerine baglanmast,
hiicrede iki gerekli olan fosforilasyonu harekete gegirir. Fosforilasyonun ilk basamagina
baktigimizda LRP5/6’nin sitoplazma kisminda kalan Glikojen sentaz kinaz (GSK3s) ve
kazein kinaz Ig (CKlg) enzimleri tarafindan gerceklesir. Buradaki fosforilasyondan sonra
sitoplazma iginde yer alan ve {i¢ adet proteinden meydana gelen yikict kompleks dedigimiz
bu {i¢ proteini etkilemis olur. Yikict kompleks; Axin, GSK3s ve adenomatoz poliposis koli
(APC)’den olusmaktdir. Ilk basta gerceklesen fosforilasyondan sonra bu yikici kompleksi
bir arada tutmaya calisan Axin proteini ve ona bagl sekilde olan GSK3s proteini bu yikict
kompleksten ayrilip, LRP5/6’nin sitoplazma i¢inde kalmis fosforile olan pargasina gidip
baglanir (Behrens J ve ark.1998, Chen X ve ark.2008).

Diger bir fosforillemeyi sitoplazmada mevcut olan CKI, CKII ve par—1 enzimlerin
yardimt ile Dishevelled (Dsh/Dvl) proteinin fosforile edilmesidir. Dvl dedigimiz protein bir
kismui ile Fz’1n sitoplazma i¢inde kalan parcasina baglanip bir diger taraftan da LRP5/6’ya
baglanmis halde bulunan Axin proteinin bir kismina baglanir. Baglanmalarin etkisi ile Axin
proteininde bir takim konformasyonel degisiklikler meydana gelir. Bu degiskligin sinyal
mekanizmasinda bulunan diger bir yikict kompleks proteini olan GSK3s’in, AXin
proteininden ayrilip hiicre igindeki baska bir inhibitor proteini olan [frequently rearranged in

advanced T-cell lymphoma-1 (Frat-1)] sayesinde inhibe edlip beta-katenini fosforile etme
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etkisini sitoplazmadan kaldirmis olur (Chen X ve ark.2008, Schwarz-Romond T ve ark.
2007, Fraser E ve ark 2002).

B-katenin, bu sinyal yolunda onemli rol oynayan sitozolik bir proteindir.
Fosforillenmeyen [-katenin, proteozomlarda par¢alanamaz ve sitozolde birikmeye baslar.
Biriken p-kateninin bir kismi, ¢ekirdek zarindan ¢ekirdege girerek, burada bulunan
transkripsiyon faktorlerini (TCF/LEF-1) aktive ederek Wnt sinyal yolunun hedef genlerinin
transkripsiyonunu baslatir. Bu aktivasyonla, hem sinyal yolunda gorev yapan proteinlerin
transkripsiyonu gerceklesir, hem de proliferasyonda, hiicre siklusunda, farklilasmada 6nemli
rol oynayan bir¢ok genin transkripsiyonunun kontrolii saglanmis olur(Miller JR, 2002,
Mikels, A.J, Nusse, R.2006, Willert K, Nusse R. 1998). Sitozolde biriken -kateninin diger
bir kismu1 ise hiicreler arasi baglantida dnemli rol alan E-kadherinin sitozol i¢indeki kismina

baglanir (Orsulic S ve ark.1999, Sénmez U, Ergiir BU., 2002).

Inaktif Wnt B-katenin sinyal yolunda ise, Wnt hiicre zarinda onu aktif hale getirecek
olan Fz ve LRP5/6 reseptorlerine baglanamaz. Dolayisi ile sinyal yolunun aktifliginde
onemli kilit olan fosforilasyon gerceklesemez, gerceklesemedigi icinde yikicit kompleks faal
duruma gecer. Faal olan yikici komplekse, sitozolde bulunan B-katenin baglanir ve aktif
halde bulunan GSK38 tarafindan fosforillenir. Bu fosforillenme sonucu, B-katenin kendisini
yikilmak iizere proteozomlara gotiirecek olan enzime (B-TrCP) tanitilmig olur. Bu B-TrCP,
fosforillenmis B-katenini yikict kompleksten ayirarak yikilmak tizere proteozomlara gotiiriir
ve fB-katenin burada iibkitinasyona ugrayarak parcalanir. Sonugta, cekirdege girecek f-
katenin ortamda olmadigindan sinyal yolunun hedef genlerinin transkripsiyonu baskilanmig
olur. Boylece hedef genlerin transkripsiyonu ger¢eklesemez. Bu durumda, Wnt sinyal yolu
inaktif halde bulunmus olacaktir (Orsulic S ve ark.1999, Miller JR, 2002, Daugherty RL,
Gottardi CJ.2007).
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Resim 2. (Wnt sinyal yolu. A: Inaktif durum, B: Aktif durum) (McDonald et al, Dev Cell,
2009, Jul; 17(1):9-26).

2.7.2. Wnt /Ca+2 ve Wnt/Planar Hiicre Polaritesi (PCP) ( non-canonical) Yolag:

Kanonik olmayan Wnt/Planar Hiicre Polaritesi (PCP) yolaginda; Wnt ligandlar1 Fz
reseptorlerine baglandigi zaman RhoA (Ras homolog gene family member A), RAC (Ras-
related C3 botulinum toxin substrate) ve Cdc42 (cell division control protein 42) gibi
GTPazlar aktive olur (Lai S.L ve ark. 2009). PCP yolag: hiicre iskeletini etkiler ve hiicre
adezyonundan sorumlu hedef genlerin transkripsiyonel aktivasyonunu aktive eder
(Yamamoto S., 2008).

Kanonik olmayan Wnt/Ca*? yolaginda da; Wnt ligandlari Fz reseptorlerine veya
alternatif reseptorlere (RYK ya da ROR) baglandig1 zaman hiicre migrasyonunu ve Wnt/ j3-
katenin yolaginin inhinisyonunu hiicre i¢i Ca* akisini ve kalmodulin kinaz II (CaMK2), Jun

kinaz (JNK) ve PKC aktivasyonu boyunca artirir (Van A.R., Nusse R., 2009).

2.7.3. B- katenin Molekiilii

1989 yilinda ortaya atilan B-katenin proteini CTNNBI geni tarafindan kodlanip ve
hiicreler arasindaki iletisim ve etkilesimde gorev alan molekiil olarak tanimlanmistir

(Ozawa M ve ark., 1989).
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B-katenin’i, hiicre membraninda yerlesik halde konumlanmis, hiicre adezyonunda
rolii olan E-kaderin’in sitoplazmik kismai ile sitoplazmada bulunan hiicre iskeletinde gorev
alan a-aktin arasinda bir baglama gorevini iistlenmistir. Bu protein ayrica hedef genler icin
transkripsiyon faktorii olarak da goérev yapmaktadir (McCrea PD ve ark. 1991, Peifer M ve
ark., 1992).

B-katenin proteini pek ¢ok biyomolekiillerin baglanmasina olanak saglamaktadir. Ug
boyutlu konformasyon yapisinin kazandirmis oldugu avantaj ile art1 yiikli kisimlara Axin,
APC ve TCF/LEF-1 gibi pek ¢ok protein baglanmaktadir (Xing Y ve ark. 2008, Xu W,
Kimelman D., 2007).

B- katenin aile tiyeleri; B- katenin, a ve y gibi ¢esitlerden olugsmaktadir. Bu ailenin
genisligi Ca*? igerikli hiicre adezyon molekiillerinin olugmasinda, biiyiime faktorlerinde,
epitel hiicrelerin hiicre i¢i dengesinde ve en Onemlisi de timor gelisiminde kilit

oynamaktadir.

v katenin ve B-katenin birbirleri ile kdken olarak ayni olsada gorev bakimindan ve
fonksiyonel isleve sahip olmayip, %70-80 oraninda ayni aminoasitleri tasimaktadirlar.
(Huber AH, Weis WI., 2001). y katenin tiimorogenezi baskilamaya ¢alisirken, bunun aksi
davranigini yapan [- katenin ise timorogenezi arttirip ve kontrolsiiz bir sekilde ¢cogalmayi
yapmaktadir. Hiicrede iki dnemli biyolojik role sahip olan f- katenin’in gérevi adezyon
baglantilarinda temel biitiinliigiin korunmasinda ve Wnt sinyal sisteminde olduk¢a dnemlidir

(Kolligs FT, ve ark.2000).

uluajey n
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Resim 3. B-katenin ve ona baglanan molekiiller (Liu ve ark.2001)
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Kolligs FT, ve ark.(2000)’da bahsettigi gibi sadece hiicrelerin birbirine yapisma
egilimi disinda Wnt kanonikal yoldaki gorevleri ortaya konulmustur fakat bu proteini elzem
kilan baska bir 6zellik ise yapisindaki N-terminal u¢ bolgesinin var olmasi ve bunun
sayesinde proteinin stabilizasyonunu saglamak icin fosforilasyon domainleridir (Kolligs FT,

ve ark.(2000), Hagen T, Vidal-Puig A., 2002, van Noort M ve ark. 2002).

Wnt/B-kateninbagimli sinyal yolun en temel amaci; membranda, sitoplazmada ve
cekirdek diizeyinin ayarlamasin1 yapmak ve de bu B-katenin proteinin’i sitoplazmada
mevcut olan yikici kompleks proteinleri sayesiyle kontrol altina almaktir. Mekanizma
inaktif durumda oldugunda ise yapisinda var olan serince zengin aminoasit alanlara sahip
olan B-katenin, bu sahip olmus oldugu alandan dolayr yikima agik bir haldedir. Eger Wnt
sinyal mekanizmasi aktif halde oldugunda ise sitoplazmada mevcut sekilde bulunan yikici
kompleks proteinleri dagilip, B-katenin proteinin’i fosforile edemez ve bu sebepten dolay1
ise sitoplazmadaki seviyesi artmig olur. CTNNB-1 genindeki N-terminal ucunda
gerceklesebilecek bir bozulma mutasyonlara sebebiyet vererek boylelikle B-katenin’in de

kodlanmasinda sikinti ¢ikmasindan dolayr gesitli kanser tiplerinin olusumuna sebebiyet

vermektedir (Gamallo C ve ark. 1999, Akisik E, ve ark. 2011).

2.7.4. B- Katenin ve Adezyon Iliskisi

B-katenin’in gorevlerine bakildiginda, hiicreler arasi yapigsmayi derleyen, kaderin-
katenin birlikteliginin mensubu olarak vazife yapar. Bu B-katenin ve birlikteligi adezyon
irtibat1 ile hiicreden dokuya dogru morfolojilerin belirlenip ayarlanmasinda, davranis
yeteneginde, gelisme, ayrimlagsmada ve hayatta kalma gibi canlilik olaylarin diizenlenip
calismasinda rol alir. Hiicresel baglantilardan olan adezyon, diger hiicrelere kaderin

molekiilityle homofilik bir bag kurarak saglamaktadir (Kierszenbaum A.L., 2006).

Ca*? bagimli protein olan kaderin biyomolekiilii, hiicresel adezyon iliskilerinde
dissal ve islevsel devamliliginin saglanmasi i¢in kalsiyum’a ihtiya¢ vardir. Eger ortamdan
Ca*? kaybolursa, kalsiyum bagimli olan kaderin molekiiliiniin ayrilip, baglantilarin kopup
bozulmasina sebebiyet vermektedir (Butz S, Kemler R., 1994). Kaderin g¢esitleri dokulara
gore farkl bir sekilde mevcut olarak bulunur, kaderin molekiilii herhangi bir islevsel 6zellik

kaybi olursa gesitli kanser tiirlerine rastlanabilir (Campbell R.J, Pignatelli M., 2002).
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2.7.5. Lgr 5 (leucine rich repeat containing G protein coupled receptor 5)

Losin agisindan oldukga zengin tekrar igeren G- protein bagh reseptore denmektedir.
Insandaki LGRS geni 144.810 baz uzunlugunda olup ve 12. kromozomda 12022-023
pozisyonunda bulunmaktadir. insan, fare ve sigan da 907 amino asid igerirken bu ii¢ canlida
da 7 domain bdlge mevcuttur ve de evrimsel olarak korunmustur (McDonald T, Wang R, ve
ark. 1998). GPCR smif A reseptor proteinlerinin {iyesi olmaktadir. Bu GPCR, G-protein
bagli reseptdrler, en biiyiik ve en gesitli membran protein ailelerine aittir. insanlarda
GPCR'ler 800'den fazla gen tarafindan kodlanir. GPCR, bagisiklik tepkileri, hormon ve
endokrin ve ekzokrin bezlerden enzim salinimu, sinir iletimi, kalp, diiz kas kontraksiyonu ve
kan basinct dilizenlemesi gibi fizyolojik islevleri kontrol eden Onemli sinyal
doniistiiriciilerdendir (Ji TH, ve ark. 1998). R-spondin proteinleri LGR5'in biyolojik olarak
olduk¢a Onemli ligandlaridir. LGRS, bir¢ok dokuda hem embriyonik hemde eriskin kok
hiicre belirtecidir. LGRS, kas, plasenta, omurilik ve beyin gibi ¢esitli doku ¢esitleri arasinda
ve Ozellikle bazi dokularda 6rnegin, yetiskin kok hiicrelerin bir biyolojik isareti (marker)
olarak ifade edilmektedir (Hsu SY, ve ark, 1998).

LGR5, Wnt sinyal yolunda gorev alan bir proteindir. Losin agisindan zengin G
proteine bagl reseptor-5 (LGRS) bircok epitelin yetiskin kok hiicre hiicrelerinde eksprese
edilirken, asir1 ekspresyonu kanser prognozu ile negatif korelasyon gostermektedir. LGR5,
membrandan WNT-reseptér kompleksinin negatif diizenleyicilerini temizleyen benzersiz
yapisal igsellestirme 6zelligi sebebiyle WNT/B-katenin sinyalizasyonunu gii¢lendirmektedir.
LGRS, LRP5/6'y1 ve FZD5’i baglayip Wnt’nin bagimli yani B-katenin bagimli yolunda,
ligand {iizerinde tclii bir kompleks olusturmaktadir. Bu kompleksi giiclii bir sekilde
desteklemektedir (Carmon KS, Lin Q, ve ark. 2012, Snyder JC, Rochelle LK, ve ark. 2017).
Wnt / B-katenin sinyalizasyonunun gii¢lendiricileri olarak izole edilen bir protein ailesinden
olan R-spondin, LGR4 ve LGRS igin ligand olarak islev gordiigii bazi g¢alismalarda
gostermistir (Carmon KS, Gong X, ve ark. 2011).

Bagirsak epitelinde ve kriptalarinda kok hiicre kimligi seklinde bulunarak bagirsagin
yenilenmesinde olduk¢a oOnemlidir. Eriskin bagirsagin epitel homeostazisinde, Notch,
Hedgehog, EGFR, ve de Wnt gibi pek ¢ok sinyal molekiiliiniin rolii bilinmektedir. Fakat
Lgr5, Wnt sinyal yolundan kaynakli olarak bagirsak epiteli hiicre ¢ogaliminda oldukga

kritik bir rolii vardir. Wnt yolagmin asir1 aktivasyonu gerceklestifinde adenomat6z
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polipozis coli (APC) kaybma bagli olaraktan kolon kanserine sebebiyet vermektedir

(Sansom QJ, ve ark. 2004, Fevr T, ve ark. 2007, Madison BB, ve ark. 2005).

Yapilan fare caligmalarinda faredeki LGRS ifade modellerinin daha fazla
incelenmesi ile LGRS ifade eden hiicrelerin deri, kalin bagirsak, mide, meme bezi, dil,
bobrek, beyin ve endometriyum, dahil olmak iizere diger organlarda da LGR5 potansiyel bir
“evrensel epitel kok hiicre marker” oldugunu diisiindiirmektedir (Gil-Sanchis C, ve ark.
2013, Noh M, ve ark. 2011).

2.8. Wnt’ nin Beyin Gelisimine Etkisi

Wnt sinyali’nin gelisim lizerinde etkisi, hiicre canliliginin tanimlanmasinda, hiicre
proliferasyonda, hiicre gégiinde (migrasyon) ve viicut sekillenmesi gibi temel hadiselerde
onemi oldukg¢a biiyiiktiir. Salgilanan Wnt ailesinin iyeleri, sinyal proteinlerinin hiicre
gociiniin ve akson kilavuzlugunun ve gégiinde kilit diizenleyicileridir (Mentink RA, ve ark.
2014). Gelisim siirecinde olan bir beyinde, Wnt sinyalinin néronlarin olgunlasmasinda ve
sinaps teskilinde genel regiile bir etkisi bulunmaktadir. Wnt’in, Frizzled ve diger reseptoriin
yardimlar1 ile iligki kurmast ile aktive olmasindan sonra diger bir basamakta ise sinyal
iletimi ¢ekirdege ulasarak CTNNBI1’in salinmasi ile gerceklesir (Skowron P, ve ark. 2015).
Wnt yolagi orta beyin ve art beynin gelisiminde de oldukga rolii biiyiiktiir (Partanen J.,
2007). Serebellum organogenezinde de diger yolaklarin haricinde de, Wnt yolagi bu
olusumda olduk¢a biiyiik bir 6neme sahiptir (Niehrs C, 2012, Villavicencio EH,
Walterhouse DO, 2000). Bagka bir etkisi ise WNT sinyal yolagi hiicre gelecegini
belirlemeyi ve noronal baglanmay: diizenlemektedir (Ciani L, Salinas PC, 2005). Wnt/ -
katenin, gelismekte olan neokortikal ventrikiilde, telensefalonun subkortikal kisminda ve
ventral orta beyindeki sinir oncii hiicrelerinin kendi kendini yenilemesinde ve noronal
farklilasmay1 diizenledigi ¢alismalarda gosterilmistir (Gulacsi AA, Anderson SA., 2008,
Tang M, ve ark. 2009). Baz1 Wnt sinyal yolu ve beyin ¢alismalarinda medulloblastomlarin,
beyin sapinin arka tarafindan ve asag1 rombik lip’teki onder hiicrelerden koken aldig: fare

modellerinde ispatlanmistir (Gibson P, Tong Y, ve ark. 2010).

Fare beyninde ndrogenezin gergeklestigi sirada Wnt proteinlerinin rol oynadigi
konusunda genel bir goriis birligi bulunmamaktadir fakat farkli calismalarda aym1 Wnt
ligandi icin farkli etkin rolii oldugu belirtilmektedir. Sinir sisteminde, Wnt-3a nakavt (KO)

fareleri, proliferasyonda bir azalma s6z konusu oldugunda ise hipokampiisiin yetersiz
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gelisim gosterdigi sergilenmektedir (Lee SM, ve ark. 2000). Bunun yani sira, Wnt-3a'nin
ektopik (uygun) ekspresyonu orta ve ge¢ kortikal ndrogenez sirasinda ara kortikal
progenitorlerin farklilagmasina neden oldugu baska bir ¢alismada gosterilmistir (Munji RN,
ve ark. 2011). Bazit Wnt ligandlarinda, hastalik olusumu ya da gelisimi engelleme ve
gelisimde rolii var olan ¢aligmalara bakildiginda; Wnt-5a nakavt (KO fareler), dopaminerjik
norogenez ve nevrit (sinir iltihab1) olusumunda kusurlara neden olmaktadir (Pino D, ve ark.
2011, Blakely BD, ve ark. 2011). Wnt-7a nakavt (KO fareler) dopaminerjik ve diger néronal
popiilasyonlarin olusumunda olgunlagsmay1 engellemektedir (Hall AC, ve ark. 2000,
Fernando CV, ve ark. 2014, Ciani L, ve ark. 2011). Biitiin Wnt'lerin daha dogrusu g¢esitlerin,
sinir sisteminin dogru olusumu i¢in gerekli oldugu ve de sik sik birbirleri ile is birligi
icerisinde oldugunu g6z Oniine alindiginda, kanonik ve kanonik olmayan Wnt sinyalleri

noronal gelisim i¢in gerekli olmaktadir (Andersson ER, ve ark. 2012).

Non-kanonikal yol olan PCP yolun da ise kortikal gelisimde kritik bir rol oynadigi,
¢linkii Wnt-7a ve Vangl2, kortikogenez sirasinda ig boyutu asimetrisini kontrol ettigi ve bu
nedenle NSC (sinir kok hiicre) kendini yeniledigini ve farklilagmanin diizenlenmesinde
anahtar unsur olarak 6nerilir. PCP yolunun hiicre polaritesinin haricinden, asimetride de ¢ok
onemli bir rol oynadigini ve progenitor kok hiicrelerin gelismekte olan beyni sekillendirmesi
icin asimetrik boliinmelerini saglamaktadir (Delaunay D, ve ark. 2014, Lake BB, ve ark.
2009).

Chen B-Y ve arkadaglarinin yaptigi ¢alismada IWR-1 (Wnt bloke edici ilag)
uygulanmas1 ile Axin stabilize edilip faredeki beyin dokusuna bakildiginda NCS’yi
azalttigin1 gostermislerdir. Ve Wnt / B- katenin sinyalizasyonun Onemini, Sinir kokii/
progenitdr hiicre c¢ogalmasinda, farklilagmasinda ve muhafaza edilmesinde roliinii
gostermislerdir (Chen B-Y, ve ark. 2013). Farklilasmay1 sagladigma dair c¢aligmlara
baktigimiz da ise Hirabayashi ve ark., B-katenin'in normal ekspresyonununda fare kortikal
onciilerinin farklilasmasini sagladigini ancak Wnt / B-katenin'in sinyalinin inhibisyonu ile
fare neokorteksindeki farklilasmay1 engelledigini bulmuslardir (Hirabayashi Y, ve ark.
2004).

30



2.9. LGK974

LGK974, Wnt ligandlarimin salgilar1 igin onemli olan posttranslasyonel
palmitoilasyonunda 6nemli bir rol alan, PORCN (porcuphine)’ni inhibe etmeye yarayan bir
ilagtir. LGK974'in giiglii bir sekilde Wnt sinyalizasyonunu inhibe ettigini, kemirgen timor
modellerinde giiclii etkinlige sahip oldugu ve de iyi tolere edildigini gostermektedir. N
terminalinde bulunan suyu sevmeyen sinyal dizileri yardimi ile Wnt polipeptid zinciri
endoplazmik retikulum (ER)’a yonelim gosterir. Burada son bir hal almaya gelen Wnt,
burada post-translasyonel seviyede glikozilasyon ve lipid gibi modifikasyonlar gegirmek
icin gelir. ER’deki transmembran proteini olan PORCN (porcuphine), LGK 974
uygulandiktan sonra Wnt’de bu modifikasyon islemleri gerceklesemez. Gergeklesmedigi
icin Wnt dolayli yollardan bloke edilmis olur (Coudreuse D.ve Korswagen HC. 2007,
Hausmann G. ve ark. 2007, Liu J, Pan S, ve ark. 2013).

31


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Liu%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24277854
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pan%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24277854

3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlarinin Temini ve Bakim

Adnan Menderes Universitesi Deney Hayvanlar1 Unitesinden yaklasik olarak 12-14
haftalik, ortalama agirligi 20-40 gram olan, daha 6nce hi¢ deneye girmemis olan 54 adet disi
ve 20 adet erkek Balb/c cinsi fare kullanilmistir. Calismamiz Adnan Menderes Universitesi
Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu 64583101/2016/71 sayili onaymi almistir. Erkek fareler,
deney sonunda Deney Hayvanlari Unitesine geri iadesi olup teslim edilmistir. Deney
stiresince fareler, bagil nem oran1 %40-60, 1s1s1 22 C° ve 12 saat aydinlik 12 saat karanlik
dongiisii olan diizenekli bir ortamda bakildi. Farelerin deney siirecinde su ve yem ihtiyaglar
ad libitum olarak karsilandi. Kafeslerin temizligi haftada iki/ii¢ kez olacak diizeyde

temizlendi.

3.2. Deney Gruplarin Planlanmasi

Farelerin uyum siirecinin tamamlanmasinin ardindan, fareler rastgele 3 gruba (n=18)

ayrild.

Grup | (Gebe kontrol grubu, n=18): Gebe birakilacak fakat deney siiresince, hig bir

sey uygulanmayacak kontrol grubu
a. 13, 5 giinliik (n=6)
b. 15, 5 giinliik (n=6)
c. 17, 5 giinliik (n=6)

Grup Il (Sham Grubu (DMSO Grubu), n=18): Gebe birakilacak fakat deney
stiresince gavaj yolu ile 0, 04mg/ml DMSO verilmistir.

a. 13, 5 giinliikk (n=6) ,
b. 15, 5 giinliik (n=6)

c. 17, 5 giinliik (n=6)
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Grup III (Porcupine Inhibitér Grubu ( Porcn Grubu ), n=18): Gebe birakildiktan
sonra her fareye 0, 04 mg /ml LGK974 gavaj yoluyla verilmistir.

a. 13, 5 giinliik (n=6)
b. 15, 5 giinliik (n=6)
c. 17, 5 giinliik (n=6)

Fareleri gebe birakmak i¢in, aksam, kafeslere ii¢ disiye bir erkek olacak sekilde
yerlestirilip sonrasinda ertesi sabah vajinal plak kontrolii ile gebelik tayini
gerceklestirilmistir. Farelerde plak gozlemlendiginde, gebeligin 0.5’inci giinlinde (dpc:0.5)
oldugu kabul edildi.

Resim 4. Gebelikte kontrol edilen vajinal plagin tespiti

3.3. Wnt Inhibisyonu Olusturma

Grup IIT’te yer alan farelere, gebeliginin 9. gliniinde DMSO i¢inde ¢ozilindiiriilmiis
olan 5mg/kg LGK974 (Cayman chemical company, cas.no: 1243244-14-5), sabah ve aksam
olmak tizere iki doz gavaj yolu ile gebeligin 9°’ncu giinilinde farelere verilmeye baslanmistir.
Verilen LGK974, Porcuphin’i bloke ettikten sonra dolayli olarak Wnt inhibisyonunu
gerceklestirmistir.
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3.4. Deneyin Sonlandirilmasi

Deneyin sonunda, gebeligin 13.5, 15.5, 17.5 giiniinde eter anestezisi altinda
perfiizyon islemi uygulanarak embriyolarin fikse olmasi saglandiktan sonra sakrifiye
edildiler. Embriyolarin beyinleri diseksiyon yapildiktan sonra immiinohistokimyasal

islemler ve histokimyasal islemler igin %10’luk formalinle tespit edilmistir.

3.5. Embriyolarin Agirhklari ve Boy Olgiimii

Gruplara ait tiim embriyolarin agirliklar1 hassas terazi ile boylarida milimetrik kagit

ve dijital kumpas yardimiyla dl¢iilerek kaydedildi.

3.6. Doku Takibi

13, 5, 15, 5, 17, 5 beyin dokular1 yapilacak olan histokimyasal boyama ve
immiinohistokimya i¢in takip edilmistir. Fiksasyonun ardindan E13.5, E15.5, E17.5 giine ait
beyin dokular1 akarsu altinda bir gece birakilarak fikasyon maddesinden uzaklastirilmalari
saglanmigtir. Yikama isleminin ardindan manuel olarak yaptigimiz takibi agsagidaki tabloda

verilmistir.

Tablo 2. Manuel doku takibi islemi

Kimyasallar Siire
%70’lik Alkol 1 Saat
%80’lik Alkol 1 Saat
%96°lik Alkol 1 Saat
%100°1ik Alkol 1 Saat
Ksilol (Etiivde 60°C) 1 Saat
Ksilol (Etiivde 60°C) 1 Saat
Parafin (Etiivde 60 °C) 1 Saat
Parafin (Etiivde 60 °C) 1 Saat
Parafine Gbmme

Her gruptan rastgele 7 blok alinarak beyin dokulari transvers diizlemde yaklasik 5
um kalinhiginda lamlara alinmistir. Kesitler immiinohistokimya ve Hematoksilen-Eozin

boyama i¢in lamlara alinarak boyama islemlerine gecilmistir.
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3.7. Histokimyasal Boyamalar

Hematoksilen- eozin boyama i¢in 3 saat dnceden 60°C etiivde birakilan dokularin

islem sirasi tabloda verilmistir.

Tablo 3. Parafini tamamen eriyen preparatin Hematoksilen-Eozin boyama prosediirii

Kimyasallar Siire

Ksilol 3dk

Ksilol 4 dk
%100°1iik alkol 15-20 saniye
%380’lik alkol 15-20 saniye
Distile su 3,5dk
Harris’ Hematoksilen (Merck) 3dk

Akar su altinda yikama 1dk

Eozin (Sigma-aldrich) 1dk
%80°1ik alkol 15-20 saniye
%100’k alkol 15-20 saniye
Ksilol 4 dk

Ksilol 4 dk
Entellan ile kapatma

Toluidine blue boyama i¢in bir saat dnceden 60-70°C etiivde birakilan dokularin

parafinleri tamamu eridikten sonra yapilan islemler tabloda verilmistir.

Tablo 4. Toluidine blue boyama prosediirii

Kimyasallar Siire
Ksilol 3dk
Ksilol 4 dk
%100’liik alkol 15-20 saniye
%80’lik alkol 15-20 saniye
Distile su 3,5dk
Toluidine blue (Sigma-aldrich) 5dk
Akar su altinda yikama 1dk
%80°1ik alkol 15-20 saniye
%100’liik alkol 15-20 saniye
Ksilol 4 dk
Ksilol 4 dk
Entellan ile kapatma

3.8. immiinohistokimya Boyama Prosudiirii

Beta catenin (Bioss, bs-1165R), S100B (Abcam, ab52642), Lrg5/GPCR, GPR49
(Abcam, ab75732) antikorlarinin immiinohistokimyasal boyamasi igin Polilizinli lamlara

alinarak kesitler bir gece dnceden 45°C’ye ayarlanan etiive birakildi. Ertesi giin 45°C olan
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etliviin 1s1s1 60 °C’ye ¢ikartilarak 1 saat daha birakarak parafinden tamamini kurtarildi.
Target Retrieval soliisyon (Dako) ile mikrodalga firinda 5 dk- 450W boyunca kaynatilarak
20 dk oda sicakliginda sogumaya birakilan kesitlerde Antijenler ortaya ¢ikarildi. Dokular
sonrasinda 5 dakika distile suda bekletilip ardindan boyama Chamber’ina alindi. Dokularin
etraflar1 Pap-pen kalemi ile ¢izildi. Sonrasinda Histostain Plus 3rd Gen IHC Detection Kit

(Novex) kullanilarak boyama islemi agsagidaki tabloda devam ettirildi.

Tablo 5. Immiinohistokimya protokolii

1 PBS Soliisyonu ile 5 dk yikama islemi gerceklestirildi.

2 Solusyon A (peroxidase quenching sol.) ile 6-7 dk bekletildi.

3 PBS soliisyonu ile 5 dk yikama yapildi.

4 Kesitler iizerine B solusyonu (Blocking sol.) damlatilarak 30-40 dk bekletildi.

5 Blok soliisyonunu yikama yapmadan uzaklastirildi ve uygun sekilde diliisyonu yapilmis primer
antibody (antikorlar) (Beta-catenin i¢in 1:100, S100B i¢in 1:200, Lrg5 igin 1:50 distile su i¢in
diliisyon oranlar1 kullanmilmistir) damlatilarak kapali nemli Chamber da +4 °C’de overnight
bekletildi.

6 PBS soliisyonu ile iki kez 5 dk yikama islemi yapildi.

7 Primer antikor ile uyumlu biyotinlenmis sekonder antikor (Solusyon C) damlatilarak, kapali

nemli kutuda 30 - 35 dakika oda 1sisinda bekletildi

8 PBS soliisyonu ile tekrardan 5 dk yikama yapildi.

9 Solusyon D (streptavidin-peroxidase conjugate) damlatilarak, kapali nemli kutuda 15 - 20 dk oda
1s1sinda bekletildi

10 | PBS soliisyonu ile 2 kez 5 dk yikama iglemi gergeklestirildi.

11 1 damla DAB chromogen (Soliisyon E2) 1ml DAB substrate buffer igine (Soliisyon El)
damlatild1 ve pipetaj yardimu ile karigtirildi, hazirlanan DAB dokular {izerine damlatilirak renk
alana kadar bekletildi (Bekleme siiresi genel olarak 1-5 dk olmustur).

12 | Akan ¢esme suyu altinda 1 dk yikama islemi yapildi.

13 | Cekirdek boyanmasi igin Mayer’in hematoksileni dokular iizerine damlatilirak 30 sn bekletildi. (
Hematoksilen normal sartlarda ¢ok yogun boyamiyorsa bu siireyi uzatabiliriz. Ya da modifiye
hematoksilen kullanilabilir).

14 | Akan ¢esme suyu altinda en az 5 dk boyunca dokular renk alana kadar yikama gergeklestirildi.

15 | Swrasiyla %80, %96 ve %100’liik etil alkolde 10-15 saniye arasinda bekletildi.

16 | Kesitler 2 kez 4’er dakika ksilende tutulup Entellan ile kapatilarak mikroskop i¢in uygun hale
getirildi.

3.9. statistiksel Analiz
3.9.1. Fetus Agirliklar1 ve Boy

Kontrol ve deney gruplarma ait E13.5, E15.5, E17.5, fetus agirliklar1 ve boy
acisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olup olmadigini
belirlemek icin One Way ANOVA testi uygulandi. Anova varyans analizinin sonucu F

degeri olarak verildi ve p<0.05 olan degerler istatistiksel olarak anlaml1 olarak kabul edildi.
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3.9.2. Iimmunohistokimyasal Degerlendirme

Dokular semikantitatif bir skorlama ile degerlendirilerek 0: boyanma yok, 1: az
boyanma, 2: orta diizeyde boyanma, 3: yogun boyanma. Gruplar arasinda,
immiinohistokimyasal boyama ile gosterilmis olan belirtecler agisindan istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik olup olmadigini belirlemek i¢in One Way ANOVA testi uygulandi ve

p<0.05 olan degerler istatistiksel olarak anlamli olarak kabul edildi.

37



4. BULGULAR

4.1. Fetus Agirhilar ve Boy Olgiileri

SPSS 21 istatistik programi kullanilarak yapilan One Way ANOVA testi ile sonuglar

i¢cin mean + standart deviation (ortalama + standart sapma) degerleri Tablo 6’da verilmistir.

Tablo 6. Kilo ve boy 6l¢iim sonuglarindaki farkliliklar

Gruplar | Kilo/Boy Kontrol DMSO Porcupine F P
(ort.tstd.sapma) | (ort.tstd.sapma) | (ort.xstd.sapma) | degeri | degeri
13.5 giin Kilo 0.16 £ 0.016 0.13+0.042 0.10+0.03 55.614 | 0.000*
Boy 11.32+0.93 9.28+041 7.82+0.73 272.787 | 0.000*
15.5 giin Kilo 0.42 £ 0.07 0.47 £ 0.07 0.22 £ 0.08 193.692 | 0.000*
Boy 12.12+0.90 14.14+1.01 10.35+2.26 97.835 | 0.000*
17.5 gin Kilo 1.49+0.13 0.78 £0.19 0.49+0.18 647.843 | 0.000*
Boy 24.37+1.34 19.28 + 2.83 14.43 +2.89 274.831 | 0.000*

Gruplar arasi1 agirhk ve boy degisimleri incelendigin de Porcupine inhibitor
grubunun, DMSO grubu ve kontrol grubuna kiyasla agirlik ve boy olgiilerinde anlaml

olarak azaldig1 gozlendi (p<0.05).

®
e
0.

Resim 5. E13, 5 giinliikk kontrol grubunu A’da, B; E13,5 giinlik DMSO grubu, C; E13,5

glinliik Porcupine inhibit6r grubunu goriilmektedir.
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Resim 6. E15,5 giinliikk kontrol grubunu A’da, B; E15,5 giinlik DMSO grubu, C; E15,5
giinliik Porcupine inhibitér grubunu ve de bakildiginda kol, bacak, kuyruk

olusmadigini ve dejenere olmus embriyo goriilmektedir.

c ® D

Resim 7. E17,5 giinliik kontrol grubunda biitiin uzuvlar1 A’da goriiyoruz, B; E17,5 giinliik
DMSO grubunda da biitiin uzuvlar1 gozlemledik, C; E17,5 giinliik Porcupine
inhibitér grubunda kol, bacak, kuyruk olmadigini goriilmektedir. D; E17,5 giinlik
Porcupine inhibitér grubunun embriyolarin olugsmadigi sadece plasentalarin varlig

goriilmektedir.

4.2. iImmiinohistokimyasal Degerlendirmeler

Immunhistokimyasal skorlamalar gruplar kendi aralarindaki tabakalarda (Marginal
tabaka, intemediate tabaka ve ventrikiiler+subventrikiiler tabaka), giin (E13.5, E15.5, E17.5)
ve de marker’a (beta katenin, S100B, LGRS5) gore ayr1 ayr1 yapilmistir. Skorlamay1
istatistiksel olarak degerlendirmek i¢cin One Way ANOVA testi kullanilmustir.
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4.2.1. Kontrol Grubundaki Sonuclar

Immunhistokimyasal skorlamalar 13.5-15.5 ve 17.5 giinler arasindaki farki ve
skorlanmay1 degerlendirmek i¢cin One Way ANOVA testi uygulanmistir. Giinlere gore ve

marker’a gore degerler Tablo 7-9°da verilmistir.

Tablo 7. Beta-katenin skor sonuglari

Beta-katenin Blge Kontrol F degeri P
(ort.xstd.sapma) degeri
Marginal 1.64 +0.67 3.906 0.033
13.5 giin Intermediate 0.91+0.70 5.412 0.011*
Ventrikiil 0.46 + 0.69 2.494 0.102
Marginal 2.00+£0.93 3.906 0.033
15.5 giin Intermediate 1.25+1.28 5412 0.011*
Ventrikiil 0.63 +0.92 2.494 0.102
Marginal 2.50 + 0.53 3.906 0.033
17.5 giin Intermediate 2.20+0.79 5.412 0.011*
Ventrikiil 1.20+0.79 2.494 0.102

Immunhistokimyasal skorlarm One Way ANOVA testi ile analiz edilmesi

sonrasinda;

1. E13.5, E15.5, E17, 5 giinlerde Beta- Katenin markeri’nin intermediate zonlarinda
anlamli bir fark gozlenmistir. (p<0.05)

Resim 8. A’da E13,5 giinliik kontrol grubu beta katenin boyamasi. B’de E15,5 giinliik
kontrol beta katenin boyamasi. C ‘de E17, 5 giinliik kontrol beta katenin boyamasini
4x’lik biiyiitmede goriilmektedir (M.Z; Marginal zon, 1.Z; Intermediate zon, V.Z;

Ventrikiiler + Subventriiiler zon).
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Tablo 8. S100B skor sonuglari

S-100B Bolge (Ort.:;g::;ma) F degeri P degeri
Marginal 1.27 £0.65 2.085 0.145
13.5 giin Intermediate 0.73+0.79 2.320 0.118
Ventrikiil 0.36 + 0.51 0.995 0.383
Marginal 1.63+1.06 2.085 0.145
15.5 giin Intermediate 1.13+1.13 2.320 0.118
Ventrikiil 0.63+0.74 0.995 0.383
Marginal 1.90+0.32 2.085 0.145
17.5 giin Intermediate 1.50 +0.53 2.320 0.118
Ventrikiil 0.55+ 0.57 0.995 0.383

Skorlarin One Way ANOVA testi ile analiz edilmesi sonrasinda;

1. E13.5,

E15.5, E17,5 giinlerde

gozlenmemistir.(p>0.05)

S100B markerinda

anlamli  bir

fark

Resim 9. A’da E13,5 giinliik kontrol grubu S100B boyamasi. B’de E15,5 giinliik kontrol
S100B boyamasi. C ‘de E17, 5 giinliik kontrol S100B boyamasinit 4x’lik biiylitmede

goriilmektedir (M.Z; Marginal zon, I.Z; Intermediate zon, V.Z; Ventrikiiler +

Subventriiiler zon).
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Tablo 9. LGRS skor sonuglari

LGR-5 Bolge (ort.:sc'ig.tsr;)rlJma) F degeri P degeri
Marginal 127+1.01 7.415 0.003*
13.5 giin Intermediate 0.64 +0.92 16.916 0.000*
Ventrikiil 0.46 + 0.52 13.193 0.000*
Marginal 2.38 +0.52 7.415 0.003*
15.5 giin Intermediate 2.25+0.46 16.916 0.000*
Ventrikiil 1.63+0.52 13.193 0.000*
Marginal 250+ 0.71 7.415 0.003*
17.5 giin Intermediate 2.30+0.68 16.916 0.000*
Ventrikiil 1.60+0.70 13.193 0.000*

Skorlarin One Way ANOVA testi ile analiz edilmesi sonrasinda;
1. E13.5, E15.5, E17, 5 glinlerde LGRS markerinda anlamli fark gézlenmistir.
Marginal zonda (p<0.05)

Intermadiate ve Ventrikiiler+subventrikiiler zonda ise (p<0.05)

Resim 10. A’da E13,5 giinliik kontrol grubu LGRS boyamasi. B’de E15,5 giinliik kontrol
LGR5 boyamasi. C ‘de E17, 5 giinliik kontrol LGR5 boyamasini 4x’lik biiyiitmede
goriilmektedir (M.Z; Marginal zon, 1.Z; intermediate zon, V.Z; Ventrikiiler +

Subventriiiler zon)

4.2.2. DMSO Grubundaki Sonuglar
Immunhistokimyasal skorlamalar 13.5-15.5 ve 17.5 giinler arasindaki farki ve

skorlanmay1 degerlendirmek i¢cin One Way ANOVA testi uygulanmistir. Glinlere gore ve

marker’a gore degerler Tablo 10-12’de verilmistir.
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Tablo 10. Beta-katenin skor sonuglari

Beta-katenin | Bolge (ort. ilz:\(;l.ssgpma) F degeri degperi
Marginal 2.00+0.82 0.791 0.462
13.5 giin Intermediate 1.30 +0.95 0.883 0.423
Ventrikiil 0.80 + 0.92 0.341 0.713
Marginal 2.36 +0.75 0.791 0.462
15.5 giin Intermediate 1.71+0.91 0.883 0.423
Ventrikiil 0.93£0.83 0.341 0.713
Marginal 2.08 + 0.67 0.791 0.462
17.5 giin Intermediate 1.75+0.75 0.883 0.423
Ventrikiil 1.08 + 0.67 0.341 0.713

Immunhistokimyasal skorlarm One Way ANOVA testi ile analiz edilmesi

sonrasinda;

1. E13.5, E15.5, E17,5 ginlerde Beta-katenin markerinda anlamli bir fark
gozlenmemistir (p>0.05).

Resim 11. A’da E13,5 giinlik DMSO grubu beta-katenin boyamasi. B’de E15,5 giinliik
DMSO beta katenin boyamasi. C ‘de E17, 5 giinliik DMSO beta katenin boyamasini
4x’lik biiyiitmede goriilmektedir (M.Z; Marginal zon, 1.Z; Intermediate zon, V.Z;

Ventrikiiler + Subventriiiler zon).
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Tablo 11. S100B skor sonuglari

. DMSO L. P

S-1008 Bolge (ort.+std.sapma) F degeri degeri
Marginal 1.00 £ 0.47 3.081 0.059

13.5 giin Intermediate 0.30+0.48 3.241 0.052
Ventrikiil 0.20+0.42 1.063 0.357

Marginal 1.79+0.98 3.081 0.059

15.5 giin Intermediate 1.21 +1.05 3.241 0.052
Ventrikiil 0.57+0.76 1.063 0.357

Marginal 1.50 + 0.67 3.081 0.059

17.5 giin Intermediate 1.08 + 1.00 3.241 0.052
Ventrikiil 0.58 + 0.79 1.063 0.357

Skorlarin One Way ANOVA testi ile analiz edilmesi sonrasinda;

1. E13.5, E15.5, E17,5 giinlerde S100B markerinda anlamli bir fark gézlenmemistir

(p>0.05).

Resim 12. A’da E13,5 giinlik DMSO grubu S100B boyamasi. B’de E15,5 giinlik DMSO
S100B boyamasi. C ‘de E17, 5 giinliik DMSO S100B boyamasini 4’liik biiyiitmede
goriilmektedir (M.Z; Marginal zon, 1.Z; Intermediate zon, V.Z; Ventrikiiler +

Subventriiiler zon).

Tablo 12. LGRS skor sonuglari

) DMSO . P

LGR-5 Bolge (ort.tstd.sapma) F degeri degeri
Marginal 1.90+0.74 1.379 0.266

13.5 giin Intermediate 0.90 + 0.57 9.597 0.001*
Ventrikiil 0.40+0.70 5.826 0.007*

Marginal 2.43+0.85 1.379 0.266

15.5 giin Intermediate 2.14 +0.86 9.597 0.001*
Ventrikiil 1.14 + 0.66 5.826 0.007*

Marginal 2.33+0.78 1.379 0.266

17.5 giin Intermediate 2.25+ 0.86 9.597 0.001*
Ventrikiil 1.33+0.65 5.826 0.007*
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Skorlarin One Way ANOVA testi ile analiz edilmesi sonrasinda;

1. E13.5, E15.5, E17,5 giinlerde LGR5 markerinda anlamli ve anlamsiz fark

gbzlenmistir.
Marginal zonda anlamli bir fark gézlenmemistir. (p>0.05)

Intermediate tabakasi ve ventrikiiler + subventrikiiler tabakada anlamli sonuglar elde

edilmistir. (p<0.05), (p<0.05)

Resim 13. A’da E13,5 giinlik DMSO grubu LGRS5 boyamasi. B’de E15,5 giinlik DMSO
LGR5 boyamasi. C ‘de E17,5 giinlik DMSO LGRS boyamasint 4x’lik biiyiitmede
goriilmektedir (M.Z; Marginal zon, I.Z; intermediate zon, V.Z; Ventrikiiler +

Subventriiiler zon).

4.2.3. Porcupine Inhibitér Grubu

Immunhistokimyasal skorlamalar 13.5-15.5 ve 17.5 giinler arasindaki farki ve
skorlanmay1 degerlendirmek i¢in One Way ANOVA testi uygulanmistir. Giinlere gore ve

marker’a gore degerler Tablo 12-14’de verilmistir.

Tablo 13. Beta-katenin skor sonuglari

. . Porcupine .. P
Beta-katenin Bolge (ort st d.Eapma) F degeri degeri
Marginal 1.33+0.70 2.007 0.150
13.5 giin Intermediate 0.67 +£1.00 9.000 0.001*
Ventrikiil 0.22 +0.67 5.636 0.008*
Marginal 1.79+0.89 2.007 0.150
15.5 giin Intermediate 1.50 + 0.86 9.000 0.001*
Ventrikiil 0.71+0.73 5.636 0.008*
Marginal 2.07 +0.92 2.007 0.150
17.5 giin Intermediate 2.07 +0.48 9.000 0.001*
Ventrikiil 1.14+0.54 5.636 0.008*
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Immunhistokimyasal skorlarm One Way ANOVA testi ile analiz edilmesi

sonrasinda;

1. E13.5, E15.5, E17, 5 giinlerde Beta katenin markerinda anlamli ve anlamsiz fark

gbzlenmistir.

Marginal zonda anlamli bir fark gézlenmemistir. (p>0.05)

Intermediate tabakasi ve ventrikiiler + subventrikiiler tabakada anlamli sonuglar elde

edilmistir. (p<0.05), (p<0.05)

Resim 14. A’da E13,5 giinliik Porcupine inhibitor grubu Beta katenin boyamasi. B’de E15,5

giinlik Porcupine inhibitdr grubu, Beta katenin boyamasi. C ‘de E17, 5 giinlikk

Porcupine

inhibitor

Beta katenin

boyamasini

4x’lik  bliylitmede

goriilmektedir. (M.Z; Marginal zon, 1.Z; Intermediate zon, V.Z; Ventrikiiler +

Subventriiiler zon).

Tablo 14. S100B skor sonuglar1

.. Porcupine i P
S-1008 Bolge (ort.istd.gapma) F degeri degeri
Marginal 1.11+0.78 0.339 0.715
13.5 giin Intermediate 0.67 +£1.00 1.770 0.187
Ventrikiil 0.22 + 0.67 1.131 0.335
Marginal 1.29+£0.73 0.339 0.715
15.5 giin Intermediate 0.50 +0.76 1.770 0.187
Ventrikiil 0.21+0.43 1.131 0.335
Marginal 1.42+1.00 0.339 0.715
17.5 giin Intermediate 1.17+£1.03 1.770 0.187
Ventrikiil 0.50 + 0.52 1.131 0.335
Skorlarin One Way ANOVA testi ile analiz edilmesi sonrasinda;
1. E13.5, E155, E17,5 giinlerde S100B markerinda anlamli bir fark

gbzlenmemistir.(p>0.05)
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Resim 15. A’da E13,5 giinliik Porcupine inhibitér grubu S100B boyamasi. B’de E15,5
giinliik Porcupine inhibitér grubu, S100B boyamasi. C ‘de E17, 5 giinliik Porcupine
inhibitor grubu, S100B boyamasini 4x’lik biiyiitmede goriilmektedir (M.Z; Marginal

zon, 1.Z; Intermediate zon, V.Z; Ventrikiiler + Subventriiiler zon).

Tablo 15. LGRS skor sonuglari

N Porcupine . P

LGR-5 Bolge (ort.istd.rs)apma) F degeri degeri
Marginal 156 +0.73 2.907 0.069

13.5 giin Intermediate 1.00 +0.87 6.050 0.006*
Ventrikiil 0.33+0.50 7.103 0.003*

Marginal 2.21+0.70 2.907 0.069

15.5 giin Intermediate 1.86 +0.86 6.050 0.006*
Ventrikiil 0.93 + 0.62 7.103 0.003*

Marginal 2.33+0.89 2.907 0.069

17.5 giin Intermediate 2.33 +0.89 6.050 0.006*
Ventrikiil 1.33+0.65 7.103 0.003*

1. E13.5, E15.5, E17,5 giinlerde LGRS markerinda;
Marginal zonda anlamli bir fark gézlenmemistir. (p>0.05)

Intermediate tabakasi ve ventrikiiler + subventrikiiler tabakada anlamli sonuglar elde

edilmistir. (p<0.05)

47



Resim 16. A’da E13,5 giinliik Porcupine inhibitér grubu LGR5 boyamasi. B’de E15,5

giinliik Porcupine inhibitér, LGRS boyamasi. C ‘de E17, 5 giinliik Porcupine

inhibitor, LGR5 boyamasini 4x’lik biiylitmede goriilmektedir (M.Z; Marginal zon,

1.Z; intermediate zon, V.Z; Ventrikiiler + Subventriiiler zon).

4.3. Gruplar Arasinda iHC Skor Farklihg Karsilastirmasi

Immunhistokimyasal skorlamalar fetal beyin belirtecleri ile gruplar arasinda

immiinohistokimyasal skorlama yapilmistir. Skorlamayi istatistiksel olarak degerlendirmek

icin One Way ANOVA testi kullanildi.

Tablo 16. Gruplar arasinda IHC skor farklilig1 karsilagtirmasi

Gruplar Bilge Kontrol DMSO Porcupine F P
(ort.tstd.sapma) | (ort.std.sapma) | (ort.xstd.sapma) | degeri | degeri

Beta-katenin

13.5 giin | Marginal 1.64 + 0.67 2.00+0.82 1.33+0.71 1.969 | 0.159
Intermediate 0.91+0.70 1.30£0.95 0.67+1.00 1.258 | 0.300
Ventrikiil 0.46 + 0.69 0.80+0.92 0.22 +0.67 1.375 | 0.270

15.5 giin | Marginal 2.00+0.93 2.36+£0.75 1.79+0.89 1.622 | 0.213
Intermediate 1.25+1.28 1.71+0.91 1.50 + 0.86 0.578 | 0.567
Ventrikiil 0.63+0.92 0.93+0.83 0.71+0.73 0.428 | 0.656

17.5 giin | Marginal 2.50+0.53 2.08 + 0.67 2.07 £0.92 1.164 | 0.325
Intermediate 2.20+0.79 1.75+0.75 2.07+0.48 1.364 | 0.270
Ventrikiil 1.20£0.79 1.08 + 0.67 1.14 + 0.54 0.086 | 0.917

S100-B

13.5 giin | Marginal 1.28+1.01 1.00 £ 0.47 1.11+0.78 0.483 | 0.622
Intermediate 0.73+0.79 0.30+0.48 0.67+1.00 0.899 | 0.419
Ventrikiil 0.37+0.51 0.20+0.42 0.22 + 0.67 0.290 | 0.750

15.5 giin | Marginal 1.63 +1.06 1.79£0.98 1.29+0.73 1.096 | 0.346
Intermediate 1.13+1.13 1.21+1.05 0.50+0.76 2.157 | 0.132
Ventrikiil 0.63+0.74 0.57+0.76 0.21+043 1.483 | 0.242

17.5 giin | Marginal 1.90 £ 0.32 1.50 + 0.67 1.42+1.00 1.308 | 0.285
Intermediate 1.50 +£ 0.53 1.08 £1.00 1.17 +1.03 0.639 | 0.535
Ventrikiil 0.70+0.48 0.58+0.79 0.50 +0.52 0.282 | 0.756

LGR-5

13.5 giin | Marginal |  127+1.01 1.90 +0.74 156+0.73 | 1.442 | 0.254
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Tablo 16. Gruplar arasinda IHC skor farkliligi karsilastirmasi (devamai)

Intermediate 0.64 +0.92 0.90 £ 0.57 1.00 £ 0.87 0.558 | 0.579
Ventrikiil 0.46 £ 0.52 0.40+0.70 0.33+£0.50 0.108 | 0.898
15.5 giin | Marginal 2.38 £ 0.52 243+0.85 2.21+0.70 0.317 | 0.731
Intermediate 2.25+0.46 2.14+0.86 1.86 £ 0.86 0.757 | 0.477
Ventrikiil 1.63+0.52 1.14 + 0.66 0.93 £ 0.62 3.272 | 0.051
17.5 giin | Marginal 250+£0.71 2.33+£0.78 2.33+£0.89 0.153 | 0.859
Intermediate 2.30 £ 0.68 2.25+0.87 2.33+£0.89 0.031 | 0.969
Ventrikiil 1.60+0.70 1.33+0.65 1.33+£0.65 0.567 | 0.573
Immunhistokimyasal skorlarm One Way ANOVA testi ile analiz edilmesi

sonrasinda;

Gruplar arasinda Immiinohistokimyasal skorlamalar karsilastirildiginda anlaml

sonuglar gdzlenmemistir. (p>0.05)

Resim 17. E13,5 giinliik Beta-katenin boyamasinda, A’da kontrol grubu, B’de DMSO

grubunu, C’de ise Porcupine inhibitér rubunu x25°1ik biiylitmede goriiyoruz. (M.Z;

Marginal zon, 1.Z; Intermediate zon, V+SubV. Z; Ventrikiiler + Subventriiiler zon)

Resim 18. E13,5 giinliik S100B boyamasinda, A’da kontrol grubu, B’de DMSO grubunu,
C’de ise Porcupine inhibitdr grubunu x25°lik biiylitmede goriiyoruz. (M.Z; Marginal

zon, 1.Z; Intermediate zon, V+SubV. Z; Ventrikiiler + Subventriiiler zon)
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Resim 19. E13,5 giinlik LGR5 boyamasinda, A’da kontrol grubu, B’de DMSO grubunu,
C’de ise Porcupine inhibitdr grubunu x25°1ik bitylitmede goriiyoruz. (M.Z; Marginal

zon, 1.Z; Intermediate zon, V+SubV. Z; Ventrikiiler + Subventriiiler zon)

Resim 20. E15,5 giinlik Beta katenin boyamasinda, A’da kontrol grubu, B’de DMSO
grubunu, C’de ise Porcupine inhibitér grubunu x25°lik biiyiitmede goriiyoruz. (M.Z;

Marginal zon, 1.Z; Intermediate zon, V+SubV. Z; Ventrikiiler + Subventriiiler zon)

Resim 21. E15,5 giinlik S100B boyamasinda, A’da kontrol grubu, B’de DMSO grubunu,
C’de ise Porcupine inhibitor grubunu x25°lik biiylitmede goriiyoruz. (M.Z; Marginal

zon, 1.Z; intermediate zon, V+SubV. Z; Ventrikiiler + Subventriiiler zon)
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Resim 22. E15,5 giinlik LGR5 boyamasinda, A’da kontrol grubu, B’de DMSO grubunu,
C’de ise Porcupine inhibitor grubunu x25°1ik bitylitmede goriiyoruz. (M.Z; Marginal

zon, 1.Z; Intermediate zon, V+SubV. Z; Ventrikiiler + Subventriiiler zon)

Resim 23. E17,5 giinlik Beta katenin boyamasinda, A’da kontrol grubu, B’de DMSO
grubunu, C’de ise Porcupine inhibitér grubunu x25°lik biiyiitmede goériiyoruz. (M.Z;

Marginal zon, 1.Z; Intermediate zon, V+SubV. Z; Ventrikiiler + Subventriiiler zon)

Resim 24. E17,5 giinlik S100B boyamasinda, A’da kontrol grubu, B’de DMSO grubunu,
C’de ise Porcupine inhibitor grubunu x25°1ik bitylitmede goriiyoruz. (M.Z; Marginal

zon, 1.Z; intermediate zon, V+SubV. Z; Ventrikiiler + Subventriiiler zon)
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Resim 25. E17,5 giinlik LGR5 boyamasinda, A’da kontrol grubu, B’de DMSO grubunu,
C’de ise Porcupine inhibitor grubunu x25°1ik bitytitmede goriiyoruz. (M.Z; Marginal

zon, 1.Z; Intermediate zon, V+SubV. Z; Ventrikiiler + Subventriiiler zon)

4.4. Histokimyasal Boyamalarin Degerlendirilmesi
4.4.1. Hematoksilen-Eozin Degerlendirilmesi

Hematoksilen-Eozin boyama sonucunda tiim gruplar arasi biitiin tabakalar ( marginal
tabaka, intermediate tabaka, ventrikiiler+subventrikiiler tabaka) olagan goriilmiistiir.

Morfolojik olarak bir degisiklik gdzlenmemistir.

Resim 26. A’da E13,5 giinlik kontrol grubu, B’de DMSO grubu, C’de ise Porcupine
inhibitor grubunu 4x’lik biiyiitmede gormekteyiz
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Resim 27. A’da E15,5 giinlik kontrol grubu, B’de DMSO grubu, C’de ise Porcupine
inhibitor grubunu 4x’lik biiyiitmede gormekteyiz

Resim 28. A’da E17,5 giinliik kontrol grubu, B’de DMSO grubu, C’de ise Porcupine
inhibitor grubunu 4x’lik biiyiitmede gormekteyiz

4.4.2. Toluidin Blue Boya Degerlendirilmesi

Toluidine Blue boyamasi sinir sistemindeki biitiin noronlarin hiicre gévdesini ve
¢ekirdek boyamasini gostermektedir. Biz bu boyamada kontrol ve porcupine grubunu

morfolojik olarak biitiin tabakalar1 olagan seklinde gozlemledik.

Resim 29. A’da E13,5 giinliikk kontrol grubu, B’de Porcupine inhibitér grubunu Toluidine

boyamasini 4X’lik biiyiitmede gormekteyiz
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Resim 30. A’da E15,5 giinliikk kontrol grubu, B’de Porcupine inhibitér grubunu Toluidine

boyamasini 4x’lik biiylitmede gormekteyiz

Resim 31. A’da E17,5 giinliik kontrol grubu, B’de Porcupine inhibitér grubunu Toluidine

boyamasini 4x’lik biiylitmede gormekteyiz
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5. TARTISMA

Wnt proteini pek cok fizyolojik ve de hiicresel alanda gorev almaktadir. Hiicre
biiyiimesi, hiicre adezyonu, hiicre hareketi, hiicre kaderinin belirlenmesi, hiicre polaritesi ve
farklilasmasini diizenledigi bilindigi gibi ayrica hem kok hiicrelerinin 6zellesmesinde ve
degisimlerinde hem de pek ¢cok dokunun embriyonik gelisiminde (6zellikle merkezi sinir
sistemi, organogenez, bobrek, meme bezleri ve dokusu, ve ekstremitelerde (uzuvlarda)
onemli rol aldiklar1 da gosterilmistir (Bengoa-Vergniory N, Kypta RM., 2015).
Embriyolojik donemde hem de pek ¢ok kanser g¢esitlerinde aktif oldugu bilinmektedir. Wnt
sinyal ileti yolu son yillarda kanser arastirmacilar1 ve embriyonik gelisim calisan
aragtirmacilar tarafindan oldukc¢a dikkat ¢ekmeye baglamistir (llyas, 2005). Bengoa-
Vergniory N ve ark.(2015) calismasina gore, Wnt’in embriyonik gelisimde merkezi sinir

sisteminin gelismesinde oldukga biiyiik bir role sahiptir.

Wnt ligandlar1 embriyonik kok hiicrelerin néronal farklilagsmasinda kritik bir rol
oynar (Kikuchi A, Yamamoto H, Sato A, ve ark, 2011). Kanonik yol dedigimiz beta-katenin
bagimli Wnt sinyal yolu akson olusumunu sagladigi gibi serebral graniill ndron
progenitorlerinin farklilagsmasini da diizenlemektedir (Shu Y, Xiang M, ve ark. 2018). Beta
katenin bagimli kanonikal yol da merkezi sinir sisteminin vaskiilarizasyonu ve de kan-beyin
bariyerinin olusumu icin ¢ok fazla dnemlidir. Yapilan ¢aligmalarda wnt sinyal yolaginin
beyin damar olusumlarinda (anjiyogenez) ve kan-beyin bariyerinin olusumuyla ilgili ¢ok
fazla bilgi bulunmamaktadir. Bazi aragtirmacilara gore Wnt sinyali sadece gelisim igin
degil, vaskiiler ve norodejeneratif hastaliklar i¢in 6nemli oldugunu vurgulamiglardir
(Kathleen H., Pauline C., ve ark.2018). Wnt sinyal mekanizmasi iskelet gelisimi ve uzuv
gelisimi sirasinda gereklidir (Rolfe RA., Shea CA., ve ark., 2017). Wnt agonisti olan R-
spondin protein ailesi Lrp5/6 ile dolayl olarak etkilesim halindedir. R-spondin proteinleri
Wnt sinyalini giiclendirmekte gorev almaktadir. Wnt sinyali giiclendiginde Lrg5/6
reseptOriine baglanmasi daha kolay bir hal almaktadir. Bu baglanma ile kanonikal yolun
transkripsiyonu saglikli bir sekilde gergeklesir (Knight MN., Karuppaiah K, ve ark, 2018).
R-spondin, wnt sinyalini arttirmak i¢in LGR4, LGR5, LGR6 reseptorlerine ihtiyaci vardir.
R- spondin protein ailesinin herhangi bir mutasyonu, dort uzuvun tamamen yoklugu ile
karakterize edilen tetra-amelia sendromuna neden olmaktadir (Rolfe RA., Shea CA., ve ark.,
2017). Bu verilere uyumlu olarak, bizim yaptigimiz ¢alismada da Porcupine gruplar ile

Kontrol ve Dmso grubu arasinda fenotipik olarak uzuvlarin (kol, bacak, kuyruk) tomurcuk
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seklinde kaldig1 saptanmistir. Buna ek olarak Porcupine grubunu, kontrol ve Dmso grubu ile
kiyasladigimiz da fetuslarin boy ve kilo oranlar1 diger iki gruba gore diisliste oldugunu,
hatta bazi fetuslarin hi¢ gelismedigi gozlemlendi. Dongmei Z, Xia G, Liyun M, ve ark.
(2017) yaptig1 aragtirmaya gore Whnt sinyal yolunun plasenta gelisimindeki hiicre goglerinde
onemli bir role sahip oldugunu arastirmiglar ve yaptiklari aragtirmada sinsitotrofoblast
tabakasinda Wnt sinyal aktivasyonuna ozgii genlerin ekspresyonuna bakmislardir. Sonug
olarak plasenta tabakalarimin gelisimi i¢in Wnt sinyalinin gerekli oldugunu ortaya
koymuslardir. Yapmis oldugumuz arastirmada ise, glnii gelen bazi gebe farelerin
diseksiyonu esnasinda sadece plasentalarinin goriildiigi fakat hi¢ fetusun olusmadigi

gozlemlendi.

Yapilan Wnt- beyin ¢alismalarina baktigimizda ise; Zhang Y, Zhang M, Li L, ve
ark., (2018)’in yapmis oldugu calismada prenetal hipoksinin Wnt beta katenin bagimli
sinyal yolu ile iligkisini aragtirmiglardir. Arastirma sonuglarina gore hipoksiye maruz
birakilan gebe farelerin fetuslari ile kontrol grubu kiyaslandiginda Wnt sinyal yolagi ve
hipoksi iligkisi bakildiginda Wnt aktivasyonunun arttig1 ve beyin 6n gelisimini onardigi,
fetal beyin gelisimi i¢in yararli bir etkiye sahip oldugunu ve koruyucu bir rol iistlendigini
gostermislerdir. Liu T, 2, Shi Y, ve ark.’in (2018) yapmis oldugu zebra baligi ¢calismasinda
ise, zebra baliginin erken gelisimi sirasinda protein kinaz C (PKC) gen ekspresyonunun
seviyesinin patolojik roliinii anlamak icin farmakolojik olarak yiiksek bir aktivasyonla
uyarmislardir. Bunun sonucunda ise PKC seviyesinin yiiksekligi, noral prekiisor
proliferasyonda azalma, beyin gelisimi i¢in gerekli olan beta kateninde bozulmaya ve buna
bagl olarak beyinde biiyiime, motor ndronlar1 anomalilerine sebebiyet vermislerdir. Bizim
yapmis oldugumuz ¢alismada ise beta katenin bagimli Wnt sinyal yolagini inhibe ederek
beyindeki beta katenin belirtecinin immiin boyama ile etkisine bakildi. Ve sonug olarak beta
katenin’in kontrol, dmso ve porcupine grubu ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak
anlaml bir bulguya rastlamadik. Fakat kontrol, dmso ve porcupine gruplarin1 ayri ayr1 ve
giin olarak ele aldigimizda E13.5, E15.5, E17.5 bu giinlerdeki Beta katenin boyamasinin

protein ekspresyonundaki artis1 gézlemledik.

S100B proteini, astrositler tarafindan eksprese edilen ve beyinde sayica fazla
bulunan proteinlerden biridir. SI00B proteini yapisi geregi diger proteinlerle fonksiyonel ve
diizenleyici etkilesimlere sahiptir (Sorci G., Bianchi R., ve ark. 2010 ve Ostendorp T., Diez

J., Heizmann C. Ve ark. 2011). SI00B proteini gelismekte olan noronlart hiicresel
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olabilecek strese karsi koruma, gelismekte olan néronlarin farklilagmasini harekete gecirme,
hafiza ve 6grenmeye dahil siiregleri gelistirir, sinirsel doku hasarlarin1 onarma ve hiicre ici
konsantrasyonunu artirip bazi reseptorler iizerinden sinyal gondererek proinflamatuar bir
sitokin gibi davranarak niikleer faktor aktivasyonlarinda (DNA hasarinda devreye giren
kanonikal ve non kanonikal yolaklar) geri besleme dongiisiinii saglamaktadir (Rothermundt
M., Peters M., ve ark. 2003). S100B’nin islevlerine baktigimizda hiicre i¢i kalsiyum
homeostazinin bir pargasi oldugundan ikincil habercileri aktarmada rolii vardir. Boylelikle
hiicre dongiisiinde ve farklilasmasinda rolii biiyiiktiir (Heizmann CW, Fritz G, Schafer BW.,
2002, ve Schafer BW, Heizmann CW. 1996). S100B’nin fizyolojik fonksiyonel etkilerine
baktigimizda, S100B’nin konsantrasyonunun diisiik olmasi yararli iken yiiksek olmasi
cesitli beyinsel rahatsizliklara sebebiyet gosterir (Rothermundt M., Peters M., ve ark. 2003,
Van Eldik LJ, Wainwright MS., 2003). Yapilan hayvan g¢alismalarinda, S100B’nin
konsantrasyonundaki degisiklikler davranigsal bozukluklara sebep olmaktadir. Klinik olarak
insanlarda tespit edilen beyin travmalari, Alzheimer, nérodejeneratif hastaliklar ve iskemi,
astrositlerin yok olmasiyla S100B proteinin konsantrasyonundaki artisi ile iligkilidir
(Rothermundt M., Peters M., ve ark. 2003). Biz de bu yiizden yaptigimiz ¢alismada beyin
ile ilgili en iyi belirteclerden biri olan S100B’yi sectik. Sectigimiz bu belirtecin Wnt ile ilgili
iliskisine hem de embriyonik beyin gelisimindeki etkisine bakmak i¢in bu belirte¢ ile
immiin boyama yaptik. Cikan sonuglarimiz kontrol, DMSO, ve ila¢ ile kiyasladigimizda
anlamli bir veri elde edilemedi. Fakat kontrol, DMSO ve porcupine gruplarini ayri ayri ve
giin olarak ele aldigimizda E13.5, E15.5, E17.5 bu giinlerdeki S100B boyamasinin protein

ekspresyonundaki artis1 gozlemledik.

LGRS (16sin bakimindan zengin, tekrar igeren G-proteini) proteini, Wnt-agonist’i
olan R-spondin’in reseptoriidiir. Lgr5 onemli kok hiicre belirteglerindendir. Biyolojik roliine
baktigimizda beyinde ifade edilir fakat sinir sistemindeki rolii tam bilinmemektedir (Yu Y,
Moberly AH, ve ark., 2017). Yapilan bazi biyoinformatik analizlerde LGR5’in ndron
gelisimi ve islevleriyle ilgili iliskisinin oldugu gdsterilmistir. R-spondin aile reseptdrii olan
Lgr5 omurilik, beyin sapinda yiiksek oranda ifade edilmektedir (Song SJ, Mao XG, verk.,
2015). Hatta Hiraoka K, Hayashi T, ve ark.’nin (2015) yilinda yapmis oldugu ¢alismada
SOX9’un Lgr5 aracili glioblastoma timdr olusumuna bakmislardir. Bu calismaya gore
SOX9 ekspresyon artisi, Lgr5’in de glioblastoma tiimor olusumunda ekspresyonunun
arttigin1 gostermislerdir. Sox 9 ekspresyonunu diisiiriilmesi ile hiicre proliferasyonun ve

timor olusumunun baskilandigin1 ve bu transkripsiyonel diizenlemenin Lgr5 aracili
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oldugunu gostermislerdir. Bizim ¢alismamizda bloke edilmis Wnt sinyal yolundaki Lgr5
belirtecinin roliiniin etkisine bakmakti fakat yapilan immiiohistokimyasal boyamalarla,
gruplar i¢in giin bakimindan ( E13.5, E15.5, E17.5) degerlendirildiginde anlamli ifadeler
bulurken, gruplar arasi kontrol, dmso ve porcupine gruplari kiyaslandiginda anlamli bir veri

elde edilemedi.

Hematoksilen —eozin boyama ve Toluidine Blue boyamasi degerlendirmelerimizde
tiim gruplar aras1 beyin yapilar1 olagan goriiniimdeydiler. Muhtemelen verilen ila¢ dozunun
gen ifadelerini tamamen susturamamasindan kaynaklanmaktadir. Ya da verilen dozun yeteri

kadar etki etmedigi icin herhangi bir bozulmaya rastlanmadi.

Ilerleyen calismalarda verilen ilag dozunun miktarini arttirip PCR veya qPcr gibi
yontemler ile gen ekspresyonlarina bakilip Wnt- B katenin bagimli sinyal yolaginin beyin

tizerindeki etkisi ve degerlendirilmesi daha ¢ok aciklik getirip daha ¢ok fikir sunacaktir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calismada beyin gelisimi sirasinda Wnt- katenin bagimli sinyal yolaginin
etkisine bakmayir amacladik. Yaptigimiz g¢alismanin sonucunda kullanmis oldugumuz
inhibitoriin embriyolojik etkisini boy, kilo ve uzuv gelisiminde anlamli bir diisiis ve
uzuvlarin  tomurcuk  seklinde kalip gelismedigi  goriildii. Immiinohistokimyasal
degerlendirmeye iki sekilde bakildi: bunlardan ilk olarak, kontroldeki giinleri (E13.5, E15.5,
E17.5), DMSO giinleri (E13.5, E15.5, E17.5) ve porcupinedeki giinleri (E13.5, E15.5,
E17.5) kendi iglerinde ayr1 ayri ele aldigimizda kullanmis oldugumuz B-katenin, S100B,
LgrS5 belirteglerinin embriyonik giin artis1 ile dogru orantili sekilde ekspresyonlarda anlamli
bir degisiklik (artis) gézlemlendi. Ikinci degerlendirme olaraksa gruplari (Kontrol, DMSO,
Porcupine) kiyaslayarak yapmis oldugumuz immiinohistokimyasal boyamalardaki
degerlendirmelerde istatistiksel olarak anlamli ifadeler elde edilemedi. Kullanilan
belirteglerle birlikte beyin — ndron spesifik ve kok hiicre spesifik baska belirteglerin de
kullanilmast ve ¢alistlmanin bu acgida genisletilmesi gerektigi diistiniildi. Wnt
mekanizmasinin bilindigi gibi sadece beta katenin bagimli yolu degil, non-kanonikal iki
mekanizmasi da mevcuttur. Beta katenin bagimli yol inhibe edildigi i¢in non-kanonikal
yolun bu esnada etki etmis olma olasiligindan dolayr da sonug¢ alinmamig olabilir. Wnt
sinyalizasyonu birden ¢ok mekanizma ile kontrol edilmektedir ve olduk¢a karmasik bir aga
sahiptir. Ve bu nedenle yapmis oldugumuz bu ¢alismada diger mekanizmalardan
etkilenmesi s6z konusu olabilir. Bu yiizden de ilerleyen ¢alismalarda sinyali kontrol eden
birden ¢ok mekanizmanin (sinyal yolaklarin) hedef odakli olmasi ayrica beyin spesifik farkl
genlerin secilerek sinyal yolagi ile iliskili olarak bunlarin diizeylerinin belirtilmesi daha
dogru bir yaklasim olacaktir. Ayrica farkli molekiiler biyolojik yontemler ile
degerlendirilerek pek ¢ok aciklik getirilip fikir sunulabilir. Baska c¢alismalarda erken dénem

beyin gelisimlerin degerlendirilmesi 6nemli olacaktir.
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