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Bu calismada oncelikle Kirklareli/Koyunbaba Magarasi’ nda yasayan Myotis myotis
turdnin embriyonik gelisim evrelerinin belirlenmesi amaclanmistir. Bu amagla
gebelik stresince disi bireylerden embriyo 6rnekleri alinmis ve embriyolarin gelisim
evreleri belirlenmistir. ilaveten belirlenen evrelerdeki bazi hiicrelerarasi madde
bilesenlerinin dagilimi ele alinmistir. Evreleri belirlenen embriyolardan kesitler
ainmig ve immunohistokimyasal boyama yontemi ile boyanmustir. Belirlenen

evrelerdeki farkli organlarda laminin ve fibronektin dagilimi incelenmistir.

Bu calismada Myotis myotis (BlyUk farekulakli yarasa) tirt icin 15 gelisim evresi,
gebe disi bireylerden elde edilen embriyolardan eksternal morfolojik 6zelliklere
dayanarak belirlenmistir. Bunlara ilaveten bilaminar blastosit evresi ise histolojik
olarak uterustan alinan kesitlerde tespit edilmistir. Belirlenen evrelerden iki tabakal1
embriyo, Evre 10, Evre 11, Evre 14, Evre 16 ve Evre 18 ait embriyolardan alinan
histolojik  kesitlerde immunohistokimyasal boyama yontemi  kullanilarak
hiicrelerarass madde bilesenlerinden olan laminin  ve fibronektin dagilim
incelenmistir. Erken evredeki embriyo kesitlerinde yogun bir fibronektin dagilim
gozlenmistir. Embriyonel diski olusturan hicreler etrafinda da laminin tespit



edilmistir.  Ayni  bdlgelerde fibronektin  yogunlugunun daha fazla oldugu
belirlenmistir. Gelisme ilerledikce fibronektin yogunlugu gittikge azalmistir. Evre 10,
11, 14, 16 ve 18 de somit, gbz, mide, barsak, karaciger, pankreas, akciger, bobrek,
kalp ve koroid pleksusda laminin yogunlugunun fazla oldugu tespit edilmistir. Bu
evrelerde fibronektin pozitif reaksiyon vermis olsa da lamininden daha az yogun
oldugu kaydedilmistir.

2009, 121 sayfa

Anahtar Sozcukler
Chiroptera, embriyonik evrelendirme sistemi, embriyogenez, laminin, fibronektin



ABSTRACT

Ph.D. Thesis

EMBRYONIC DEVELOPMENT STAGES OF Myotis myotis (LARGE MOUSE-
EARED BAT) AND DISTRIBUTION OF SOME EXTRACELLULAR
MATRIX COMPOUNDSIN THESE STAGES
Emine Pinar PAKSUZ

Adnan Menderes University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Kurtulus OLGUN §
Co-Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Sibel HAYRETDAG

Aim of this study was to determine embriyonic stages of Myotis myotis species living
in Kirklareli/Koyunbaba Cave. For this purpose, embryo samples from female
specimens were taken during pregnancy and embryonic stages were determined.
Additionally distribution of some extracellular matrix compounds in these stages
were evaluated. Sections were taken from known embryos at determined stages and
stained immunohistochemically. Distribution of laminin and fibronectin at different
organs was also investigated in determined stages.

In this study, a total of 15 stages were established for Myotis myotis (Large mouse-
eared bat), based on external morphological features of embryos obtained from
pregnant females. In addition blaminar blastocyst stage was examined histologically
from sections of the uterus. Distribution of extracellular matrix compounds laminin
and fibronectin at sections from bilaminar embryo, stage 10, stage 11, stage 14, sage
16 and stage 18 were investigated by using immunohistochemical staining method.
On sections of early embryos, high fibronectin density was observed. Laminin was
also determined around the embryonic disc. Fibronectin density was found to be
higher at the same area. Fibronectin density was decresed with the progress of
development. At stages 10, 11, 14, 16 and 18, laminin density was high in somites,



Vi

eye, stomach, intestine, liver, pancreas, lung, kidney, heart and choroid plexus.
Although fibronectin has given positive reaction in this stages, it is recorded that
fibronectin had less density then laminin.

2009, 121 pages

Key Words:
Chiroptera, embryonic staging system, embryogenesis, laminin, fibronectin
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ONSOz

Hucrelerarast madde bilesenleri, hicreler ile etkilesir ve gog, adhezyon, ¢ogalma,
farklilasma ve morfogenez gibi hicresel fonksiyonlar: dizenler. Hucreler ve
ekstraselluler matriks arasindaki etkilesimler, erken embriyoda hticre gogu, organ
olusumu sliresince morfogenez, hicrelerin gelisme ve farklilasma programlarini
ayarlamay1 iceren pek cok onemli gelisim siirecini diizenlemede is goren bir bilgi
akisimt baglatir. Hicre dist matriksin fibrilleri, belirli yollar boyunca go¢ eden
hiicreleri yonlendiren hatlar olarak islev gorebilir. Bu ¢alismada hiicreler arast madde
bilesenlerinden olan laminin ve fibronektinin bir memeli hayvan olan Myotis myotis
turtine ait farkli embriyolardaki dagilimi tespit edilmistir.

Tez calisgmalarim stresince destegini her zaman hissettigim damsman hocam Prof.
Dr. Kurtulus OLGUN’ a, materyallerimin imminohistokimyasal olarak hazirlanmasi,
verilerin degerlendirilmesi ve yorumlanmasinda yardimlarint esirgemeyen |1.
damsman hocam Dog. Dr. Sibel HAYRETDAG' a, arazi calismalarimdaki
yarchmlarindan dolay: Yrd. Dog. Dr. Beytullah OZKAN’ a, tezimin her asamasinda
blylk yardimlarim gordigim Ars. Gor. Serbllent PAKSUZ’ a ve her zaman bana
destek olan aileme tesekkir bir borg bilirim.

“Myotis myotis in (BuyUk Farekulakli Yarasa) Embriyo Gelisim Evreleri ve Bu
Evrelerdeki Baz1 Hiicrelerarasi Madde Bilesenlerinin Dagiliminin incelenmesi” adl
ve FBE-08037 numarali proje ile yuratilen tez calismam Adnan Menderes
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatorliigii tarafindan desteklenmistir.
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|- GIRIS

Memeliler sinifi yaklagik olarak 4800 tur icerir (Nowak, 1999). Prototheria
(monotremes), Metatheria (marsupials) ve Eutheria olmak tzere U¢ altsinifa ayrilir.
Bu Ug altsimif 26 takim igcermektedir. Memelileri diger gruplardan ayiran temel
Ozellikleri, yavrularim sit ile beslemeleri, vicutlarimin killarla kapli olmasi ve (g
ortakulak kemigine sahip olmalaridir. Memeliler simif1 gbrinis ve islevlerinde cok
biydk bir farklilik sergilerler. 1.5 ila 2 gram agirhgindaki kugik Kitti’'s domuz-
burunlu yarasasindan (Craseonycteris thonglongyai), dev 150 tonluk mavi balinaya
(Balaenoptera musculus) kadar memeliler gezegendeki hemen hemen tim karasal,
sucul ya da havasal (aerial) habitatlarda farkli hareket sekilleri sergileyerek yasarlar
(Nowak, 1999). Memeliler simifindaki bu blyik farkliliga ragmen gelisimle ilgili
bilinenlerin cogu tek bir gruba, kemirgenlere (Ordo Rodentia) aittir.

Kisa generasyon slresi, ¢cok sayida yavrulama, uygun dretim kosullari ve uzun
kalitimsal gegmisleri ©zellikle fare ve sicanlar igin gegerlidir ve bu 0Ozellikler
kemirgenleri laboratuar calismalar1 icin 6nemli bir model yapar. Sonuc olarak
kemirgen embriyolojisi oldukca detayli bir sekilde calisilmisken, diger 25 memeli
takimi hakkinda oldukca az sey bilinmektedir. Fare ve sican gelisiminden elde edilen
bilgiler cok o6nemli ise de ve bu bilgilerin ¢ogu genel olarak memelilerde
uygulanabilir olsa da, kemirgen Uremesinin hiz1 ve Ureme yetenegi, bir seri oldukca
Ozellesmis  ve ture-6zgu reproduktif ve gelisimsel adaptasyonlar ile
gerceklesmektedir. Bu nedenle, model memeli treme ve gelisimi igin kemirgenlerin
kullanilmasi ile elde edilen bilgiler, oldukga karakteristik olmalar1 nedeni ile yaniltic
olabilir. Bu datam bir memeli gelisimi agiklamasinin, tek bir takimdaki bir ya da iki
turtin calisiimast ile elde edilemeyecegini ileri stirer (Eakin ve Behringer, 2004).

Standart kemirgen modelleri disinda farkl: turler arasinda morfolojik, fizyolojik ve
molekuler karsilastrmalar, memeli embriyonik gelisiminin dogru bir sekilde
anlasilmast i¢in gerekli olacaktir. Tammlanmis tir sayist bakimindan ikinci blyik
memeli takimi olan yarasalar (1,000' den fazla; Simmons, 2001), ayrica cografik
dagilim ve biyolojik farklilik bakimindan da en basarili gruplardan biridir. Yarasalar



zararl boceklerin kontrolini saglamalari, tozlastirici ve tohum dagiticisi olmalari
nedeniyle de tarimsal ve ekonomik agidan oldukca Onemlidirler. Bilinen ve
sUphelenilen pek cok patojen tasiyicisi olarak da, epidemiyoloji uzmanlariin ilgisini
cekmektedir. Son olarak da, yarasalara 0zgl ugcma ve ekolokasyon yetenekleri,
biomedikal, isitsel ve ndrolojik bilimler igin ilgi ¢ekicidir.

Yarasalarin bitin Oyeleri Chiroptera ordosuna aittir. Walker's Mammals of the
World e gore (Nowak,1999), Chiroptera ordosu 2 slUperfamilyaya ayrilir
(Megachiroptera ve Microchiroptera), 18 familya ve 186 cins icerir. Yarasalarin
karakteristik 6zelligi, onlar: tek ucabilen memeli grubu yapan kanatlarinin varligidir.
Ucan sincap ve ucan lemur gibi pek cok diger memeli gruplari gergekten ugcmazlar,
daha ziyade stizulUrler. Y arasa kanatlar1 ise membranlidir, Gyeler ve kuyrugun iskelet
elemanlariyla desteklenmistir. On Gyenin ilk parmag: kisadir, genellikle tirnaga
sahiptir ve kanat membran ile gevrilmemisken, basparmaga gore oldukga uzamis
olan diger dort parmak genellikle tirnaksizdir ve kanat membramimin biytk bir
kismuni desteklerler. On lyenin Gglincii parmagi genel olarak, bas ile ayaklar
arasindaki mesafenin uzunluguna yaklasik olarak esittir. Yarasalar hafif ve ince
kemikler, kanatlar1 desteklemek icin guclu pektoral kemer ve gogls kafes,
genislemis pektoral ugma kaslarimin baglanmast igin sternumun orta hattindan
uzanan belirgin bir karinay1 igeren pek cok ilave adaptasyonlar gosterirler.
Yarasalarin buyuk bir kismu nokturnaldir ve karanlikta yon bulma olayi, yarasalara
Ozgu diger bir ozellik olan ve ekolokasyon olarak bilinen olayla gergeklesir
(Neuweiler, 2000). Yarasalar ucarlarken agiz velveya burunlarindan vokal sesleri
gonderirler. Bu sesler genellikle insamn duyabilecegi limitlerin Uzerinde bir
frekanstadir ve yarasaya ucarken geri yansirlar. Bu geri donen yansimanin sinirsel
olarak islenmesi, yarasalarin engellerden kagcmalarint ve karanlikta besinlerinin
yerlerini bulmalarim saglar. Bugline kadar arastirilan bitin yarasa familyalarinda
ekolokasyon bulunmustur, fakat bitin yarasa tdrleri sesin yansimasi ile yon
bulmazlar (Nowak, 1999).

Buyuk farekulakl: yarasa, Myotis myotis embriyonik ¢alismalar igin uygun bir ttrdur.
Bdcekcil olan bu grup Microchiroptera stiperfamilyasi, Vespertilionidae familyasi
icinde yer alir. Avrupa, Asya ve Kuzey Afrika da yayilis gosterir. ilk olarak 1797



yilinda Borkhausen tarafindan tammlanmustir. Erginleri yaklasik olarak 20-40 gram
ve kanatlar arasindaki mesafe 30-40 cm' dir. M. myotis yilda bir kez yavrular ve
sadece bir yavru dogurur. Gebelik periyodu normalde 60-70 gin kadardir.
Dogumdan sonra yavrular yaklasik 2 hafta kadar annelerine tutunarak kalirlar.
Yaklasik olarak 2 ay sonra da tamamen bagimsiz hale gelirler ve boceklerle
beslenmeye baslarlar. Kis igin yeterli miktarda yag depolamak zorundadirlar.
Yavrular sekstiel olgunluga bir yilda erisirler.

Gelisim ile ilgili calismalarda evrelendirme serileri temel yontemlerden birini
olusturur. (McCrady, 1938; Streeter, 1942; Hamburger ve Hamilton, 1951;
Nieuwkoop ve Faber, 1967; Hendrickx, 1971; Eyal-Giladi ve Kochav, 1976; Theller,
1989; Mate et al., 1994; Kimmel et al., 1995; Selwood ve Hickford, 1999; Iwamatsu,
2004). Cunki aynm soydan olan farelerin doliinden elde edilen ya da klonal baliklarin
nesilleri gibi genetik olarak homojen populasyonlar arasinda bile, bireysel soylar
arasinda gelisim hizinda bazi degiskenlikler mevcuttur (Streisinger et al., 1981;
Theiler, 1989; Downs ve Davies, 1993; Kimmel et al., 1995). Bu gibi bir arag,
normal gestasyon uzunlugunda o©nemli degiskenlik, gelisimsel gecikme gibi
Ozellikler sergileyen turler ya da dogadan oOrneklerin sk sik toplandigi ve
fertilizasyon zamammn bilinmedigi durumlarda o©zellikle Onemlidir. Standart
serilerle ilgili olarak morfolojik kriterler ile evrelendirme, gelisimsel degiskenlik ve
gecikme etkilerini asgariye indirir, gebeligin meydana gelis zamamnin bilinmesi
ihtiyacint giderir ve bagimsiz calismalar arasindaki karsilastirmaya yardim eder.
Dahast morfoloji-temelli evrelendirme sistemi farkli yarasa tirlerinin  diger

memeliler ile karsilastiriimasina olanak saglar.

Chiroptera ordosu ureme stratejileri, morfoloji ve fizyolojilerinde ¢ok genis bir
varyasyon gosterir. Farkli ekolojik ve cevresel kosullara uyum saglamak icin
yarasalarda farkli Ureme stratgjileri gelismistir (Neuweiler, 2000). Bu stratgjiler ile
yavrular ve disiler dogumun dogru zamanda meydana gelmesini saglayarak, hayatta
kalmak adina blyutk bir avanta) saglarlar. [liman bolgelerde yaz mevsimi ¢ok kisa
sirdugi icin yavrulama donemi, boceklerin bollugu ile ayni zamanda olur ve gok
kisa bir periyodu kapsar (Racey, 1982). Gecikmis ovulasyon (delayed ovulation) ve
dollenme (fertilization) (Pipistrellus ceylonicus, Racey, 1979), gecikmis



implantasyon (delayed implantation) (Rhinolophus rouxi, Rasweiler, 1993),
embriyonik duraklama (embryonic digpause) (Artibeus jamaicensis, Altringham,
1996) ve sperm depolama, degisen gevre kosullar: ile basa ¢ikmak icin yarasalar
tarafindan kullamlan Ureme stratgjileridir. Bu Ureme stratgjilerini kullanan yarasa
turlerinin cogu Rhinolophid ya da Vespertilionid familyalarina aittir (Racey, 1979).
Bu yarasalarin ¢cogu, hibernasyonun treme dongusii Uzerinde etkili oldugu diinyanin
1liman bolgelerinde bulunur.

Corbet ve Southern (1977) Britanya daki yarasalarda spermatogenez ve
kopulasyonun sirasiyla yaz ve sonbahar aylarinda oldugunu bildirmistir. flaveten disi
ve erkekler spermleri kisin depo ederler ve bazen ilkbaharda ciftlesebilirler. Bu
nedenle ovulasyon ve ddllenme nisan ve mayis aylarinda kaydedilmistir. Y arasalarda
gestasyon periyodu yaklasik olarak 50 gun olsa da, fetal gelisim koti hava
kosullarinda yavaslayabilir ve bu nedenle gestasyon periyodu varyasyon gosterebilir.
Cumming ve Bernard (1997), Christie et al., (2000), Lariviere ve Ferguson (2003)
Paleartik bdlgenin yukseklerinde dagilim gosteren memeli turlerinin ilkbaharda,
iliman bolgedekilerin ise ilkbahardan 6nce dogum yaptigim rapor etmistir. Afrika
daki Pteropodidae, Rhinolophidae ve Vespertilionidae' ye ait tirler ise ekim, kasim
ve aralikta dogum yapmaktadir.

Y arasalarin normal embriyonik gelisimleri ile ilgili veriler oldukga yetersizdir. Allen
(1895) birgok yarasa turinun ileri evredeki embriyolarim inceleyerek, yarasa
embriyolarinin morfolojik deskripsiyonunu ele almustir. Spillmann (1925), iki yarasa
turine ait embriyolarin fotograflarimt sunarak, yarasalarda kanat gelisimini
incelemistir. Schumacher (1932) Vespertilio murinus embriyolarim kullanarak, kanat
gelisimini daha detayli olarak arastirmistir. Hamlett (1935), yarasalarin erken
embriyonik gelisimini Phyllostomidae familyasinda tanimlamistir. Adams (1992),
Myotis lucifugus un gelisim evrelerini gostermis ve postkranial iskelet olusumu
diizeni hakkinda veri saglamistir. Ne yazik ki bu ¢alismalar embriyogenezin sadece
sinirli evrelerini ele almigtir. Son yillarda Cretekos et al., (2005), esaret altinda
yetismis hayvanlardan elde edilen embriyolara dayanarak, Carollia perspicillata
(Phyllostomidae) icin ayrintili bir embriyonik evrelendirme sistemi olusturmustur.



Tokita (2006) ise Pipistrellus abramus un normal embriyonik gelisimini

tammlamustir.

Oldukca fazla tir sayisina sahip olan Memeliler sinifinin morfolojik farkliliginin
evrimi zoologlar igin en ilgi c¢ekici konulardan birini olusturmaktadir. Ergin
hayvanlarin morfolojisi, ontogeni ve gelisim siireci boyunca olusmaktadir. Hayvanlar
arasinda gozlenen morfolojik farkliliklarin, ontogenetik sirecteki degisikliklerin
Urdnd oldugu dusuntlmektedir (Gould, 1977; Raff, 1996; McNamara, 1997; Hall,
1998; Carroll et al., 2004). Hayvanlar arasinda morfolojik farkliliga gelisimdeki
hangi degisikliklerin neden oldugunu saptamak igin, gelisimin 6rnek modellerini
detayl1 bir sekilde karsilastirmak gereklidir.

Embriyonik gelisimde hiicrelerin gogalmasinda, gb¢ etmesinde ve farklilasmasinda
hiicrelerarast madde (Extracellular matrix=ECM) bilesenleri olduk¢a Onemlidir.
Hucreler arast maddenin yapisinda bulunan fibronektin, laminin, entaktin, tenaskin
gibi glikoprotein yapisindaki bu bilesikler, organ gelisiminde etkili rol
oynamaktadirlar. Bu nedenle embriyonik gelisimin farkli evrelerinde bu bilesenlerin
dagilimi da farklilik gosterebilmektedir. Bu bilesenlerin dagilimimnin biliniyor olmasi,

organ gelisiminin anlasilmasi agisindan son derece 6nemlidir.

Gelisim sliresince embriyonik hticreler, hiicre-hiicre ve hiicre-matriks etkilesiminin
gittikce karmasiklasan bir sistemini olusturarak kaynasmaya baslarlar. Hicreler ve
hicrelerarass madde arasindaki etkilesimler, erken embriyoda hticre goégl, organ
olusumu sliresince morfogenez, hicrelerin gelisme ve farklilasma programlarini
ayarlamay1 iceren pek cok onemli gelisim siirecini diizenlemede is goren bir bilgi
akisini baglatir. Farkli dokulardaki hicreler bolgeye 6zgu ve evreye bagli olan segici
ilgiler sergilerler. Hicre baglantilarinin diizenli yapimi ve kopmasi morfogenezin
Onemli bir pargasidir. Morfogenezde 6nemli diizenleyici rol oynayan farkli molekil
siniflar, hiicrelerarast madde molekdlleri, hiicre adhezyon molekdlleri, hticre yuzeyi

proteoglikanlar: ve integrinlerdir (Kramer et al., 1988)



Bazal membran: iceren ECM, hicreler ile etkilesir ve gbg, adhezyon, cogalma,
farklilasma ve morfogenez gibi hiicresel fonksiyonlar: diizenler (Hay, 1991; Adams
ve Watt, 1993; Chung, 1993, 1995; DeSimone, 1994; Timpl ve Brown, 1994,
Roskelley et al., 1995). ECM’ nin hiicresel fonksiyonlar1 icin integrin gibi oldukc¢a
farkli hicresel reseptorler aracilik ederler (Hynes, 1992; Haas ve Plow, 1994).
Hucrelerin bir yerden diger bir yere nispeten uzun mesafeler kat ederek hareket ettigi
hiicre gocti hayvan morfogenezindeki 6nemli bir olaydir. Pek ¢ok morfogenetik
olayda bir epitelin pargast olmaya baslayan hicreler, yakinlarindaki komsu
hicrelerden ayrilarak bireysel olarak goc ederler. Deniz kestanelerinde mezensim
hicreleri vejetal plaktan ayrilir ve gastrulasyon siresince igeriye go¢ eder. Daha
yuksek omurgalilarda ise gastrulasyon siresince, bireysel olarak hicreler komsu
hicrelerden ayrilarak epitelial epiblast tabakasindan go¢ ederler, mezensimal
hiicreler halini alirlar, primitif gizgi boyunca ice dogru yol alirlar, somit ve lateral
mezoderm plag: gibi epiteli olusturmak Uizere birlesmeden dnce bireysel olarak goc
ederler (Vakaet, 1970; Vakaet ve Bortier, 1995). Gelisim sireci olarak, dermis, kas
ve sklerotomu olusturmak Uzere bu epitelin yeniden sekillenmesi, embriyodaki kesin
pozisyonlarin kazanmadan 6nce hiicrelerin lokal olarak goglnu kapsar.

Hucrelerarass maddenin (ECM), morfogenetik hareketlerin bircok tipinde, rehber
hicrelere yardim ettigi bilinir. Hicre dist matriksin fibrilleri, belirli yollar boyunca
go¢ eden hticreleri yonlendiren hatlar olarak islev gorebilir. Farkli fibronektinleri
iceren hicre dis1 glikoproteinlerin birkag gesidi, sirtinen hiicre icin tutunma yeri
saglayarak hiicrenin hareket etmesine yardim eder. Hcrelerarasi maddede bulunan
diger maddeler, belirli yonlerdeki gocleri engelleyerek, hicrelerin dogru yolda
ilerlemesini saglar. Boylece, onlarin salgiladiklari maddelere bagli olarak, go¢ yollar
boyunca yerlesmis olan go¢ etmeyen hicreler, diger hicrelerin  hareketini
engelleyebilir ya da tesvik edebilir. Go¢ eden hiicreler embriyoda, 6zgin bir yol
boyunca hareket ettigi zaman onlarin ytzeylerindeki reseptor proteinler, mevcut
ortamdan gelen yonelmeyle ilgili ipuclarim toparlar. Reseptorlerden gelen isaretler,
hiicreyi uygun yonde sevk etmek icin hicre iskelet elemanlarim idare eder
(Heideman, 1993; Clark ve Brugge, 1995).



Hucrelerarast maddenin embriyonik hiicre gogundeki roline iliskin iyi bir 6rnek,
amfibi gastrulasyonu sirasinda mezoderm htcrelerinin - fibronektin - boyunca
hareketidir. Fibronektin fibril ag1 gastrulasyon basladiginda blastosdl tavaninda
gelisir (Nakatsuji ve Johnson, 1983; Komazaki, 1988; Johnson et al., 1990; Darribere
et al., 1990). Bu fibronektin matriksi gastrulasyon siiresince mezoderm gocunu
destekler (Boucaut et al., 1984ab; Darribere et al., 1988). Fibronektin fibrilleri,
blastosdlin catisini astarlar ve mezoderm embriyonun igine dogru hareket ettiginde,
mezoderm tabakasinin serbest kenarindaki hiicreler, fibriller boyunca goc ederler.
Arastirmacilar, Ornegin, embriyolara fibronektine karst olan antikorlar enjekte
ederek, bu hicrelerin fibrine baglanma yetenegini bozabilir. Boyle bir olay,
mezodermin igeriye dogru hareketini engelleyebilir (Boucaut et al., 1984b).

Myotis myotis insektivor bir turdir. Seksiel olgunluga dogumdan 1 yil sonra ulagir
ve her yaz sadece bir yavru dogurur. Esaret atinda calisilmast ¢ok zor canlilar
olmalar1 dolayisiyla bu tarin gelisimi hakkinda bilinenler oldukc¢a simirlidir.
Planlanan bu calisma cercevesinde Kirklareli/Koyunbaba Magarasinda yasayan
Myotis myotis tirt disilerinden elde edilen embriyolarda embriyonik gelisim evreleri
belirlenmistir. Bununla birlikte embriyonik donemde organ gelisimleri ve bu
gelisime etki eden hiicrelerarasi madde bilesenlerinden bazilarinin dagilimi da tespit
edilmistir.

Bu calismada hticrelerarasi madde bilesenlerinden laminin ve fibronektin secilmistir.
Laminin G¢ polipeptid molekulinden olusmustur. Esas olarak bazal laminada
bulunur. Hiicre zarinda integrin reseptorine baglamir. Bu reseptor araciligiyla hiicre-
hiicre ve hucre-matriks etkilesimini saglayarak morfogenezde 6nemli rol oynar.
Fibronektin ise bag dokusunda, epitelin altindaki bazal laminada ve ¢ogu hticrenin
yuzeylerinde bulunan glikoproteinlerle yapisal iligkili  bir gruptur. Dokuda
fibroblastlarin ve diger hiicre gesitlerinin substratlarina yapismalarinda gorev alir.

Hucrelerarast madde bilesenleri gelisimde dnemli rol oynamaktadir. Bu galismada
immunohistokimyasal olarak boyanmis kesitler 151k mikroskobunda incelenerek
hicrelerarass madde bilesenlerinden laminin ve fibronektinin belli evrelerdeki

embriyolardaki dagilimi tespit edilmis ve evrelere gore karsilastirma yapil mistir.



II-KURAMSAL TEMELLER

A-EKSTRASELLULER MATRIKSIN (ECM) YAPIS|

Ekstaselliler matriks (ECM) c¢ok hucreli hayvansal organizmalarin dnemli bir
kismini olusturur. Kan disinda ECM’ nin bulunmadhig: bir doku yoktur. Bag dokuda
matriks oldukga fazla iken, belirlenebilmesi igin bazen 6zel tekniklerin gerektigi
diger dokulardaki hacmi ise daha azdir. Matriks molekilleri hicreler tarafindan
uretilir ve yine hucreler tarafindan miktar1 azaltilir. ECM’ nin ya da ECM
bilesenlerinden bazilarinin depo edilmesinden sonra, ECM ile iliskili htcrelerin gok
sayidaki fonksiyonu etkilenir. Hucre-matriks etkilesimi genel olarak hicre
membraninda bulunan bir reseptor araciligr ile gergeklesir. ECM hicrelerin
metabolizma, gelisme, farkhilasma, go¢ ve adhesyonunu, hicre iskeleti
organizasyonu ve hticre seklini, doku organizasyonunu kontrol edebilir. Deneysel
veriler ECM’ nin transmembran proteinleri ve hiicre iskeleti bilesenleri araciligi ile
gen ekspresyonu uzerinde etkili oldugunu gostermistir. (Bissell et al., 1982).

Ekstrasalltler matriks (ECM) stromal hiicreleri gevreleyen yapisal bir makromolekdil
ag1 olarak tammlanir ve endotelial - epitelial hiicrelerin tabamnda yer alir  (Hay,
1991). ECM dort makromolektl grubundan olusur: kollgjenler, elastin, yapisal
glikoproteinler ve proteoglikanlar. Gulnimizde ECM’ nin pek ¢ok biyolojik
olusumun dinamik bir diizenleyicisi oldugu kabul edilmistir (Kleinman et al., 1987;
Grant et al., 1989; Timpl, 1989; Schuger et al., 1990; Y anagishata, 1993; Ashkenas
et al., 1996).

Bazal membranlar epitel hiucreleri ve komsu ECM arasinda bulunur, birgok
mezensimal hicreyi cevreler (6rn; lipositler iskelet, diz ve kalp kasi hticreleri),
epitelial ve endotelial hiucreleri (6rn; glomerulus ve alveollerde) ayirir (Martinez-
Hernandez ve Amenta, 1983; Timpl ve Dziadek, 1986; Timpl, 1989; Ronrbach ve
Timpl, 1993; Timpl ve Brown, 1996). Epitelial hiicreler surekli bir bazal membran
ile kusatilmistir. Karacigerdeki sintizoidler, dalak, lenf noddlleri ve kemik iligi klasik



bir bazal membrandan yoksun olsa da, bazal membramn bazi bilesenleri komsu

interstisyumda mevcuttur.

Farkli doku ve organlardaki ECM, aym grup makromolekillerden, sik sik aynm 6zel
bilesenlerden olusur. Bu bilesenlerin  6zel konsantrasyonlari, oranlari ve
birliktelikleri, doku homeostazi, farklilasmasi ve onarimi gibi fonksiyonlar

desteklemek icin ECM’ yi en uygun sekilde olusturur.

1- Kollajen

Kollajen, ECM ve bag dokudaki temel fibroz yapidaki proteindir ve kikirdagin temel
bilesenidir. Kollajen hayvanlar alemindeki en fazla miktarda bulunan proteindir. En
az 16 kollaien tipi vardir, ancak vicuttaki kollajenin % 80-90' 1 tip I, I, I
kollajenden olusmustur. Tip IV kollajen ECM’ nin bazal laminasindaki temel
bilesendir. Kollgjen lifleri, proteoglikanlardan orilmis ag yapisi i¢ine gomulms
haldedir. Kollajen fibrillerinin en 6nemli 6zelligi gerilme ve gekilmelere karsi gok
dayanikli olmasidir. Deri kemik, tendon, kikirdak ve diger bag dokularda destek ve
korumaicin cok miktarda bulunur (Burgeson, 1987; Prockop, 1998).

2-Elastin

Kollgjen gibi glisin ve prolince zengin bir proteindir. Ancak, kollajenden farkl
olarak gok daha az hidroksiproline sahipken, hi¢ hidroksilizini yoktur. Ayrica, elastin
molekullerini  kovalent bagla birbirine baglayan desmozin ve izodesmozin
aminoasitleri bulunur. Elastin, bag dokusunun diger elemanlarini pargalayabilen
zayif asit ve alkali ¢ozeltilere ve kaynamaya kars: dayaniklidir.

3- Proteoglikanlar

Proteoglikanlar, ECM’ nin oldukga buyuk molekulleridir. Proteoglikanlar merkezi
bir protein ve buna kovalent bagla baglanan silfatli glikozaminoglikanlardan (GAG)
(kondroitin sllfat, dermatan stlfat, keratan sllfat, heparan stlfat, heparin) olusur
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(Santos et al., 2005) (Sekil 2.1). GAG’ lardan sadece hiyaluronik asit merkezi
protein molekiltine baglanmadan serbest halde bulunur. GAG’ lar tekrarli disakkarit
birimlerinden olusan uzun polisakkarit zincirleridir. GAG’ lar sekerlerin gcogunda
bulunan siilfat ve karboksil gruplari nedeniyle negatif elektrik yukludir. Bu negatif
yuk, suya yuksek ilgi olusturarak jel seklinde bir zemin maddesinin olusmasina yol

acar.

Kondroitin stilfat e

Keratan stilfat

Baglanmaproteini ——————

Hyaluronik asgt ————=

Baglanmaproteini — =

Hyaluronik agt ———=

Cekirdek proteini 4|_~ '

Sekil 2.1: Bir proteoglikan molekilinin sematik yapisi. Cekirdek proteini ve ¢ok sayida
karbonhidrat baglanma zincirlerine sahip proteoglikan monomerleri bir baglanma
proteininin yardimi ile hyaluronik asitin merkezi bir flamentine baglamr

GAG molekulleri proteoglikanlarin tamamlayici bilesenleridir. Tipleri ve 6zellikleri
dokudan dokuya farklilik gostermektedir. Tekrarlayan disakkarit birimleri igermekte
olan GAG' lar, ECM’ nin farkli tiplerinin fiziksel ve mekaniksel oOzelliklerini
korumada 6nemli bir rol oynayan su molekillerine baglanmaktadirlar (Carlson,
1996) (Cizelge 2.1). Proteoglikanlarin biyolojik fonksiyonlar: yapisal olarak baskin
olan GAG zincirlerinden kaynaklanir (Jeong et. al., 2001). Cok hucreli
organizmalarda bu molekdllerin hiicre yilzeyinde, ekstraselliler matrikste veya



11

intrasellUler grandller iginde yer almalari, ¢ok c¢esitli biyolojik rollerinin oldugunu
gogerir. Hicre proliferasyonu, hicre gocu, hicre-matriks etkilesimi, dokularin
onarilmast GAG’ larin 6nemli fonksiyonlarindandir (Suzuki, 1991). GAG' lar bir
yandan doku, hticre ve fibroz komponentlerinin kararliligint saglarken, bir yandan da
vicudun su ve tuz dengesini saglarlar. Pek ¢cok membran proteininin hicre dist
boliminin  yapisal bilesigidirler, mikoz sekresyonlari ve sinovial sivinin

kayganligin: saglarlar.

Cizelge 2.1: Yaygin GAG’ lar ve tekrarlayan disakkarit altbirimleri

GAG TEKRARLAYAN ALTBIRIMLERI
Hiyaluronik asit D- glukronik asit + N- asetil glukozamin
Dermatan stlfat L- iduronik asit (ya da glukronik asit)

Kondroitin 4 ya da 6 siilfat D- glukronik asit + N- asetil glukozamin 4 ya da 6

silfat
Keratan siilfat Galaktoz + N- asetil glukozamin stlfat
Heparan silfat D- glukronik asit + iduronik asit + N- asetil

glukozamin + glukozamin

Heparin stilfat glukronik asit + glukozamin stilfat

Proteoglikan molektlleri ECM’ nin farkli kissmlarinda yer alir. Bir grup hicre
yuzeyinde bulunur. En bilinen drnekler heparan suilfat/kondroitin silfat proteoglikan
grubudur. Bu proteoglikanlar integral membran proteinlerine ya da hcre
membranina baglanirlar. GAG zincirlerini fibronektin gibi matriks proteinlerinin
GAG baglanma bolgelerine baglayarak hiicre baglanmasim gerceklestirirler. Diger
proteoglikan sinifi kollajene baglamir. En tipik 6rnekler merkezi proteinleri Gzerinde
kollggen baglanma bolgeleri  iceren dermatan  silfat/kondroitin - silfat
proteoglikanlaridir. Proteoglikanlarin hiicre farklilasmasi ve morfogenez gibi pek ¢ok
biyolojik olusumlailiskili oldugu gosterilmistir (Edelman, 1988; Takeichi, 1988).
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4- Y apisal Glikoproteinler

Bu sinifin Gyeleri heterojen blyuklik, yapr ve doku dagilimi géstermelerine karsin,
bu matriks makromolekilleri birgok ortak o©zelik gosterirler. Birincisi, primer
yapilar, yapisal ve fonksiyonel multidomain proteinler olduklarini gosterir. Ikincisi,
hiicreler ve diger matriks bilesenleri igin bagimsiz baglanma bblgelerine sahiptirler.
Arg-Gly-Asp (RGD), integrin ailesindeki hiicre yuzey reseptorleri araciligr ile,
yapisal glikoproteinler ve bazi kollajenler ile hicreler arasinda spesifik etkilesimi
saglayan major hiicre tamma dizisidir. Son olarak, yapisal proteinlerin pek ¢ogu
cesitli alt Ginitelerden olusur. Onemli yapisal glikoproteinler, dokulardaki dagilimlar
ve fonksiyonlar1 Cizelge 2.2'de Ozetlenmistir (Martinez-Hernandez ve Amenta,
1983; Ruoslahti, 1988; Erickson ve Bourdon, 1989; Mosher, 1989; Mosher, 1990;
Yamada, 1991; Chiquet, 1992; Paulsson, 1992; Engel, 1993; Erickson, 1993;
Heinegardi ve Oldberg, 1993; Paolella et al., 1993; Timpl ve Aumailley, 1993; Von
der Mark ve Goodman, 1993; Tryggvason,1993).



Cizelge 2.2: Yapisal glikoproteinler, dokulardaki dagilimlar: ve fonksiyonlar:
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Protein

Konum Fonksiyon
Fibronektin Plazma (hepatositler Hucre baglanmasi; kollajen tip
tarafindan Uretilir); hiicresel | I velll, heparin ve fibrine
fibronektin fiboblastlar, baglanir; hticre farklilasmasi,
epithelial ve endotelial erken gelisim olaylar: ve yara
hiicreler, kondrositler, iyilesmesi; kanin pihtilasmast;
mokrofajlar ve kan hiicre iskeleti organizasyonu
pulcuklar: tarafindan yapilir
Laminin Bazal membranlar Tip IV kollajen, entaktin ve
heparan slilfat proteoglikan ile
etkilesim; ECM’ ye hiicre
baglanmasi; gelisim ve hiicre
farklilasmasi; yaraiyilesmesi,
anjiyogenez ve sinir iyilesmesi
Entaktin Bazal membranlar Laminin, tip IV kollajen ve
(Nidojen) fibronektine baglamr; RGD
sequensi ve EGF- benzeri
alanlar icerir
Tenaskin Embriyonik gelisim, tumor | Fibronektin, heparin ve

veyaraiyilesmesi sirasinda
kisa siireli ekspresyon; deri,
kemik, kikirdak, tendon,
eriskin beyninde bulunur

kondroitin silfat etkilesimi;
EGF ve fibrinojen-benzeri
alanlar; integrin spesifik hiicre
baglanma alanlari igerir

Trombospondin

Kan pulcuklar a-grantlleri;
endotelial, glial, diz kas ve
kemik htcreleri tarafindan
uretilir; fibroblastlar,
monositler, makrofajlar, tip
Il pndmositler ve
keratinositler

Hucre baglanmasi; kan
pulcuklar: agregasyonu, diz
kas hticrelerinin proliferasyon
ve migrasyonu; trombin,
fibrinojen, fibronektin, laminin
icin baglanma bolgeleri

Osteonektin Kemik, bazal membranve | Kollgjentipl, Il veV,
morfogenezdeki dokular; kalsiyum, trombospondin ve
endotelial ve diiz kas hiicrelere baglanr;
hicreleri, fibroblastlar ve
osteoblastlar tarafindan
uretilir;

Vitronektin Karaciger, kan pulcuklar ve | Fibroblast ve endotelial
makrofajlarda bulunur; hicrelerin RGD- aracili

baglanmasi; elastik fibrillerle
iligki

Baglayic Kikirdak Aggrecan ve hyaluronata

protein baglanir, etkilesimlerini

dengede tutar

Fibrillin Deri, aort, akciger, kas, Elastik fibrillerin mikrofibrillar

kornea, plasenta

kisimlarinin bileseni
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a-Laminin

Laminin ilk olarak EHS (Engelbreth-Holm-Swarm) timorinden elde edilmistir.
Laminin o, B ve y olarak adlandirilan Gg¢ zincirin birbirleri ile sarmal bir yap:
olusturmas: sonucunda ¢ kisa ve bir uzun kol olarak molekiler yapisi olusur (Timpl
et al., 1979). Bu ¢ zincir birbirleri ile disllfit baglar1 ile baglidir. Son yillarda
lamininin bu U¢ zincirinin farkl tipleri ortaya ¢ikarilmis ve boylece lamininin farkl
formasyonlarinin oldugu belirtilmistir. Bazal laminanin diger bilesenleri olan tip 1V
kollajen, heparin, heparan silfat ve entaktin igin baglanma bdlgeleri igerir (Sekil
2.2). Laminin bazal membran yapisi igin oldukga 6nemlidir. Tip IV kollgen,
entaktin/nidojen ve heparan sllfat proteoglikanlar: ile bir ag olusumu saglar
(Yurchenco ve Schnittny, 1990). Bazal laminamin olusumunda tip 1V kollgjen ve
laminin, nidojen ve perlekan araciligi ile indirekt olarak birbirine baglanr
(Aumailley et al., 1989). Son yillarda yapilan calismalar gostermistir ki, laminin
olmadan bazal membran formasyonu gergeklesememektedir (Smyth et al., 1999).

a

Kollajen

baglanmasi Entaktin

Hicre baglanmas:

baglanmast

Hicre
baglanmasi

Proteoglikan
baglanmasi

Sekil 2.2: Laminin molekllinin sistematik sekli. a, B ve y zincirleri ve farkli baglanma
bolgel eri
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Gelisim sirasinda hiicreler substrata baglanirlar, bir yon modelinde gbc ederler,
sekilleri degisir, doku ve organlart olusturmak igin bir araya gelirler ve spesifik
genetik programlar: ifade ederler. Bu aktivitelerde lamininin rolU igin kanitlar
Onemlidir fakat mekanizmalar tam olarak anlasilamamistir. ECM proteinlerinden
laminin embriyonal gelisimin erken devrelerinde cogu zaman gorilmez; ancak daha
sonra bazal membranda ortaya cikar (Zagris ve Stavridis, 1995). Laminin
polipeptidlerinin 2, 4, 8 ve 16 hicreli morulamin kompakt ve kompakt olmayan
asamalarinda gozlenmesi, embriyogenezin erken donemlerinde hicre gocy,
adhezyonu ve farklilasmasi gibi olaylara katildig1 ve bu molekilin hticre biylumesi
ile hiicre iskeletinin organizasyonunda da rol aldigim gostermektedir (Zagris ve
Stavridis, 1995). Lamininin bu fonksiyonlarini, Gzerinde bulunan belli bolgelere
hiicre yuzey reseptorlerinin ve diger ECM molekillerinin  baglanmasiyla
gerceklestirdigi  samilmaktadir. Implantasyon doneminde blastosist  iizerinde
morfolojik olarak saptanabilen tim membranlarda laminin bulunmast bu kamyi
guclendirmistir (Albert, 1995; Zagris ve Stavridis, 1995).

Lamininin kanitlanan ilk biyolojik aktiviteleri kollajen substratlarina baglanmay:
arttirmast ve neurite (n6ron uzantilar)) uzamasin tesvik etmesidir (Kleinman et al.,
1985). Bu goOzlemler lamininin gelisimdeki rolinin ve etki mekanizmasinin
arastirilmasinda yol gostermektedir. Lamininin  gen  ekspresyonu erken
embriyogenezde diizenlenir. Fare oositinde lamininin 1 zinciri belirlenebilir. Dort
hiicreli evrede beta-1 ve gama-1 zincirleri mevcuttur. Sekiz hticreli embriyoda ise 3
zincirin tamam koordineli olarak sentezlenir (Cooper ve MacQueen, 1983).
Implantasyondan sonra laminin, morfolojik olarak belirgin  bitin  bazal
membranlarda lokalize olmustur.

Lamininin morfogenez ve doku gelisimine katilim fare, Drosophila, pili¢ ve
amfibilerde arastirilmistir. Farede bdbrek, beyin ve daha az derecede gozler, gelisim
icin birer modeldirler. Laminin fonksiyonu igin temel kantlar, morfolojik
degisiklikler ile laminin alt Gnitelerinin ve tastyict RNA’ larimin ortaya gikmasidir.
Fare embriyosu bobreginde ve in vitro transfer model sisteminde laminin dagilim,
erken evredeki tibll formasyonu ile zamansal ve uzaysal bir iliski gostermistir
(Ekblom et al., 1980; Klein et al., 1988; Laurie et al., 1989; Ekblom et al., 1990).
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PretUbuler kiime olusumu alanlarinda laminin kiguk zerreler olarak gordlur ve sonra
tibiler bazal membrana entegre olur. in vitro transfer model sisteminde laminin
morfogenezden 6nce ortaya ¢ikar. Bu sonuglar lamininin ttibl formasyonunun erken
evrelerinde uyarilmis hicrelerin bir arada toplanmasiyla iliskili oldugunu gosterir.
Laminin ayrica lens ve gbz morfogenezinde 6nemli rol oynar (Dong ve Chung,
1991).

Hucre matriks etkilesimleri gelisim ve morfogenez siresince goérilen 6nemli
olaylardir. Laminin bu etkilesimlerde 6nemli bir rol alan 6nemli bir bazal membran
bilesenidir. Gelisim slresince en erken donemde, 2-hicreli evrede gorilen
ekstraselltler matriks proteinidir. Bu da morfogenezde 6zellikle bazal laminada ¢ok
Onemli bir role sahip oldugunu gosterir (Wu et al., 1983; Richoux et al., 1989).

b- Fibronektin

Ik kez 1948 yilinda, Cohn soguk etanol-ayristirma islemi ile hazirlanan fibrinoje' nin
bir bulas1 olarak tammlanan fibronektinin daha sonra 1984'de essiz bir plazma
proteini (cold-insoluble globulin) oldugu anlasilmistir (Morrison et al., 1948). 1970’
lerde bir dizi arastirict bazi hiicre ylzeylerinde blyutk yuzey glikoproteinlerinin
bulundugunu bildirmistir. Daha sonra bu plazma globulini ile hicre yuzeyi
glikoproteinleri arasindaki benzerlik ortaya ¢ikarilmistir. Bu proteine fibroz yapisi ve
yapiskan benzeri 6zellikleri nedeniyle, Latince fibra (lif) ve nectere (baglamak)
kelimelerinden turetilen fibronektin adi verilmistir (Keski-Ojal et al., 1976).

Fibronektinin iki major formu vardir. Birincisi plazma, beyin omurilik sivis,
sinoviyal sivi, amniyotik sivi, seminal sivi ve tukrik gibi vicut sivilarinda, ¢ozuntr
sekilde bulunan dimerik formudur (plazma fibronektin-pFn). Digeri ise hicre
yuzeylerinde ve hiicre disit matrikste genellikle fibriller tarzda ¢ozinmez dimerik
veya capraz bagli multimerik form (hticresel fibronektin-cFn)' dur. Fibronektin
vicutta endotel hucreleri, hepatositler, fibroblastlar, trombositler ve makrofajlar gibi
cesitli hucrelerde, ekstraselltler sivida, bag dokusunda, bazal membranda bulunur.
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Fibronektin hicre-hiicre adezyonu, yayilmasi ve migrasyonu, doku gelisimi ve
farklilasmasi, kan pihtilasma stabilizasyonu ve yara iyilesmesini kapsayan farkl
biyolojik fonksiyonlarda gorev alir (Carsons, 1989; Mosher, 1989; Hynes, 1990;
Yamada ve Clark, 1996). 600A° uzunlugunda, 25A° genisliginde olup, molekil
agirligr 440-550 kD olan fibronektin, 200-250 kD molekul agirlikli iki alt Gniteden
olusur. Bu iki alt Unite C- terminal ugta bir ¢ift distlfit bag: ile baghdir (An et al.,
1992; Kar et al., 1993). Birgok makromolekiille ve hicre yuzeyiyle etkilesmesini
saglayan 5 veya 6 yapisal alanlari vardir. Bunlar proteazlara karsi direnglidirler.
Fibronektini olusturan iki alt Uniteyi birlestiren distlfit bag ¢ifti, her bir alt Gnitenin
karboksi terminal ucglarimin yakininda yer alir. Her bir alt dnite yaklasik 2500
aminoasit kalintisi ve % 5-12 karbonhidrat icerir. Her bir alt tnite katlanabilir
aminoasit zincirlerinden olusan tekrarlayan Gg tip Gnite igerir: tip I, tip Il, tip 111
modulleri. Bu Ug tip tekrarlayan sira, fibronektinin aminoasit dizisinin %90'dan
fazlasin olusturur. Aminoasit, mMRNA, DNA genomu analizleri, proteinin 45, 60, 90
aminoasit uzunlugundaki homolog siralardan olustugunu gostermistir (Petersen et
al., 1983). |.tip tekrarlayan sira, 45 aminoasitten olusur ve iki distlfit bag: icerir. 60
aminoasitten olusan I1. tip tekrarlayan sirada iki distilfit bag: icerir. Molekaltin geriye
kalan orta bdlgesi 90 aminoasit iceren ve disllfit bagi tasimayan 111. tip tekrarlayan
siradan olusur. Amino terminal bolgedeki 9 tip | modult, 2 tip 11 Unitesi ile kesintiye
ugrar (Sekil 2.3). Ayrica, 3 adet tip | modulli karboksi terminalde yer alir. Yani
molekdlin amino ve karboksil uc¢ bdlgeleri 1. tip tekrarlayan siralardan olusur.
Molekulin orta kismu degisik sayida tip 111 tekrarlart (15-17) ve degisik baglanti
bolgelerinden olusur (Hynes, 1985). Tip Ill tekrarlayan siramin uzunlugu diger
tekrarlarin iki kati1 uzunlugundadir. Bu bolgede iki serbest silfidril grubu
bulunmaktadir. Belirli kosullarda, bu stlfidril gruplarimin oksidasyonu ile yiksek
molekul agirlikli fibronektin multimerleri olusur. Her bir tekrarlayan alt tniteyi
olusturan aminoasit zincirleri yaklasik 15 kez tekrarlanir. Bu islemin fizyolojik
onemi anlasilamamustir. 111, tip tekrarlayan sira Uzerinde; asparajin, glisin ve
argininden olusan temel hiicre baglayici bolge bulunmaktadir. Fibronektini olusturan
her bir Gnite; kollojen, heparin, fibrin, ganglizoid gibi molekuller ve hicreler igin
baglanma bolgeleri icerir. Fibronektinin  GUzerindeki  karbohidrat  Uniteleri
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fibronektinin biyolojik aktivasyonu igin temel olusturmaz, fakat proteolize karsi

direnci arttirmaktadir.

Sekil 2.3: Fibronektinin alan yapisi. FN dimeri karboksi ucta zincirleraras: distilfit bagi (SS)
ile olusur. Her bir alt Gnite tektarlayan tip | (dikdértgen), tip 11 (koyu gri oval) ve
tip 11 (agik gri yuvarlak) modullerinden olusur

Fibronektinin bir ytzey Gzerinde bulundugunda, kollar1 yaklasik 70° birbirinden
ayrilir. Sivi fazda kollar ice dogru katlanarak daha globuler bir yap: kazanir. Molekul
Uzerinde, tripsin ve kimotripsin enzimlerine duyarli olan bolgeler bulunmaktadir.
Fibronektin hiicre adezyonuna aracilik edebilen en az alti bolgeye sahiptir. Bunlar
merkezi hiicre baglanma bolgesinde, alternatif olarak eklenmis 11ICS (htcre
baglayan non-RGD) baglant: bolgesi ve heparin baglayan bolgede lokalizedir. ilging
olarak bunlar genel baglant1 bolgeleri degildir ve 6zel hicreleri tercih ederler.
Ornegin UICS bolgesi lenfosit ve noral krest hiicrelerinin baglanmasina aracilik
ederken, fibroblastlar1 baglamaz. Yaralanmis dokularda lenfosit ve embriyonik
hiicrelerin adezyonunu fibroblastlardan daha iyi artirir. 1. tip tekrarlayan siraya fibrin,
I1. tip tekrarlayan siraya kollojen baglanmaktadir. 111. tip tekrarlayan sira Gzerindeki
EDII ve EDI pargalarimin islevleri bilinmemekte ve bunlar sadece cFn'de
bulunmaktadir. Fibronektin molekultnin hiicreye yapisma aktivitesinden, 111. tip
tekrarlayan sira Uzerinde bulunan RGDS (Arg-Gly-Asp-Ser) aminoasit dizisinin
sorumlu oldugu anlasilmistir (Pierschbacher et al., 1981; Ruoslahti ve Pierschbacher,
1987). Bununla birlikte serin aminoasit artiginin hiicre yapismasinda daha az rol
oynamasi nedeniyle RGD dizisi aktif bdlge olarak kabul edilmistir. RGD dizisi
fibronektin molekll Gzerindeki 111. tip tekrarlayan siranin karboksil uca yakin olan
kisminda bulur. RGD tripeptidi, hicre yapismasinda is goren vitronektin,
osteopontin, kollojen tip I, trombospondin, ve fibrinojen gibi bir¢cok hiicre disi
matriks molekiltinde de bulunmaktadir. Kompleman aracili makrofg) fogositozunda,
fibronektinin RGD parcasinin gerekli ancak yeterli uyarim saglamadigi; oysa tam
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fibronektinin molekdlinin fagositoz islemini daha fazla artirdigi gosterilmistir.
Fibronektinin organizmada yirmiden fazla izoformu tammlanmis bulunmaktadir
(Hynes ve Yamada, 1982; Kornblihtt et al., 1996).

Fibronektin embriyogenezis, onkojenik transformasyon, hiicre adezyonu, yara
iyilesmesi, doku tamiri, trombosit fonksiyonlari, hiicre migrasyonunda 6nemli roller
oynar (Hynes ve Yamada, 1982; Zetter ve Brightman, 1990; Kornblihtt et al., 1996).
Ayrica fibronektin, opsonin ve kemotaktik ajan olarak yangida da rol alabilir. En iyi
bilinen opsoninler immunoglobulin G (IgG) ve komplemanin C3b bileseni iken son
yillarda bunlara glikoprotein yapisinda ve adesiv 6zelligi olan fibronektin de
eklenmistir (Doran et al., 1980; Marquette, et al., 1981).

Fibronektin, hepatositler, makrofajlar, trombositler, fibroblastlar, amniyotik hicreler,
endotel hiicreleri, melanositler, mast hiicreleri, schwann hticreleri, sinoviyal hiicreler
ve kondrositler gibi birgok hticre tipi tarafindan sentezlenip salgilanmakla birlikte,
dolasimdaki fibronektinin blyldk bir kismu hepatositler tarafindan olusturulur.
Fibroblastlarin toplam hiicresel proteinlerinin %1-3'Und, endotel hicrelerinin protein
Uretimlerinin %15'ini fibronektin olusturur. Monosit kilttrlerinde, hicreler olgun
makrofa] haline donustiginde fibronektin salinmmimt 25 kat artirmaktadir. Alveolar
makrofajlarin, fibronektinin daha az bulundugu bir bdlgede bulunmalar1 nedeniyle,
fibronektini kendilerinin sentezleyebilmesi 0Ozellikle dnemlidir. Notrofillerin ise
fibronektini myeloid farklilasmanin erken donemlerinde sentezleyerek depoladiklar:
bildirilmistir. Fibronektin kltdr hiicrelerinin adhezyonunu tesvik eder (Hynes et al.,
1982). Embriyogenezde doku organizasyonunu etkiler (Armstrong ve Armstrong,
1990). Kapiler endotel hiicrelerinde gosterildigi gibi gelisimi diizenleyici fonksiyonu
vardir (Ingber, 1990). Sican miyokardiumundaki mezensimal hicreleri tarafindan
uretilen fibronektin, embriyogenezde duizenleyici role sahiptir. Eriskin organlarinda
da doku yapisinin korunmasin saglar (Ahamuda et al., 1981).

Plazma fibronektini 24-72 saatlik bir yar1 0mre sahiptir. Dolasimi terk eden
fibronektinin  tUminin ne oldugu tam olarak bilinmemesine karsin, ¢OzUndr

fibronektinin 6nemli bir kismi hticre dist matriks elemanlarina baglanmaktadir.
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Embriyonik hiicre gocu icin 6nemli bir substrat olmasi nedeniyle fibronektin,
baglandig: fibronektin reseptoriine sadece hiicrenin dis yizeyi Uzerinde baglanmayip,
ayni zamanda hiicrenin i¢ kisminda da hiicre iskeleti proteinlerine baglanmaktadir.
Hucre iskeleti proteinleri, 6zellikle aktin mikroflamentleri hiicre gogu icin temeldir.
Y apilan galismalar, hiicre goglinde hiicre iskeletini olusturan aktin mikroflament ve
ECM arasinda fibronektin reseptor kompleksi ile fiziksel bir baglant: kurulmasiyla
gerceklestigini gostermektedir (Chen et al., 1986).

Fibronektin reseptort hicrenin i¢ yizeyinde aktin mikroflamentlerine baglanirken,
hiicrenin dis ylzeyi tzerinde ECM’ deki fibronektine baglanmaktadir. Hem hticre ici
hem de hicre disinda fonksiyon gostermesi nedeniyle reseptor proteinlerinin bu
blyuk ailesine integrin adh verilmistir (Gilbert, 1988).
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I11- MATERYAL VE YONTEM

A- MATERYAL

1- Calisma Alam

Calisma alam olarak Kirklareli/Koyunbaba Magaras: segilmistir.  Koyunbaba
Magarasi, uzunlugu 532 m olan yatay olarak gelismis, kaynak konumlu, fosil bir
magaradir. Koordinatlart K 410 441 54, D 270 071 27 ve deniz seviyesinden
yuksekligi 155 m olarak kaydedilmistir. Bu magara Kirklareli'nin 15 km
guneybatisinda bulunan Koyunbaba Koyu' niin 3 km kuzeyinde, Kayal1 Baraji’ ndan
gelen Teke Deresi’ nin sag yamacinda yer alir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1: Koyunbaba Magarasimn Trakya Bolgesindeki konumunu gosteren harita
2-Orneklerin Labor atuara Getirilmesi ve Dokularin Alinmasi

Tez calismast icin gerekli olan materyali saglamak Uzere hayvanlarin kis uykusuna
girecekleri kasim ayindan itibaren aralik, ocak, subat aylarinda ayda 1 defa olmak
Uzere toplam 4 arazi calismast yapilmistir. Kirklareli/Koyunbaba Magaras’ na
yapilan bu arazi calismalarinda hayvanlar uygun blyuklikteki kepgeler ile gindiiz
toplanmuglardir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2: Koyunbaba magarasinda tavanda asili olan yarasalar (A). Kepge ile toplanma
sekilleri (B)

Araziden toplanan disi drnekler canli olarak laboratuvara getirilmistir ve eter anestezi

ile bayiltilmustir. Karin bdlgelerinden agilarak ovaryum ve uterus dokulart alinmis ve

Saint-Marie fiksatifi  (99ml  %95'lik etanol+1ml glacial acetic acid) icinde

saklanmustir.

Bu tarihlerde yakalanan disi Orneklerden elde edilen uteruslarda embriyo
bulunamamustir. Tespiti yapilan uterus ve ovaryum dokular: derecelendirilmis alkol
serilerinden (%95, %100) gecirilerek dehidre edildikten sonra ksilol ile
seffaflastirnlmistir. Sivi parafinde 58 °C’' de 1 gece bekletilen doku 6rnekleri,
kaliplara dokilerek doku bloklar: elde edilmistir.
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17.03.2008 tarihinden itibaren disilerin uteruslarinda belirgin  bir siskinlik
gozlenmistir (Sekil 3.3). Bu sayede uterus icinde embriyolarin oldugu belirlenmistir.
Bu tarihten sonra haftada en az 1 defa arazi calismas: yapilarak magaradan ornek

alinmugtr.

A

B

Sekil 3.3: Embriyosuz (A) ve embriyo tasiyan (B) uteruslar: gosteren sekil

Uterusta embriyo oldugu goézlenmesinden sonraki dénemlerde uteruslarin agirliklars,
genislik ve uzunluklar1 6lgilmustir. Badwalk ve Rasweiler (2001) gebe yarasa
uterudarinin  buyukluginin, gebeligin evrelendiriimesinde kullamsli bir 6zellik
oldugunu bildirmistir. Gelisimin ilk evrelerinde embriyolarin uterustan zarar
gobrmeden c¢ikarilmalart ¢ok zor oldugu igin, embriyolarin gelisim evrelerine gore
srralanmasinda uterus biyuklikleri  kullamlmustir.  Olctimleri  yapilan uteruslar
parafine gomulerek doku bloklar1 elde edilmistir. Daha sonraki asamalarda
hazirlanan uterus bloklarindan seri kesitler alinmis, elde edilen preparatlar
incelenerek bu embriyolarin hangi evrelerde olduklari histolojik olarak tespit
edilmistir.

Gelisimin daha ileri evrelerinde ise embriyolarin uterustan ¢ikarilmalart mimkan
olmustur. Disseksiyon ile ¢ikarilan uteruslar 0.1M fosfat tamponu (PBS. pH 7.4)
iceren petriler icine alinmustir. Uterus duvari, embriyolart ¢ikarmak igin kesilerek
acilmig ve embriyonun etrafindaki ekstraembriyonik zarlar (koryon ve amnion) pens
yardimu ile ¢ikarilmistir. Uterustan ¢ikarilan embriyolar fiksatif igine (Saint-Marie)
alinmstir.  Fiksasyondan Once kumpas yardimui ile embriyolarin kafatasimin en
yuksek noktasi ile kalcanin en yiksek noktasi arasindaki mesafe olan tepe-oturma
noktasi uzunluklari (crown—ump length=CRL) ve dijital tart: ile agirliklar
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Olcilmistir. Bu degerlerden yararlamilarak embriyolar biytkliklerine gore

siralanarak evrelerin belirlenmesinde yararlanilmistir.

3-immiinohistokimyasallar

Immunohistokimya, isaretlenmis antikorlar kullamlarak hiicre ve doku antijenlerinin

bulunduklar: yerde gosterilmesini saglayan bir yontemdir.

Immiin isaretlemede kullanlan isaretleme metodlarindan biri “direkt metod” dur.
Bu metod; bir antijenin ilgili isaretli antikoru ile direkt olarak baglanmasidir (Seil
3.4). Isaretli antikorun dokudaki antijenle reaksiyona girmesi saglanr. Cabuk sonug
alinan bir islem olmakla birlikte parafin kesitler icin 6nerilmez. Asil uygulama alam
dondurma (frozen) kesitlerdir.

Peroksidaz bagli
antikor

Antijen

Sekil 3.4: Direkt metodta antijen — antikor birlesmesinin sematik olarak gosterilmesi

Diger bir metod, immin isaretleme enzim- anti- enzim immin kompleksinin
kullamlmasi esasina dayanan indirekt yontemlerdir. Bu yontemde primer antikor
isaretlenmez, ancak primer antikorun elde edildigi ttrin gama globulunine karsi
olusturulan sekonder bir antikor isaretlenerek ikinci bir asama olarak uygulanir.
Boylece;

1. asamada, isaretsiz primer antikor antijene baglanmr

2. asamada ise isaretli sekonder antikor primer antikorun reseptor baglayici bolgesi
ile reaksiyona girer, boylece antijen iki asamada indirekt olarak isaretlenmis olur. Bu
yontem direkt yontemden daha hassas sonug¢ verir. Clnki sekonder antikor primer

antikorun farkli antijenik bolgelerine karst reaksiyona girebilir. BOylece primer
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antikora birden fazla isaretli sekonder antikor baglanacagindan reaksiyon sonucu
daha yogun isaret gozlenir.

Kullanilan enzim-anti-enzim kompleksine gore;
1- Peroksidaz-anti-peroksidaz (PAP) teknigi
2- Alkali fosfataz- anti- alkali fosfataz (APAAP) teknigi olarak isimlendirilir.

Bu yontemler hassas ve iyi sonug alinabilir olmasi nedeniyle yaygin olarak kullanilan
immunohistokimya yontemleridir. Parafin kesitlere, kriyostat kesitlerine ve yayma
preparatlara kolaylikla uygulanabilir.

Immiin isaretin elde edilmesinde 3 tabakal: bir baglant: kurulur. Primer antikor (1),

baglanti saglanan sekonder antikor (2) ve enzim- anti- enzim immuin kompleksi (3).

Isik mikroskobunda immuinohistokimyasal boyama metodlar: ile isaretin gorulebilir
hale gelmesi ve enzim- substrat reaksiyonuna dayali olarak ortaya ¢ikan son uriniin
renkli bir sekilde gozlenebilmesi igin birtakim renkli madde oOnculleri kullanilir.
Bunlar gogunlukla; DAB (3,3- Diamino benzidin), AEC (3- amino- 9- etil karbazol),
CN (4- kloro-1- naftol), tetrametil banvidin'dir (Yilmazer, 1996). DAB suda,
toluende ve etanolde erimez. Hidrojen peroksit ile reaksiyona girer. Reaksiyon Uriint
kahverengidir.

Anti-Tavsan
Ig

Tavsan primer
antiserumu

Antijen

Sekil 3.5: Peroksidaz- anti- peroksidaz tekniginin sematik olarak gosterilmesi
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Bu calismada sekil 3.5'de sematize edilen PAP teknigi kullanilmistir. Calismamizda
bu teknik i¢in kullamlan maddeler;

a Primer antiserum:

b- Normal serum: Zemin boyamasinin maskelenmesini saglar.

c- Sekonder antiserum

d- Peroksidaz-anti-peroksidaz (PAP) kompleksi

e- TRIStamponu (TRIS buffered saline)

f- 3-3- diamino benzidin (3-3'- diaminobenzidine tetrahydrochloride); ortaya ¢ikan
son Urundin gozlenebilmesi icin kullanilan renkli madde 6ncultdir. Bitiin maddeler

Vector lab' dan temin edilmistir.
B-YONTEM

1-Vicut Olguleri ve Oranlar:

Yapilan literatlr arastirmalarina gore disi bireylere ait uterus ve embriyolardan
alinacak bazi 6lgumler belirlenmistir. Laboratuvara getirilen orneklerden alinacak
Olcimler icin hazirlanan forma, bu degerler kaydedilerek embriyolarin
evrelendirilmesinde kullanilmigtir. Uterus agirligi, uterus uzunlugu ve uterus
genisligi degerleri 0zellikle embriyolarin uterustan ¢ikarilmasimn mimkin olmadig:
orneklerde gelisimin siralanmasinda yardimci deger olarak kullamlmistir. Embriyo
agirhgi ve tepe oturma noktast uzunlugu degerleri ise total embriyolarin

evrelendirilmesinde yardimci olmustur.

2-Evrelerin Belirlenmesi

Fiksatif icerisinde saklanan total embriyolar OLYMPUS ZOLPSZ61 trinokuler
mikroskop ile incelenerek dis morfolojik Ozelliklerine bakilarak basitten gelismise
dogru siralanmistir. Disseksiyon isleminden sonra, yaslart bilinmeyen yarasa
embriyolarinin evrelendirilmesi igin ilk olarak buyuklik ve tum sekil gibi genel

Ozellikler kaydedilmistir. Uterus agirligi, uterus uzunlugu, uterus genisligi, embriyo
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agirhigi ve tepe oturma noktast uzunlugu degerleri de evrelerin belirlenmesinde
yarcdimct olarak kullanilmistir. Daha sonra pek ¢ok anahtar anatomik karakterlerin
morfolojilerinin karsilastirilmas: ile evrelendirme yapilmigtir. Duyu organlarinin
gelisimi, faringeal yaylarin formasyonu, eklemlerin gelisimini igeren baslica ayirt
edici Ozellikler Adams (1992) ve Cretekos et al.,” a (2005) gore belirlenmistir. Elde
edilen toplam 62 embriyo incelendiginde temel bazi karakterlere gore evrelerin
birbirinden ayrilmasi saglanmustir.  Myotis myotis tard icin  ¢calismamizda
belirledigimiz ayirt edici baslica karakterler sunlardir: Rostral ndroporun kapanmasi,
On Uye tomurcugu, arka Uye tomurcugu, retinanin pigmentasyonu, el-ayak plagi,
burunun sekillenmesi, bagparmagin serbest hale gecmesi, 6n Uyelerin yizi 6rtmesi,
gbzkapaklarinin kapanmasi, tirnaklarin kivrilmasi ve pigmente olmasi.

3- Kesitler

Total yarasa embriyolarindan hazirlanan kesitler sagittal (boyuna) kesit seklinde
alinmigtir. Embriyonun uzun eksenine paralel kesilen 7 mikron kalinligindaki sagittal
kesitlerin serileri iki tabakali embriyo, Evre 10, Evre 11, Evre 12, Evre 13, Evre 14,
Evre 15, Evre 16, Evre 17 ve Evre 18 deki embriyolardan hazirlanmstir.
Immiinohistokimyasal olarak boyama yapildiktan sonra bu evrelerden birbiri ile
belirgin farkliliklar gosteren evreler (iki tabakali embriyo, Evre 10, Evre 11, Evre 14,
Evre 16 ve Evre 18) secilip bu evrelerdeki laminin ve fibronektin dagilim
degerlendirilmistir.

4- Histolojik Incelemeler

Dis morfolojik Ozelliklerine gore evreleri tespit edilen 6rnekler, derecelendirilmis
alkol serilerinden gecirilerek dehidre edildikten sonra ksilol ile seffaflastirilmustir.
Swvi parafinde 58 °C’ de 1 gece bekletilen doku 6rnekleri, kaliplara dokiilerek doku
bloklar1 elde edilmistir.

Rotary mikrotom ile parafin bloklardan alinan 7 p’luk seri kesitler distile su yardimi

ile lamlar Gzerine yayilarak embriyonun genel histolojik yapisint belirlemek igin
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Hematoksilen-Eosin (Mayer’s) ve Gomori trichrome ile boyanmistir (Bancroft ve
Cook, 1994). Boyanan kesitler entellan (Pancreac histofluid) ile kapatilarak daimi
preparat haline getirildikten sonra mikroskopta (Olympus BX51) incelenerek degisik
buyUtmelerde fotograflar: gekilmistir.

5- Embriyolarin immiinohistokimyasal Boyanmasi

Immiinohistokimyasal incelemeler icin Vectobound reagent ile kaplanmis lamlar
Uzerine alinan 7p kalinhgindaki seri embriyo kesitleri ksilen ile muamele edilerek
parafinden arindirilmig ve azalan alkol serilerinden (%96, %80, %70) gecirilmistir.
Kesitler fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) (SIGMA P 3813) ile yikandiktan sonra,
kesitlerin endojen peroksidaz aktiviteleri metanolde hazirlanmis % 3’10k hidrojen
peroksit (H205) icinde 30 dakika muamele edilerek baskilanmistir. Normal serumla
30 dakika bloklamanin ardindan kesitlere; laminin (Vector Lab. Laminin VP L 551)
ve fibronektin (Vector Lab. Laminin VP F 705) birincil antikorlari 1 saat oda
sicakhiginda nemli kutuda uygulanmustar. Tkincil antikor olarak biotenlenmis fare ve
tavsana kars1 gelistirilmis immunglobulin (Vector Lab. Vectastein Elit ABC Kit PK
6200) oda sicakliginda nemli ortamda 30 dakika sireyle uygulanmistir. Pozitif
immunoboyanma, avidin-biotin kompleks teknigi ve son kromojen olarak
kahverengi bir cokelek olusturan diaminobenzidine (DAB) (Vector Lab. Peroxide
Sub. SK 4100) kullanarak gorulebilir hale getirilmistir. Distile su ile yikanan
preparatlara son olarak Hematoksilen-Eosin (Mayer’s) ile zit boyama yapilmis,
lamlar entellan ile kapatilip daimi preparat haline getirilmistir. immunohistokimyasal

boyama sonucunda laminin ve fibronektin sarimst kahverengi boyanmustir.
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Y apilan ¢alismalar sonucunda Myotis myotis tlrd icin 15 gelisim evresi, gebe disi

bireylerden elde edilen embriyolardan makroskobik olarak belirlenmistir.

Evrelendirme icin sadece morfolojik o©zellikler kullamlmustir. Bunlara ilaveten

bilaminar blastosist evresi ise histolojik olarak uterustan alinan kesitlerde tespit
edilmistir. Baslica ayirt edici 6zellikler Adams (1992), Cretekos et al., (2005) ve
Tokita (2006) mn yaptigr calismalardan yararlanilarak belirlenmistir. Yapilan

calismalar ile karsilastirilabilir olmas: icin evre numaralari bu calismalar temel

alinarak verilmistir.

Makroskobik olarak belirlenen evrelerin bazilari, evre icin ¢ok karakteristik olan

Ozdllikler ile isimlendirilmistir. Belirlenen gelisim evreleri Sekil 4.1' de goruldugu
gibidir.

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24,

Evre: On ve arka nropor

Evre: Rostral néroporun kapanmasi
Evre: On Ulye tomurcugu

Evre: Arka tye tomurcugu

Evre: Retinamin pigmentasyonu
Evre: El/ayak plagi

Evre: Burunun sekillenmesi

Evre

Evre: Bagparmagin serbest hale gegmesi
Evre: Tirnaklarin gelisimi

Evre: Gozkapaklarinin kapanmasi
Evre

Evre

Evre

Evre: Fetal periyodun sonu
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Evre 10 Evre 1l Evre 12

Evre 13 Evre 14 Evre 15

Evre 16 Evre 17 Evre 18

Evre 19 Evre 20 Evre21

Evre 22 Evre 23 Evre 24

Sekil 4.1: Myotis myotis tirdntin gelisim evrderi
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10. Evre: On ve arka nor opor

Bu evrede embriyonun anterior-posterior (A-P) ekseni belirgindir 10. evredeki
embriyo gozle gorulebilen ekstraembriyonik membranlarla cevrili ¢ok tabakali bir
embriyo dizlemi olarak gorulir (Sekil 4.2). Bu evredeki en belirgin 6zellik noral tup
ve somitlerin olusumudur. Néral plaklar embriyonun dorsalinde birleserek noral tipt
olustururlar. Fakat noral tipin anterior ve posterior uglart hala agiktir. Bu birlesme
anteriorde arka beyin bolgesine posteriorde ise en son olusan somit ciftleri
yakinlarina erigir. Anterior noral plagin lateral kenarlar: orta hatta oranla yikseldigi
icin 6nceden dizlemsel olan embriyo orta beyin bolgesinde (cranial flexure) ventrale
dogru egilir. Gozlerin rudimentleri olacak olan optik sulkuslar halen agik olan
prosensefalon iginde gorulebilmektedir. Kalp kabariklig: belirgindir ve altinda barsak
kanalinin anterior giris deligi (intestinal porta) gorulebilmektedir. Birinci yutak

kavisi (mandibuler kavis) soluk olarak gorulir.

Sekil 4.2: 10.evredeki embriyonun ventralden goriniimii. Olusmakta olan bagirsak kanalinin
anterior (a) ve posterior (p) giris delikleri; kalp (k), néral katlantilar (nk)
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11. Evre: Rostral néroporun kapanmasi

Bu evrede beyinin hizli gelisimi nedeniyle, bas bolgesindeki egrilik belirgindir.
Embriyo ventrale dogru egrilir. 11. evre rostral ndroporun kapanmastyla tammlanir.
Kalp tipt buyimastir. Mandibular ve hyoid yaylar belirgindir (Sekil 4.3A,B).

Sekil 4.3: 11 evredeki embriyonun goriniimi: Ventral (A) ve dorsalden (B) goriniim
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12. Evre: On Uye tomur cugu

12. evrede embriyonun vicudu oldukga kivrilmistir (Sekil 4.4A,B). Bu evrenin
belirleyici 6zelligi 6n kol tomurcuklarimin belirgin hale gelmesidir (Sekil 4.4A).
Optik evaginasyonlar blylr ve ektoderm lzerine yaklasir. Fakat retina ve lens henliiz
gorulmez (Sekil 4.4D). Otik vezikil ise kiresel bir sekil almaya baslar. Noral tipun
posterior ucu (caudal noéropor) kapamir ve bu evrede bir kuyruk tomurcugu
mevcuttur. 1. (mandibular) ve 2. (hyoid) faringeal yaylar buyir ve distal olarak
genisler. Bu yaylara ilaveten Uglinct faringeal yay (glossofaringeal yay) olusur.
Faringeal yaylar arasinda mandibular yay en fazla genislemistir. Kalp farinfeal
bolgenin altinda buyuk bir ¢ikint1 seklinde belirgindir (Sekil 4.4A,C). Dorsal flexure

(egrilik) goze carpar.

Sekil 4.4: 12. evredeki embriyonun goriniimii: Lateral gordntm (A); 6n Gye tomurcugu (6t),
kalp (k). Dorsalden gérinim (B). Lateralden 6n Uye tomurcugu (C). Basin
lateralden gorinimil (D); glossofaringeal yay (gy), hyoid yay (hy), mandibular
yay (my), optik evaginasyon (o€)



13. Evre: Arka Uye tomurcugu

Embriyonun vicudundaki kivrilma belirgindir (Sekil 4.5A-C). 13. evre arka lye
tomurcugunun ilk olarak ortaya cikisi ile belirlenir (Sekil 4.5A,D). ilk iki faringeal
yay ¢ifti oldukca belirgindir. Birinci yayin anterior kenarinda oral oluk adi verilen bir
yarik olarak olusur (Sekil 4.5F). Oral oluk alt ceneyi Ust ceneden ayirir. Boylelikte
dorsalde maksillar olusum meydana gelmis olur. 3. yay, hyoidin altinda uzamr fakat
belirgin degildir. On Uye tomurcugu lateral olarak genislemisti. On Gye
tomurcugunun apikal kenarlarinda apikal ektodermal kalinlasma (AEK) olusmaya
baglar (Sekil 4.5D). AEK arka Uyelerde gortlmez (Sekil 4.5E). Kuyruk tomurcugu
gelisir.

A

Sekil 4.5: 13. evredeki embriyonun gérinimii: Lateral gérinim (A); arka Uye tomurcugu
(at). Ventralden gérinim (B). Dorsalden gérinim (C). Lateralden 6n dye
tomurcugu (D); apikal ektodermal kalinlasma (aek). Lateralden arka Uye
tomurcugu (E). Basin lateralden gorinimi (F); glossofaringeal yay (gy), hyoid
yay (hy), maksillar olusum (m), mandibula (md), oral oluk (o)
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14. Evre: Retinamn pigmentasyonu

14. evrenin belirgin 0zelligi g6zin retinasinda pigmentasyonun baslamasidir (Sekil
4.6A,F). Bas ve govdenin birlestigi yerde servikal egrilik gbze garpar (Sekil 4.6A-C).
1. faringeal yay, oral olugun derinlesmesiyle maksiler ve mandibular parcalara
bolunmustdr. Maksillanin anterior kismunda bir ¢ift nasal gukur belirginlesmesi,
burun deligi olusumunun baslamasin isaret eder (Sekil 4.6F).

Sekil 4.6: 14. evredeki embriyonun gorinumii: Lateralden gorinuim (A); servikal egrilik (se).
Ventralden (B) ve dorsalden (C) gdrinim. Lateralden 6n Uye tomurcugu (D);
apikal ektodermal kalinlasma (aek), plagiopatagium primordiumu (plp),
propatagium primordiumu (prp). Lateralden arka Uye tomurcugu (E). Basin
lateralden gorinumi (F); maksilla (m), mandibula (md), nasal gukur (n), pigment
(9)

On bacagin uzunlugu genisliginden fazladir ve yassilasarak kiirek seklini almistir
(Sekil 4.6B,D). On lyelerin kaideye yakin kisminda belirgin bir siskinlik goze
carpar. Bu yapi propatagium primordiumudur. Bu yap1 ileride omuz ve kol bilegi
arasinda gerilecek olan kanat membram bdlumiini olusturur. Ikinci bir siskinlik 6n
uyeler ile govdenin birlesme yerinde belirir. Olusan bu yap1 ise plagiopatagium
primordiumudur. Gelisimin sonunda bu yap1 0n Uyelerin besinci parmag: ile arka
Uyelerin bilegi arasinda gerilecek olan kanat membran: bolimtnd olusturur (Sekil
4.6D). Arka bacaklarin ise uzunlugu neredeyse genisligi kadardir. Kalp hala ventral



36

olarak c¢ikint: olusturur. Fakat vicut duvar: ile kusatilmus durumdadir. Arka tye
tomurcugunun apikal kenarlarinda apikal ektodermal kabariklik (AEK) olusmustur
(Sekil 4.6E). Otik vezikil uzamustir. Kuyrugun proksimal kisminda genital tiberkl
olusumu fark edilir.

15. Evre: El/ayak plag:

15. evrede vicut sekli belirgin bir hal alir. Omuzlar genislemistir (Sekil 4.7A-C,F).
Bu evrenin belirgin 6zelligi on lyelerin formasyonudur. On ve arka lyelerin her
ikisinde apikal ektodermal kabarikliklar (AEK) siliklesir.

Sekil 4.7: 15. evredeki embriyonun gorinimi: Lateralden goruntim (A); dis kulak agikligt
(da), e plag: (ep), servikal egrilik (se). Ventralden (B) ve dorsalden (C) gorinim.
Lateralden 6n tye tomurcugu (D); plagiopatagium primordiumu (plp). Lateralden
arka tiye tomurcugu (E). Basin ventralden gorinimu (F)

On uyelerin distal kisimlar1 genisler ve dorso ventral olarak yassilasir, kisa kiirek
benzeri yap: olusturur (Sekil 4.7D). Daha gelismis 6rneklerde el plagi mezensimi 5
parmagin iskeletini olusturur, € plagi gittikce asimetriklesir. Parmaklara ait
kabarikliklar ve interdigital oluklar 6n Uyelerde belli belirsiz gordlebilir. Proksimal
On dyenin kaudal kismi civarinda plagiopatagiumun primordiumu daha belirgin bir
hal alir. 15. evrenini sonunda arka tye tomurcugunun distal segmenti ayak plagim
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olusturur (Sekil 4.7E). Gozlerde lens vezikiilu belirgindir. Isitsel olugun eksternal
aciklig1 gorulebilir. Genital tuberkdl agikca belirgindir.

16. Evre: Burunun sekillenmesi

Bas ylUkselmeye baslar ve sonugta servikal egrilik gittikge azalir (Sekil 4.8A-C). Dis
burun deliklerinin olusumu neredeyse tamamlanmustir (Sekil 4.8F). Kulak kepcgesi
isitsel kanalin arkasinda olusmaya baslar. Daha sonra tragusu verecek olan kiguk
cikinti, isitsel kanalin dorsal kismu Uzerinde gozlenebilir (Sekil 4.8F).
Plagiopatagium tomurcugu ventrokaudal olarak genisler (Sekil 4.8D). Parmaga ait
kabarikliklar ve interdigital oluklar, arka tyeler tzerinde belli belirsiz olarak olusur.
Uropatagium taslaklar1 arka Uyelerin kaudal kenarinda gelisir (Sekil 4.8E). Bu
tadaklarin gelisimi ile daha sonraki evrelerde arka Uyeler ve kuyruk arasinda
gerilecek olan kanat membrani bolumii olusur. Ust genenin lateral yiizeylerinde bryik
kil adi verilen vibrissalar kiicik yumrular halinde gorulebilir (Sekil 4.8F).

Sekil 4.8: 16. evredeki embriyonun gorinimi: Lateral (A), ventral (B) ve dorsal (C)
gorinum. Lateralden 6n tye tomurcugu (D); plagiopatagium primordiumu (plp).
Lateralden arka tye tomurcugu (E); interdigital oluk (io), uropatagium (urp).
Basin ventralden gérinimii (F); kulak kepgesi (k), vibrissa (v)
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17. Evre:

Bu evrede bas yukselmeye devam eder (Sekil 4.9A-C). Burun 6nemli derecede
uzamis ve burun deliklerinin olusumu hemen hemen tamamlanmistir. Vibrissa
folikulleri Gst genenin her iki tarafinda belirgin bir 0zelliktedir. Bir seri sigil ya da
yumru alt cenede gordlir (Sekil 4.9F). Degisken buyUklik ve sayidaki cene
sigillerinin bilinen bir fonksiyonu yoktur. Gelisen g6z kapagi gozin yuzeyini
ortmeye baslar. Kulak kepgesi uzar, isitsel kanali ve kismen tragusu Orterek distal
ucta ice dogru kivrilir. Kol ve bacaklar uzamistir. Dirsek ve diz ekleminde belirgin
bir egrilme mevcuttur. Kol bilegi ise hafif kivriktir (Sekil 4.9D,E). Arka Uyelerin
bitun parmaklarindaki ve 6n dyenin 1. ve 2. parmaklart arasindaki doku geri
cekilmeye baslar. Geri kalan o6n lUye parmaklari arasindaki doku, parmaklar
arasindaki chiropatagium ya da kanat membranim olusturmak icin kalir (Sekil
4.9D,E). Uropatagium genislemistir ve ayak bilegi seviyesine kadar ulasnmustir.

Sekil 4.9: 17. evredeki embriyonun gorinimi: Lateral (A), ventral (B) ve dorsal (C)
gbrinim. Lateralden 6n Uye (D) ve arka lye (E); uropatagium (urp). Ventralden
bas (F); goz kapag: (gk)
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18. Evre: Baspar magin serbest hale gegmesi

Kranial kubbe genisledigi ve basin yukselmesi ile servikal egrilik kayboldugu igin
bas daha yuvarlak gorulir (Sekil 4.10A-C). GOz kapaklar1 biraz daha gelismistir.
Kulak kepgesi tragusu oOrterek ice dogru kivrilmustir (Sekil 4. 10F). Burun uzar. Dil
hafifce agik olan agiz icinde gorulebilir. On lyelerin 1. ve 2. parmaklar: arasindaki
doku tamamen kaybolmustur. Boylece bagsparmak el plagimin geri kalan kismindan
ayrilarak serbest hale gegmistir. Diger parmaklar oldukga uzamistir. Geri kalan dort
parmak aralarinda bulunan ugma membrant (chiropatagium) ile birbirine baglidir
(Sekil 4.10D). Propatagium proksimal ©n Uyelerin anterior kenari boyunca
belirgindir. On ekstremiteler yiiz Gizerinde birbirlerine yaklasirlar. Kol bilegi eklem
yerinde belirgin bir egrilik vardir. Dirsek ve diz eklemleri belirgindir. Arka Gyelerin
parmaklar: arasindaki doku kaybolur ve birbiriyle hemen hemen ayni buyuklikte
olan 5 serbest parmak olusur (Sekil 4. 10E). Kuyrugun buytk bir kismi uropatagium
ile gevrelenmistir. Bu nedenle kuyruk cikintisi daha kisa guriindr (Sekil 4. 10E).

Sekil 4.10: 18. evredeki embriyonun gorinimi: Lateral (A), ventral (B) ve dorsal (C)
gorinum. Lateralden ©n UGye (D); chiropatagium (chp), propatagium
primordiumu (prp). Lateralden arka Uye (E); uropatagium (urp). Ventralden bas
(F); tragus (1)
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19. Evre: Tirnaklarin gelisimi

Bu evrede 6n Uyelerin distal ekstremiteleri Ust Uste binerek yizi tamamen Orter
(Sekil 4.11A-C,F). On uyelerin 1. parmag1 (basparmak) ve arka Uyelerin bitin
parmaklarinin distal uclarinda yumru benzeri tirnak primordiasi gelisir (Sekil
4.11D,E). Ayak bilegi belirgin bir preaksial egrilme gosterir ve calcar daha
belirgindir (Sekil 4.11E). GOzde retina tamamen pigmente olmustur. Gelisen goz
kapagi, goziin daha fazlasim orter (Sekil 4.11D). Kulak kepceleri daha biyudktir, ug
kismu ice dogru kivrik kalir fakat tragiiler gorulebilir (Sekil 4.11D). Tragiler gubuk
benzeridir ve distal uclar kittur.

Sekil 4.11: 19. evredeki embriyonun gorinuma: Lateralden (A) goruntm; kulak kepgesi (K).
Ventral (B) ve dorsal (C) goriniim. Lateralden 6n Uye (D) ve arka Uye (E); goz
gapag1 (gk), tirnak primordiasi (tp). Ventralden bas (F)
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20. Evre: Gozkapaklarimin kapanmasi

Embriyonun genel goriintist 6nceki evre ile benzerdir fakat gdvde daha uzun gortnir
(Sekil 4.12A-C). 20. evrede gozkapaklar: kapanir. On Uyeler daha fazla uzamaya
devam eder ve ylzi tamamen Orter (Sekil 4.12F). Chiropatagium geliserek
parmaklar arasinda daha gevsek bir hal alir (Sekil 4.12D). Kol ve ayak bilegi
eklemlerinde belirgin bir egrilik mevcuttur (Sekil 4.12D,E). Kulak kepceleri daha
blyUktir ve ucta hafif kivriktir. Deride keratinizasyon baglamistir. Deri melanositler

ile pigmente olmaya baslar. Tirnaklar daha belirgindir ve pigmente olmaya baglarlar
(Sekil 4.12E).

Sekil 4.12: 20. evredeki embriyonun goérinimii: Lateralden (A), ventralden (B), dorsalden
(C) gbrinim. Lateralden 6n tye (D) ve arka Uye (E); chiropatagium (chp), tirnak
(tr). Bas ventralden (F)

21. Evre:

Vicutta Ozellikle bas ve boyun bolgesindeki pigmentasyon belirgindir (Sekil
4.13A,C). Chiropatagium tamamen gevsek bir hal almstir (Sekil 4.13D,F).
Uropatagiumun daha fazla gelismesi nedeniyle kuyruk cikintist daha az belli olur
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(Sekil 4.13E). Tirnaklardaki pigmentasyon artmis ve tirnaklar ice dogru kivrilmistir
(Sekil 4.13D,E).

Sekil 4.13: 21. evredeki embriyonun goérinimii: Lateralden (A), ventralden (B), dorsalden
(C) gbrinim. Lateralden 6n lye (D); chiropatagium (chp). Lateralden arka Uye
(E); uropatagium (urp). Bas ventralden (F)

22. Evre:

Vicuttaki pigmentasyon artmustir (Sekil 4.14A-C). igeriye dogru kivrilarak pence
seklini alan tirnaklardaki pigmentasyon artarak tUm tirnagi kaplamistir. Arka
Uyelerde parmaklarin tirnaklara temas eden bolgesindeki yogun pigmentasyon goze
carpar (Sekil 4.14E). Y Uz bolgesi de pigment artisina bagl olarak daha koyu bir renk
amustir. Burun delikleri ve alt gene etrafindaki pigmentasyon daha azdir (Sekil
4.14F). Kanat membram incedir ve yuzeyi dalgal1 gorulr (Sekil 4.14D).
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Sekil 4.14: 22. evredeki embriyonun goérinimii: Lateralden (A), ventralden (B), dorsalden
(C) gorinim. Lateralden 6n Uye (D). Lateralden arka lUye (E); pigmentasyon
(pig), tirnak (tr). Bas ventralden (F); pigmentasyon (pig)

23. Evre:

Pigmentasyon viicutta neredeyse tamamlanmustir. Ozellikle yiizde ve liyelerde seyrek
killar goriilmeye baglar. On Uyelerdeki parmaklar arasinda bulunan chiropatagium
oldukca gevsek ve burusuk haldedir (Sekil 4.15A-F).

Sekil 4.15: 23. evredeki embriyonun gorinimii: Lateralden (A), ventralden (B), dorsalden
(C) gbrinim. Lateralden 6n tiye (D) ve arka tye (E). Bas ventralden (F)



24. Evre: Fetal periyodun sonu

Vicuttaki pigmentasyon ileri dizeydedir. Killarin tim vicuda yayilarak arttigi
gordlar. Embriyo annenin bir minyatirii halindedir. Sadece boyutu annenin
yarisindan daha kucuiktir ve vicut killar: tamamen olusmamistir (Sekil 4.16A-F).

Sekil 4.16: 24. evredeki embriyonun goérinimii: Lateralden (A), ventralden (B), dorsalden
(C) gbrinim. Lateralden 6n tiye (D) ve arka tye (E). Bas ventralden (F)
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B- FARKLI EVRELERDEKI LAMININ ve FIBRONEKTIN

DAGILIMI

Bu calismada, farkli yarasa gelisim evrelerinde gelisme ve farklilasmada rolt olan

laminin ve fibronektinin dagilimi incelenmistir. Anti-laminin ve anti-fibronektin

kullanilarak yapilan indirekt immunohistokimya boyama yontemiyle laminin ve

fibronektin dagilimi degisik evrelerdeki embriyolardan alinan total kesitlerde

incelenmistir. Evrelerdeki laminin ve fibronektin yogunlugu Cizelge 4.1' de

Ozetlenmistir.

Cizelge 4.1: Evreerdeki laminin ve fibronektin yogunlugu. ((-) : yok, (-| ). az, (+): orta
yogun, (+ +): yogun, (+ + +): cok yogun)

GLIKOPROTEIN
EVRE LAMININ FIBRONEK TIN
iki tabakal embriyo ++ +++
10. evre +++ ++
11. evre + q
14. evre GOz +++ +
Somit + q
Mide ++ + + +
Bar sak + + +
Karaciger ++ +
Akciger + +
Bobrek ++ q
Sirt hiicregéc  + + +
Kalp ++ +
16. evre  Somit +++ ++
Mide ++ +
Barsak ++ q
Karaciger +++ +
Pankreas +++ +
Akciger + -
Bobrek ++ +
Sirt hiicregoc ++ + ++
Kalp ++ +
Koroid pleksus  ++ +
18. evre Somit ++ +
Mide ++ + +
Bar sak ++ + + +
K araciger +++ q
Pankreas +++ +
Akciger ++ -
Bobr ek ++ + + +
Sirt hiicregéc  + + +
Kalp ++ +
Koroid pleksus  +++ q
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iki Tabakali Embriyo

Bu evrede blastosist endometrium stromast igine kismen gomulmis haldedir.
Trofoblast aktif olarak gogalan sitotrofoblast denilen bir i¢ ve sinsisyotrofoblast
denilen bir dis tabakaya farklilagsmistir (Sekil 4.17).

Bilaminar embriyo evresinde endoderm hicreleri gevresinde laminin dagilim yogun
olarak gorulmektedir. Embriyonel diski olusturan hiicreler etrafinda da laminin tespit
edilmistir (Sekil 4.18). Aym bolgelerde fibronektin yogunlugunun daha fazla oldugu
belirlenmistir (Sekil 4.19).
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Sekil 4.17: Bilaminar blastosit. Embriyonik disk (ed), endoderm (e€), sitotrofablast (s),
sinsisyotrofoblast (—). Gomori trikrom, Blyltme: X200
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Sekil 4.18: Bilaminar blastosist evresinde laminin dagilimi. Embriyonik disk (ed), endoderm
(e). Buyltme: X400

Sekil 4.19: Bilaminar blastosit evresinde fibronektin dagilimi. Embriyonik disk (ed),
endoderm (e). Bliyltme: X400
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Evre 10

Perikardiyum disariya ¢ikint1 yapmis ince bir viseral mezoderm tabakasindan ibaret
olup, Ust kismini yanlarda amnion ile birlesmis durumdaki ektoderm Ortmektedir.
Miyokard o6rttisti endokard tUplnt sarmustir (Sekil 4.20).

10. evredeki embriyodan alinan kesitlerde noral tUpin olustugu bdlgede, laminin
fazla miktarda bulundugu tespit edilmistir (Sekil 4. 21). Fibronektin ise lamininden
daha az yogunlukta olmakla beraber, aym bdlgede cok miktarda bulunmaktadir
(Sekil 4. 22).
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Sekil 4.20: Evre 10 embriyonun transversal kesitinin genel gordnimi. Noral tip (n), on
barsak (b), endocardium (€), myocardium (m), sdlom (s), ektoderm (ek).
Buyutme: X40
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Sekil 4.21: 10 evredeki embriyonun transversal kesitinde laminin dagilimi. Noéral oluk (n),
noral katlanti (nk), noral ektoderm (ne). Blyltme: X400

Sekil 4.22: 10 evredeki embriyonun transversal kesitinde fibronektin dagilimi. Noral
ektoderm (ne). Blyltme: X400
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Evre 1l

Evre 11’ deki embriyonun kesiti Sekil 4.23 de gosterilmistir. Bu evrede embriyonun
tamamu laminin pozitif reaksiyon vermistir (Sekil 4.24, 26, 28). Ozellikle beyin ve
kalbi olusturacak hiicrelerde boyanma oldukga belirgindir. Ayni bolgeler fibronektin
ile reaksiyon vermis olsa da bu yogunluk oldukca azdir (Sekil 4.25, 27, 29).

Sekil 4.23: 11. evredeki embriyonun transversal kesiti. Kalp (k), néral tip (nt), beyin (b),
mandibular olusum (m). Gomori trikrom, Blyutme: X40
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Sekil 4.24: 11. evredeki embriyonun transversal kesitinde bas bdlgesinde laminin dagilimu.
Beyin (b), kalp (k). Buyitme: X400

Sekil 4.25: 11. evredeki embriyonun transversal kesitinde bas bdlgesinde fibronektin
dagilimi. Beyin (b), kalp (k). Buyutme: X400
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Sekil 4.26: 11. evredeki embriyonun transversal kesitinde kalp bolgesinde laminin dagilimu.
Atrium (a), ventrikul (v). Blyutme: X400

Sekil 4.27: 11. evredeki embriyonun transversal kesitinde kalp bdlgesinde fibronektin
dagilimi. Atrium (a), ventrikul (v). Buyitme: X400
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Sekil 4.28: 11. evredeki embriyonun transversal kesitinde posterior bolgede laminin
dagilimi. Buyltme: X400

Sekil 4.29: 11. evredeki embriyonun transversal kesitinde posterior bolgede fibronektin
dagilimi. Buyltme: X400



Evre 14

14. evredeki embriyoya ait histolojik kesit sekil 4. 30" da verilmistir. 14. evredeki
embriyolardan alinan kesitlerde gz mercegi ve optik kapsill olusturan hicreler
arasinda laminin dagilimi gorilmektedir. Gozde retinal pigment epitelyum hiicreleri
etrafinda laminin yogunlugu fazladir. Noral retina laminin pozitif olarak boyanmustir.
Bas bolgesinde serbest mezensimal hiicrelerde az da olsa lamininler tespit edilmistir.
(Sekil 4.31,33). Ayni bolgeler fibronektin pozitif olarak boyanmustir, ancak
yogunlugu lamininden daha azdir (Sekil 4.32, 34).

Somitlerin miyotom kisimlarindaki miyoblasta farklilasan hiicreler uzayarak belirgin
bir bicimde diizenlenmeye baslamistir. Bu bdlgede laminin yogunlugunun az oldugu
gozlenmistir (Sekil 4.35). Fibronektinin ise eser miktarda oldugu tespit edilmistir
(Sekil 4.36)

Sindirim sistemini olusturan organlar incelendiginde mide ve barsaklarda laminin
daha fazla bulunmaktadir. Mide ve barsakta ©zellikle lumeni cevreleyen epitel
hicrelerinin apikal kisimlarinda ve bazal laminada lamininin yogun oldugu
gozlenmistir (Sekil 4.37,39). Aymi bolgelerde fibronektin yogunlugu lamininden
daha azdir (Sekil 4.38,40).

Karacigerde hepatositler kiimeler halinde organize olmus poligonal hiicreler olarak
gordlur. Intrahepatik kan damarlar: hiicre kiimelerinin merkezinde belirgindir ve
yassi endotel hticreleri ile gevrilmistir. Karacigerde hepatosit hiicrelerinde de laminin
pozitif reaksiyon vermistir (Sekil 4.41). Fibronektin yogunlugu ise lamininden azdir
(Sekil 4.42).

Bu evrede akcigerlerde bronslar belirgindir. Laminin 6zellikle bronslarin i¢ kismin
doseyen epitelyum hicrelerinin bazal laminasinda daha yogundur (Sekil 4.43).
Fibronektin ise cok az miktarda bulunmaktadir (Sekil 4.44).
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14. evredeki embriyoda bobrek ttbulleri olusmustur. Bu evrede embriyo kesitlerinde
bobrek tubulllerinde laminin oldukca yogun olarak tespit edilmistir (Sekil 4.45). Aym
alanlar fibronektin pozitif reaksiyon verse de, yogunlugu oldukc¢a azdir (Sekil 4.46).

Embriyonun dorsal sirt bdlgesinde hiicre gocu fazladir. Bu alanlarda laminin
yogunlugunun oldukca fazla oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.47). Fibronektin ise
daha az yogun olmakla beraber pozitif reaksiyon vermistir (Sekil 4.48).

Kalp dokusunda lamininin ve fibronektin pozitif reaksiyon vermistir. Laminin
yogunlugu fibronektinden daha fazladir. (Sekil 4.49,50)

Sekil 4.30: 14. evredeki embriyonun sagittal kesiti. Atrium (@), ventrikdl (v), karaciger (k),
trake/akciger tomurcugu (t), duodenum (du), spinal korda (s), perikardial bosluk
(p), dorsal aorta (d), notokorda (n). Gomori trikrom, Blyitme: X 40
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agilimi. Blyutme:

hicreerde (m) ve gozde kapsiil ve mercekteki laminin (]) d

Sekil 4.31: 14. evredeki embriyonun kesitlerinde bas bolgesindeki serbest mezensimal
X 200

Sekil 4.32: 14. evredeki embriyonun kesitlerinde bas bolgesindeki serbest mezensimal

fibronektin (]) dagilim.

ve gozde kapsil ve mercekteki

hicrderde (m)

Buyutme: X 200
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Sekil 4.33: 14. evredeki embriyo kesitlerinde gozde laminin (]) dagilimi. Retinal pigment
epiteli (r), melanositler (»), intraretinal alan (i), neura retina (n). Blyitme:
X400

Sekil 4.34: 14. evredeki embriyo kesitlerinde gozde fibronektin (|) dagilimi. Retinal
pigment epiteli (r), melanositler (»), intraretinal aan (i), neura retina (n).
Buyutme: X400
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Sekil 4.35: 14. evredeki embriyo kesitlerinde somitlerin (s) gorundst ve laminin ()
dagilimi. Buyltme: X400

Sekil 4.36: 14. evredeki embriyo kesitlerinde somitlerin (s) gortinisii ve fibronektin
dagilimi. Buyitme: X400
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Sekil 4.37: 14. evredeki embriyo kesitlerinde mide bolgesindeki laminin (]) dagilimin
gosteren histolojik kesit. Blytme: X400

Sekil 4.38: 14. evredeki embriyo kesitlerinde mide bolgesindeki fibronektin (]) dagilimin

gobsteren histolojik kesit. Blytme: X400
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gosteren histolojik kesit. Blytme: X400

Sekil 4.40: 14. evredeki embriyo kesitlerinde barsak bolgesindeki fibronektin () dagilimin
gosteren histolojik kesit. Blyitme: X400
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Sekil 4.41: 14 evredeki embriyo kesitlerinde karaciger hiicre erinde laminin yogunlugu.
Hepatosit (|). Blyutme: X400

Sekil 4.42: 14 evredeki embriyo kesitlerinde karaciger hiicrelerinde fibronektin yogunlugu.
Hepatosit (|). Blyttme: X400
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Sekil 4.43: 14. evredeki embriyo kesitlerinde akciger hiicreerinde laminin (]) yogunlugu.
Buyutme: X400

Sekil 4.44: 14. evredeki embriyo kesitlerinde akciger hiicrelerinde fibronektin ()
yogunlugu. Blyitme: X400
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Sekil 4.45: 14 evredeki embriyo kesitlerinde bobrek tubdlleri (b) etrafindaki laminin
yogunlugu. Blyitme: X400

Sekil 4.46: 14 evredeki embriyo kesitlerinde bobrek tibulleri (b) etrafindaki fibronektin
yogunlugu. Blyitme: X400
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Sekil 4.47: 14. evredeki embriyo kesitlerinde sirt bolgesinde hiicre gogtinin bulundugu
alanlardaki laminin yogunlugu. Buyutme: X400
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Sekil 4.48: 14. evredeki embriyo kesitlerinde sirt bolgesinde hiicre géciinin bulundugu
alanlardaki fibronektin yogunlugu. Blyitme: X400
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Sekil 4.49: 14. evredeki embriyo kesitlerinde kalp yapisindaki laminin yogunlugu. Atrium
(@), ventrikdl (v). Buyitme: X100

Sekil 4.50: 14. evredeki embriyo kesitlerinde kalp yapmsindaki fibronektin yogunlugu.
Atrium (a), ventrikdl (v). Buyitme: X100
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Evre 16

16. evredeki embriyoya ait histolojik kesit sekil 4.51' de verilmistir. Evre 16" daki
embriyo kesitlerinde somitlerin miyotom kisimlarindaki miyoblasta farklilasan
hiicreler uzayarak belirgin bir bigcimde duzenlenmeye baslamis ve bu bdlgede
laminin  yogunlasmustir  (Sekil 4.52). Fibronektin yogunlugu ise laminin
yogunlugundan daha azdir, ancak 14. evredekinden daha fazladir (Sekil 4.53).

Midede laminin ve fibronektin yogunlugu 14. evre ile karsilastirildiginda daha azdir
(Sekil 4.54, 55). Fakat yine Ozellikle bazal laminada belirgindir. Barsakta laminin
yogunlugu 14. evre ile benzerdir (Sekil 4.56). Fakat fibronektin yogunlugu azal mistir
(Sekil 4.57).

Karacigerde hepatik hlicreler trabekiler bir organizasyon gostermeye baglar. Blyuk
ve kicik kan damarlar: trabekdllerin simirlarim olusturduklar: alanda belirgin olarak
gorulurler. Karaciger hucreleri ve merkezi veni gevreleyen endotel hiicreleri laminin
pozitif olarak boyanmistir (Sekil 4.58). Boyanma 14. evredekinden daha yogundur.
Fibronektin yogunlugu ise 14. evre ile benzerdir (Sekil 4.59).

16. evredeki embriyoda pankreas dokusunda laminin yogunlugu oldukca fazladir.
Ozellikle asinuslart olusturan hiicrelerde boyanma belirgindir (Sekil 4.60).
Fibronektin ise daha az yogunlukta bulunmaktadir (Sekil 4.61).

Akcigerlerde bronglar1 astarlayan epitelyum hiicreleri ve bazal laminalar1 laminin
pozitiftir (Sekil 4.62). Ayni alanlarda fibronektin reaksiyon vermemistir (Sekil 4.63).

Bobrek tubdlleri etrafinda laminin ve fibronektin bulundugu tespit edilmistir (Sekil
4.64, 65). Laminin miktar1 14. evre ile benzerdir fakat fibronektin yogunlugu biraz

artmistur.

16. evredeki embriyonun sirt bélgesinde hticre go¢unin bulundugu alanlarda laminin
miktar1 gok fazladir (Sekil 4.66). Fibronektin ise 14. evreyle karsilastirildiginda daha
fazla oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.67).
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Kalp dokusunda lamininin ve fibronektin miktarinda bir degisiklik gozlenmemistir,
her ikiside pozitif reaksiyon vermistir (Sekil 4.68, 69).

Koroid pleksusta 6zellikle epitel hicrelerinde laminin miktar: fazladir (Sekil 4.70).
Fibronektin pozitif reaksiyon vermistir. Yogunlugu laminin yogunlugundan daha
azdir (Sekil 4.71).

Sekil 4.51: 16. evredeki embriyonun sagittal kesiti. Atrium (@), ventrikil (v), karaciger (k),
akciger (ak), mide (m), barsak (b), duktus venosus (d), spinal ganglion (sp),
sklerotom (s). Gomori trikrom, Biyttme: X40
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Sekil 4.52: 16. evredeki embriyo Kesitlerinde somitlerdeki (s) laminin yogunlugu ve
miyoblastlar: olusturmak tizere hiicrelerin diizenlenmesi (). Blyitme: X400

Sekil 4.53: 16. evredeki embriyo kesitlerinde somitlerdeki (s) fibronektin yogunlugu ve
miyoblastlar: olusturmak tizere hiicrelerin diizenlenmesi (). Blyitme: X400
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Sekil 4.54: 16. evredeki embriyo kesitlerinde mide bodlgesinde laminin (]) dagilimu.
Buyutme: X400

Sekil 4.55: 16. evredeki embriyo kesitlerinde mide bdlgesinde fibronektin (]) dagilimu.
Buyutme: X400
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Sekil 4.56: 16. evredeki embriyo kesitlerinde barsak bolgesindeki laminin (|) dagilimun
gosteren histolojik kesit. Blyitme: X400

Sekil 4.57: 16. evredeki embriyo kesitlerinde barsak bolgesindeki fibronektin (]) dagilimin
gosteren histolojik kesit. Blytme: X400



71

Sekil 4.58: 16. evredeki embriyo kesitlerinde karaciger hiicrelerinde laminin yogunlugu.
Vena centralis (v), heparosit (|). Blyitme: X400

Sekil 4.59: 16. evredeki embriyo kesitlerinde karaciger hiicre erinde fibronektin yogunlugu.
Vena centralis (v), heparosit (|). Bliyitme: X400
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Sekil 4.60: 16. evredeki embriyo kesitlerinde pankreas bolgesindeki laminin (|) dagilimin
gbsteren histolojik kesit. Blytme: X400

Sekil 4.61: 16. evredeki embriyo Kesitlerinde pankreas bolgesindeki fibronektin (|)
dagilimini gosteren histolojik kesit. Buyttme: X400
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Sekil 4.62: 16. evredeki embriyo kesitlerinde akcigerde laminin (]) yogunlugu. Brons (b).

Buyutme: X400

Sekil 4.63: 16. evredeki embriyo kesitlerinde akcigerde fibronektin yogunlugu. Blyutme:

X400



74

Sekil 4.64: 16. evredeki embriyo kesitlerinde bobrek tubilleri (b) etrafindaki laminin ()
yogunlugu. Blyitme: X400

Sekil 4.65: 16. evredeki embriyo kesitlerinde bobrek tiblleri (b) etrafindaki fibronektin ()
yogunlugu. Blyltme: X400
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Sekil 4.66: 16. evredeki embriyo kesitlerinde sirt bolgesinde hiicre gogtinin bulundugu
alanlardaki laminin yogunlugu. Blyutme: X400

J SR _';&-_., it
Sekil 4.67: 16. evredeki embriyo kesitlerinde sirt bolgesinde hiicre gogtinin bulundugu
alanlardaki fibronektin yogunlugu. Blyitme: X400
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Sekil 4.68: 16. evredeki embriyo kesitlerinde kalp yapisindaki laminin yogunlugu. Blyutme:
X100

Sekil 4.69: 16. evredeki embriyo kesitlerinde kalp yapisindaki fibronektin yogunlugu.
Buyttme: X100
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Sekil 4.70: 16. evredeki embriyo kesitlerinde koroid pleksus epitelindeki laminin ()
dagilimi. Buyltme: X400

Sekil 4.71: 16. evredeki embriyo kesitlerinde koroid pleksus epitelindeki fibronektin (|)
dagilimi. Buyitme: X400
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Evre 18

16. evredeki embriyoya ait histolojik kesit sekil 4.72" de verilmistir. Bu evrede
somitlerde dermatom ve miyotom arasinda lamininler yerlesmekle birlikte yogunluk
olarak evre 16’ dan daha azdir (Sekil 4.73). Fibronektin yogunlunun da laminin
yogunlugundan daha az oldugu gozlenmistir (Sekil 4.74).

Mide ve barsakta laminin miktar: artmustir (Sekil 4.75,77). Ozellikle barsak ltimenini
astarlayan epitel hicrelerinin apikal kissmlarinda laminin yogundur (Sekil 4.77). Her
iki organda fibronektin miktarimin lamininden daha az oldugu tespit edilmistir (Sekil
4.76,78). 14. evreile karsilastirildiginda fibronektin miktarinin azaldig: gorulmaistur.

Karacigerde hepatositler trabekdller halinde diizenlenmistir. Bu hiicreler daha dar ve
daha karmasik hale gelen intrahepatik kan damarlarim sinirlandirirlar. Merkezi veni
cevreleyen endotel hucreleri belirgindir. Karacigerde laminin yogunlugu fazladir
(Sekil 4.79). Fibronektin ise az miktarda bulunmaktadir (Sekil 4.80).

Pankreasta laminin 6zellikle asinuslarda yogundur (Sekil 4.81). Miktar1 16. evre ile
aynidir. Fibronektin yogunlugu da degismemistir. Laminin yogunlugundan daha
azdir (Sekil 4.82).

Akcigerlerde 0Ozellikle bronslarda ve bag dokusunda laminin yogunlugu 16.
evredekinden fazladir (Sekil 4.83). Bu evrede yine akcigerlerde fibronektin
reaksiyon gostermemistir (Sekil 4.84).

Bobrekte tubullerde laminin yogunlugu artrmistir. Bowman kapsilti parietal yapragin
olusturan yassi hiicrelerin etrafinda da laminin fazladir (Sekil 4.85). Bu alanlarda
fibronektin daha az miktarda bulunmaktadir (Sekil 4.86).

Sirt bdlgesinde hiicre gogunin oldugu alanlarda laminin miktar1 yogun olmakla
birlikte evre 16’ dan daha azdir (Sekil 4.87). Fibronektin yogunlugu da azalmistir
(Sekil 4.88).
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18. evredeki kalpte laminin ve fibronektin pozitif boyanmistir (Sekil 4.89,90).
Yogunlugu 14 ve 16. evrelerdeki ile aymdir, degisiklik gostermemistir.

Bu evrede korois pleksus epitelinde laminin yogunlugunun oldukca artmis oldugu
gozlenmistir (Sekil 4.91). Fibronektin miktari ise 16. evreye gore azalmistir (Sekil
4.92).

Sekil 4.72: 18. evredeki embriyonun transversal kesiti. Kalp (ka), karaciger (k), akciger (a),
bobrek (b), mide (m), uterus (u), pankreas (p). Gomori trikrom, Biyttme: X40
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Sekil 4.73: 18. evredeki embriyo Kkesitlerinde somitlerdeki (s) laminin yogunlugu ve
miyoblast uzamasi (]). Blyitme: X400

Sekil 4.74: 18. evredeki embriyo kesitlerinde somitlerdeki (s) fibronektin yogunlugu ve
miyoblast uzamasi (]). Blyitme: X400



Sekil 4.75: 18. evredeki embriyo kesitlerinde mide bdlgesindeki laminin (]) dagilimin
gosteren histolojik kesit. Gastrik pit olusumu (g). Buyttme: X400
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Sekil 4.76: 18. evredeki embriyo kesitlerinde mide bdlgesindeki fibronektin (]) dagilimim
gosteren histolojik kesit. Gastrik pit olusumu (g). Blyltme: X400

81
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Sekil 4.77: 18. evredeki embriyo kesitlerinde barsak bolgesindeki laminin (|) dagilimun
gosteren histolojik kesit. Blytme: X400

Sekil 4.78: 18. evredeki embriyo kesitlerinde barsak bolgesindeki fibronektin (]) dagilimin
gosteren histologjik kesit. Blyttme: X400
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Sekil 4.79: 18. evredeki embriyo kesitlerinde karaciger hiicrelerinde laminin yogunlugu.
Vena centralis (v), heparosit (|). Bliyitme: X400

Sekil 4.80: 18. evredeki embriyo kesitlerinde karaciger hicrelerinde fibronektin (|)
yogunlugu. Blyitme: X400



Sekil 4.81: 18. evredeki embriyo kesitlerinde pankreas dokusundaki laminin () dagilimin
gosteren histolojik kesit. Blytme: X400

Sekil 4.82: 18. evredeki embriyo Kkesitlerinde pankreas dokusundaki fibronektin (|)
dagilimini gosteren histolojik kesit. Blyutme: X400
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gerde laminin yogunlugu. Blyitme: X400

Sekil 4.83: 18. evredeki embriyo kesitlerinde akci

gerde fibronektin yogunlugu. Bulyitme:

Sekil 4.84: 18. evredeki embriyo kesitlerinde akci

40

X
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Sekil 4.85: 18. evredeki embriyo kesitlerinde bobrek tibdlleri (b) ve glomerulustaki (g)
laminin dagilimint gosteren histolojik kesit. Biyitme: X400

Sekil 4.86: 18. evredeki embriyo kesitlerinde bobrek tibdlleri (b) ve glomerulustaki (g)
fibronektin dagilimini gosteren histolojik kesit. Buyltme: X400
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Sekil 4.87: 18. evredeki embriyo kesitlerinde sirt bolgesinde hiicre gogtinin bulundugu
alanlardaki laminin yogunlugu. Blyttme: X400

Sekil 4.88: 18. evredeki embriyo kesitlerinde sirt bolgesinde hiicre gogtinin bulundugu
alanlardaki fibronektin yogunlugu. Blyitme: X400
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Sekil 4.89: 18 evredeki embriyo Kesitlerinde kalp yapsindaki laminin  yogunlugu.
Bulyutme: X100

Sekil 4.90: 18. evredeki embriyo kesitlerinde kalp yapmsindaki fibronektin yogunlugu.
Bulyutme: X100
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Sekil 4.91: 18. evredeki embriyo kesitlerinde koroid pleksus yapisindaki laminin ()
yogunlugu. Buyttme: X400

Sekil 4.92: 18. evredeki embriyo kesitlerinde koroid pleksus yapisindaki fibronektin
yogunlugu. Blyltme: X400
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V- TARTISMA VE SONUC

Calismanin ilk kisminda Myotis myotis tirl yarasalarin embriyo gelisim evrelerinin
belirlenmesi amaglanmistir. Dogal ortamlarindan yakalanan gebe disi bireylerden
elde edilen embriyolar gelisim evrelerine gore siralanmistir. Embriyolarin
evrelendiriimesinde insan gelisiminde kullamlan klasik Carnegie sisteminden
faydalamlmistir (Streeter, 1942; O’ Rahilly ve Mller, 1987). Adams (1992), Myotis
lucifugus un gelisim evrelerini gostermis ve postkranial iskelet olusumu duzeni
hakkinda veri saglamistir. Ne yazik ki bu calisma embriyogenezin sadece sinirl
evrelerini ele almisg, gelisim evrelerinden 7 tanesi tanimlanmistir. Son yillarda
Cretekos et al., (2005), esaret atinda yetismis hayvanlardan elde edilen embriyolari
kullanarak, Carollia perspicillata (Phyllostomidae) icin ayrintili bir embriyonik
evrelendirme sistemi olusturmus, C. perspicillata icin 24 evre belirlemistir. Tokita
(2006), Pipistrellus abramus turinin normal embriyonik gelisimini agiklamistir. Bu
tur icin 13 gelisim evresini tammlamstir. Yapilan bu ¢alisma ile Vespertilionidae
familyasina ait M. myotis tird igin ayrintili bir evrelendirme sistemi olusturulmus ve
15 gelisim evresi morfolojik olarak ve 1 evre de histolojik olarak tanimlanmustir.

Yarasalarin morfolojik olarak en 6nemli ¢zelligi kanatlara sahip olmalaridir. Bu
oldukca 6zellesmis ugma organlarinin gelisimi stphesiz yarasalarin basarisindaki en
Onemli unsurdur. Tetrapod Uyelerinin yarasa kanatlarina 0zellesmesi kavramsal
olarak iki sekilde degerlendirilebili: On ve arka Uyelerin farkli sekilde
modifikasyonu ve kanat membran dokusunun formasyonu. Y arasalarda on Uyelerin
morfogenezi arka Uyelerinkinden pek cok bakimdan farklidir. Rodent ve primatlarda
oldugu gibi yarasalarda da 6n lye tomurcugu arka Uye tomurcugundan daha 6nce
ortaya ¢ikar. Fakat bu diger gruplara zit alarak arka Uyeler hicbir zaman 6n Uye
blyukliglne erisemezler. M. myotis de 0n Uye tomurcugu 12. evrede, arka Uye
tomurcugu ise bir sonraki evre olan 13. evrede olusur. C. perspicillata ve P.
abramus’ da 6n ve arka liye tomurcuklar: sirasiyla 12. ve 13. evrelerde olusur. insan
embriyonik gelisimi sirasinda 6n Uye tomurcugu Carnegie 12. evresi, arka uye
tomurcugu ise 13. evresinde ortaya ¢ikar (O’ Rahilly ve Mller, 1987). Fareler icin 6n
Uye tomurcugu Theiler 15. evresinde gorulir. Bu evre insandaki Carnegie 12. evreiile
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morfolojik olarak benzerdir. Arka tye tomurcugu Theiler 16. evresinde olusur
(Theiler, 1989).

Yarasa kanatlar1 gelisiminde 6n dyelerin 2 ve 5. parmaklar1 arasindaki dokunun
sirekliligi s6z konusudur. Bu doku daha sonra chiropatagiuma farklilagir. Omuz ve
bilek arasindaki kanat membraninin gelisimi ile ise propatagium meydana gelir. On
Uye ve arka Uyeler arasinda plagiopatagium, arka Uyeler arasinda ise uropatagium
olusur. M. myotis' de 18. evrede 6n Uyelerde 1. ve 2. parmaklar arasindaki doku
kaybolarak bas parmak serbest hale gecer ve 19. evrede parmaklarin distal uglarinda
tirnak primordiast gelisir. P. abramus’ da 17. evrede, C. perspicillata’ da 18. evrede
bas parmak serbest hale gecer ve tirnak primordiumlar ilk olarak gozlenir. Sadece 6n
dyeleri iceren kus kanatlarina zit olarak, yarasa kanatlar1 dort Gyeyi ve kuyrugu da
kapsar. Chiropatagiumun kokeni on Uyeler arasindaki parmaklar arasi dokudur.
Parmaklar arasi doku bitin omurgal: Uyelerinde mevcuttur. Fakat pek cok tirde
dyelerin gelisimi sirasinda kaybolur (Zou ve Niswander, 1996; Laufer et al., 1997;
Salas-Vidal et al., 2001). Ancak yarasalarda bu doku kaybolmaz ve chiropatagium
olarak kalir. Propatagium, plagiopatagium ve uropatagium ise Uyelerin proksimal
kisimlarina yakin bdlgede gelisen dokudan meydana gelir. Bu nedenle chiropatagium
ve diger kanat membranlarinin olusum mekanizmasi birbirinden agikga farklidr.

Embriyo gelisimindeki en 6nemli olaylar hiicre ¢cogalmasi, gogalan hicrelerin bir
arada tutulabilmesi icin hicrelerin yapismasi ve bu hicrelerin degisik doku ve
organlarin olusumunu saglamak Uzere farklilasmasi ile hiicre gocudur. Hucre ile
cevresi arasindaki etkilesim bu biyolojik olaylarin meydana gelmesini saglar.
Degisik htcrelerin icinde bulundugu hiicresel gevreyi, hiicreler tarafindan sentezleyip
salgilanan proteoglikanlar, glikozaminoglikanlar ve glikoproteinlerden olusan hiicre
dig1 ortam (ECM) olusturur (Adams ve Watt, 1993). ECM nin organogenezde dnemli
bir dizenleyici oldugu gosterilmistir (Ekblom, 1980, 1981; Ekblom et al., 1980;
Klein et al., 1988, 1990; Schuger et al.,1990). ECM’ nin glikoproteinleri olan
laminin ve fibronektinin embriyonik gelisim sirasinda etkin rol aldiklar
bilinmektedir. Bu calismada laminin ve fibronektin dagilimi, hicre goglniin ve
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farklilasmanin baslayarak dokularin olustugu farkli evrelerdeki yarasa embriyolarinin
total kesitlerinde incelenmistir.

ECM; hicre buyumesi, gocu, farklilasmasi ve hiicrenin hayatta kalmasindaki anahtar
duzenleyicidir. Hucreler disaridan gelen sinyallere gére ECM’ nin sentezi, yikim ve
organizasyonunu degistirerek onun yeniden sekillenmesini saglarlar. ECM’ deki bu
degisiklikler hticre davramsinda 6nemli bir etkiye sahiptir. Hicreler ve ECM
arasindaki bu dinamik, karsilikli iliskiyi anlamak, normal doku fonksiyonlarindaki
olaylar1 anlamada 6nemli derecede fayda saglar.

ECM molekulleri integrinler ve proteoglikanlar: igeren hiicre yuzey reseptorleri ile
etkileserek, hiicre davranmisim etkilerler (Brakebusch ve Fassler, 2003; Geiger et al.,
2001; Schwartz ve Ginsberg, 2002; Tkachenko et al., 2005; Woods, 2001). Farkl
ECM molekilleri, ECM molekil kombinasyonlari ve ECM molekll organizasyonlari
farkli biyolojik etkileri ortaya c¢ikarir. Bu nedenle, bu ECM  molekil
kombinasyonlarinin  hiicre fonksiyonunu nasil  etkilediginin - bilinmesi, doku
morfogenezi, doku tamiri ve normal doku fonksiyonunun devamliliginin altinda
yatan huicre davramsint anlamada gereklidir.

Gastrulasyon ile birlikte birgok doku ve organlar olusturacak hiicreler gé¢ etmeye ve
farklilasmaya bagslar. Yapilan calismalarda degisik hayvan gruplarinda, embriyonal
gelisimin gastrulasyon evresinden itibaren go¢ eden hicrelerin  cevresinde
fibronektin dagilimi tespit edilmistir (Darribere et al., 1984; Monnet — Tschudi et al .,
1985; Raddatz et al., 1991). Heine et al., (1990), yaptiklart immunohistokimyasal
calismalarla organlarin gelisiminin bu organlart olusturacak dokular etrafindaki
ECM’ nin varligina bagl oldugunu ve ECM’ nin yoklugunda dokularin olusumunun
gbzlenmedigini belirlemiglerdir. Fibronektin hticrelerin yapismasini saglayip onlari
bir arada tutar. Morfogenezde dnemli bir rol oynayan ECM bileseni olan fibronektin
bu nedenle organ gelisimi srasinda oldukga etkilidir. Mezensimal htcrelerin
yapismast ve ayrilmasinin 6ncelikle fibronektin araciligiyla oldugu gozlenmistir
(Martinez — Hernandez ve Amenta, 1995).
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Dorsal noral tipten koken alan noral krest (NK) hicreleri, farkli vicut bolgelerinde
farkli dokular1 olusturmak Gzere noral tUpln kapanmasiyla goc etmeye baglar. Bu
go¢ etme sirasinda izlenen iki farkli yol vardir. Dorso-lateral olarak yerlesen NK
hiicreleri noral tup ve somitler arasindaki medial yol boyunca go¢ eder. Noral tipin
dorso-medial kisminda yerlesmis olan NK hicreleri ise ya somit ve epidermis
arasindaki lateral yoldan ya da medial yoldan go¢ ederler (Bronner-Fraser, 1986).
NK hicreleri bu goc yollarina bagli olarak belirli bolgelerde birikir ve sinir
sisteminin kranial ve omurilik ganglionlari, schwann hicreleri, pigment htcreleri,
endokrin ve paraendokrin hucreler, kas ve iskelet gibi pek cok yapiya koken
olustururlar (Carlson, 1996; Selleck et al., 1993). Bu sekilde NK hicrelerinin goc
yolunun belirlenmesi, hareketleri ve birbirlerine yapismalar: icgin fibronektine
ihtiyaglart vardir. Bu nedenle 10. evrede noral tlpln olusacag: bolgede fibronektin
miktar: fazladir.

NK htcrelerinin gbgtinun ilk olarak somitler arasinda baslamasi nedeniyle somitlerde
fibronektin dagilim olduk¢a yogundur (Le Douarin et al., 1993). Omurgalilarda
somit olusum mekanizmasinda en onemli iki olgu hiicre yapismast ve hiicre
kimelenmesidir (Ostrowsky et al., 1983). Bu ¢alismada somitleri olusturmak Uzere
hiicre gocunin basladig: 14. evreden itibaren ECM ve hiicreler gevresinde hiicreleri
bir arada tutan fibronektin gézlenmistir. Devam eden gelisme evrelerinde, somit
olusumu sirasinda en 6nemli olgu segmental plaktaki somit 6ncul htcrelerinin
yogunlasarak birbirleriyle yapismaya baslamasidir. Somitlerin miyotom bolgesinden
kas fibrilleri gelismektedir. Mezensimal hicrelerin kas fibrillerine farklilasmasi
srasinda gelisim ilerledikce ve hicre bolinmes artikgca, boltnen hicreler ig
seklindeki miyoblastlara farklilasarak yeniden belirli bir dizenlenme ile uzun
miyotubullerde (miyoblastlarda) kasilabilir  filamentler olusmaya baslar ve
miyoblastlar birbirleriyle birlesir. Kasilabilir proteinlerin miktarinin artmasiyla
birlikte miyottblller kas fibrillerine donustr (Carlson, 1996). Bu calismada 16.
evreden itibaren g6¢ eden htcrelerin somitlerin miyotom bolgesinde miyoblastlar:
olusturmak Uzere sekillendikleri tespit edilmistir. Bu evrede fibronektin yogunlugu
fazlachr. 18. evrede ise go¢ eden hicrelerin giderek azalmasi ve farklilasmanin

meydana gelmesiyle birlikte ECM’ de fibronektin yogunlugu da azalmistir. Bu
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asamada hucreler birbirlerine ve matrikse daha siki tutunacagindan laminin

miktarinin fibronektinden daha fazla oldugu tespit edilmistir.

Bazal membran bilesenlerinin morfogenezdeki temel roll in vitro (Bernfield et al.,
1984; Ekblom, 1989) ve in vivo olarak erken embriyolarda gosterilmistir (Leivo et
al., 1980; Herken ve Barrach, 1985; Bortier et al., 1989; Miosge et al., 1993; Zagris
et al., 1993). Embriyonik gelisim sirasinda sinuzoid farklilasmasi, olgunlasmamis
hepatositlerin olgun hepatositler haline dontsmesi gergeklesir. Bu gibi olusumlarda
bazal membran bilesenleri 6nemli bir rol oynar. Karaciger gelismenin basinda
endotel htcrelerince cevrelenmis hepatosit yiginlari seklindedir. Hepatositler
farklilastikga tip 1V kollajen ve lamininden olusan bazal laminaya, onun altinda da
fibronektine bagl: tip | kollajen bulunur. Laminin ve fibronektin dagilim: bozulursa,
bu normal gelisim de bozulmaktadir. Perisinuzoidal alanlarda kisa sireli laminin
ekspresyonu hepatik rejenerasyon ve ontogenezin Ozellikleridir. Her bir slrecin
tamamlanmasindaki normal eriskin hepatik mimarisinde laminin ekspresyonu
baskilanir. Wewer et al., 1992, rejenere ve gelisen neonatal karacigerde laminin a2,
B1, B2 ve y1 zincirlerinin ortaya ¢iktigimt gostermistir. Bu bulgular perisinuzoidal
alanlarda laminin fenotipinin, hepatik morfogenezin bu formlarint dizenlemede
Onemli oldugunu isaret etmektedir. Laminin bu etkileri endotel hicreleri ya da
hepatosit  faklilasmasint  dizenleyerek  gerceklestirir.  Hepatik  sinuzoidal
damarlanmanin gelisiminde lamininin roll oldugu kabul edilir (Barioz et al., 1988).
Sinuzoidal damarlanmanin gelisimi tamamlaninca laminin ekspresyonu baskilanir.
Y aptigimiz ¢alismada 14. evrede karacigerde yogun bir laminin varligi gozlenmistir.
Kan damarlarimt astarlayan endotel hiicrelerinin ve hepatositlerin gelisimine bagl
olarak 16. ve 18. evrelerde laminin miktar1 artmustir. Fibronektinin ise 6zellikle 14.
ve 16. evrelerde, farklilasmakta olan bolgelerde yogun oldugu tespit edilmistir.
Ancak miktar1 lamininden azdir. 18. evrede farklhilasmis olan hepatositlerin

olusumuyla fibronektin miktarinin oldukga azaldig: belirlenmistir.

Ratlarda yapilan ¢alismada, barsakta laminin immunohistokimyasal olarak gebeligin
12. guinuinde epitel-mezensim baglant: yerinde ve mezensim igindeki birkag hiicrede
tespit edilmistir. Gelisimin daha ileri evrelerinde, villus olusumundan hemen 6nce,

mezensimde boyanma yogunlasir ve iki belirgin bdlgede goze carpar: epitelyum-
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mezensim ara ylzeyinin hemen alt1 ve kas tabakasina farklilasacak olan mezensimin
en periferal bolgesi (Simon-Assmann et al. 1986). Bu veri lamininin gelisim
siresince belirli hicreler tarafindan sentezlendigini gostermektedir. Simo et al.
(1991)’ 1n rat embriyolar: ile yaptigi ¢alisma laminin miktarimn 6zellikle epitelyum
yuzeyinde gelisme ilerledikge arttigim gostermistir. Yaptigimiz ¢alismada benzer
bulgular elde edilmistir. Sindirim sistemi degerlendirildiginde 14. ve 16. evrede
laminin miktar1 barsakta oldukca fazladir. 18. evrede ise laminin miktar: artmstur.
Laminin dagiliminin 6zellikle bazal lamina ve epitel hicrelerinin apikal ylzeylerinde
yogun oldugu gorulmuistir. Midede de benzer sekilde laminin miktarinin fazla
oldugu tespit edilmistir. 14. evrede epitel hicrelerinin etrafinda fibronektin
yogunken, 16 ve 18. evrelerde epitel olusumunun ilerlemesiyle miktar: azalmaktadir.

Memeli pankreatik primordiumu erken fetal donemde 6n barsak endoderminden
olusur (Pictet ve Rutter, 1972). Organogenez siresince embriyonik pankreatik
epitelyumun farklilasmasinin bolgesel mezensimin etkisi ve kontrolinde oldugu
hakkindaki calismalar, pankresatik gelismede bazal membramn spesifik roltyle ilgili
sonraki caligmalara bir temel olusturmustur (Golosow ve Grobstein, 1962; Wessels
ve Cohen, 1967; Fell ve Grobstein, 1968; Levine et al., 1973; McEvoy et al., 1973;
Sakakura et al., 1979). Tek basina bazal membramin duktal pankreatik morfogenezin
olusumunda yeterli oldugu gosterilmistir (Gittes et al., 1996). Yapilan ¢alismada
pankreasta asinuslarin olusumuna bagli olarak laminin miktarinin fazla oldugu tespit

edilmistir. Fibronektin yogunlugu ise lamininden azdir.

Koroid pleksus, kan — beyin bariyerinin ara birimlerinden biridir. Embriyonik
gelisim sirasinda noral tlpin kapanmasiyla, tlp bir sivi ile dolar ve bu da koroid
pleksus tarafindan salgilanan serebrospinal sivimin kaynagidir. BUtin memeli
turlerinde koroid pleksus, beyindeki damarlanmanin hentiz az oldugu erken donemde
ortaya cikar. Bu nedenle koroid pleksus eriskin beyninden daha ¢ok, heniiz gelisimini
tamamlamamis beyinin beslenmesinde ¢ok daha 6nemli bir role sahiptir. Kan — beyin
bariyeri terimi, kan ve serobrospinal sivi igeren beyin ekstrasellular sivisi arasindaki
materyal degisimini kontrol eden morfolojik yapilar ve fizyolojik mekanizmalar

serisini tammmlamada kullanilir.
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Netsky ve Shuangshoti (1975), insan fetusunda koroid pleksusun morfolojik gelisimi
hakkinda bilgi vermistir. Daha detayli calismalar pek ¢ok tir igin de yapilmistir:
insan (Voetmann, 1949; Kappers, 1958; Shuangshoti ve Netsky, 1966; Jacobsen et
al., 1982ab; Catala, 1998), tavsan (Strong, 1956, 1964a,b), koyun (Jacobsen et al.,
1983), fare (Knudsen, 1964; Sturrock, 1979) ve rat (Cancilla et al., 1966; Wislocki
ve Ladman, 1958). Olgunlasmamis koroid epitelyum hicreleri, daha gelismis
olanlardan ¢ok daha az sayida sil ve mikrovillus icerir. Bu durum belki de gelisim
siiresince koroid pleksusun salgi kapasitesinde bir artis1 yansitmaktadir (Saunders,
1992).

Memeli fetal koroid pleksusu hakkindaki calismalar fetal kuzularda Mgllgard et al.,
(1976, 1979), fetal ratlarda Tauch et al., (1984) ve fetal insanda Mallgard ve
Saunders (1986) tarafindan gergeklestirilmistir. Bu calismalar koroid pleksus
epitelyum hicrelerinin, gelisimin oldukca erken doneminde oldukga iyi olusmus siki
baglantilar ile baglandigint gostermistir. Memeli koroid pleksusu siki baglantilarinin
ultrayapisal calismalarindan elde edilen kanitlar, erken beyin gelisiminde oldukca
etkili bir protein gecis bariyeri varligint kanitlamistir (Dziegielewska et al., 1980,
1991; Knott et al., 1997). Calismamizda koroid pleksusdaki laminin miktarimn
gelisimin ileri evrelerinde arttigi gozlenmistir. Laminin, integrin resoptoru
araciligiyla hicre-hiicre ve hiicre-matriks etkilesimini saglayarak morfogenezde
onemli rol oynamaktadir. Gelisimin erken evrelerinde, koroid pleksus epitelyum
hicrelerinin oldukga siki baglandigi gbz 6niinde tutulursa, elde edilen bulgulardan
lamininin koroid pleksus epitelyum htcrelerinin  baglanmasinda etkili oldugu
sonucuna variabilir. Koroid pleksus epitelindeki fibronektin - miktar1 ise

farklilasmamn tamamlanmasina bagl: olarak gelisme ilerledikge azalmaktadir.

Elde edilen son veriler, kardiak ekstraselliler matriksin blytme ve gelisimde kritik
bir rol oynadigim gostermistir. ECM kalp gelisimi, blylimesi ve kardiak
fonksiyonlarim temas ettikleri hticre davraniglarini direkt olarak ayarlayarak etkiler
(Borg et al., 1990; Pelouch et al., 1993; Weber et al., 1994). Embriyonik, fetal ve
neotanal evrelerde kalp gelisiminde ECM’ nin roll gog, hiicre siralanmasi, adhezyon,
farklilasma, damar gelisimi ve kalp kapakcigi olusumu icin gerekli olan
sinyallesmeyi kapsar (Duband et al., 1990; Damsky ve Werb, 1992). Hucre
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adhezyon molekdlleri laminin ve fibronektin dnemli non-kollajen glikoproteinlerdir.
Bu iki yuksek molekiler agirlikli protein aginin organizasyonu sirekli ve yeterli
kardiak fonksiyonunun sirdurilmesinde gereklidir (Borg, 1982; Borg ve Terracio,
1990). Fibronektin kultdr hicrelerinin adhezyonunu tesvik eder (Hynes et al., 1982),
embriyogenezde doku organizasyonunu etkiler (Armstrong ve Armstrong, 1990),
kilcal damar endotel hiicrelerinde goruldigi gibi gelisim dizenleyici bir fonksiyona
sahiptir (Ingber, 1990). Fare miyokardiyumunda mezensimal hicreler tarafindan
uretilen fibronektin embriyogenezde ve erigkin organlarinda doku yapisinin
korunmasinda diizenleyici bir fonksiyona sahiptir (Ahamuda, 1981). Bu calismada
fibronektinin ¢cogu evrede genellikle benzer miktarlarda oldugu tespit edilmistir.
Fibronektin kalpte kan damarlar: etrafinda daha yogun olarak bulunmustur. Bu sonug
fibronektinin endotel hicreleri ile interstisyum ve bazal membranlar arasindaki siki
baglantiya aracilik ettigini gostermektedir (Wayner et al., 1988). Fibronektinin
kollajen ve diger matriks proteinlerine baglandigi gosterilmistir (Stenman ve Vaheri,
1978). Hucre ici iskeletle talin-vinkulin-aktin baglantisi ile etkilesir (Hynes, 1981),
ayrica kan pihtilasmasi ve yara iyilesmesinde de dnemli bir role sahiptir (Hilenski et
al., 1991; Farhadian et al., 1995). Aym sekilde lamininin de gelisim evreleri
siresince sabit miktarda bulundugu tespit edilmistir. Laminin 6zellikle endotel
hiicreleri ve miyokardiyal hicrelerin  bazal membranlarinda yogun olarak
gbzlenmistir. Buna gore laminin miyokard hticrelerine baglanarak interstisyumun

olusumunun devamlilig: ve hticre farklilagsmasi ve gelisimini saglams olur.

Akciger gelisiminde brongiollerin olusumu sirasinda diger ECM bilesenlerinin yan
sira fibronektin de 6nemli rol oynamaktadir. Akcigerleri olusturmak tzere gogus
bolgesine go¢ eden hiicrelerin epitelial dokulara farklilasmas: sirasinda fibronektine
ihtiyaglart vardir. Bu farklhilasmanin gergeklesmesiyle birlikte dokuda fibronektin
yogunlugu azalirken, diger bir ECM bileseni olan lamininde artis gbzlenmektedir
(Carlson, 1996). Bu calismada erken evredeki embriyo Kkesitlerinde akciger
hiicrelerinde ve gevresinde laminin yogunlugunun daha az oldugu saptanmustir. Ileri
evrelerde ise laminin yogunlugunda bir artis gozlenmistir. Akcigerde fibronektin
yogunlugunun erken evrelerde daha fazla oldugu tespit edilmistir. Daha sonraki

evrelerde go¢ eden hicreler yavas yavas alveolleri olusturmak Uzere dizenlenirken



98

epitel dokuya farklilasmaktadir ve fibronektin yogunlugu da buna bagli olarak
azalmaktadhr.

Laminininin pek ¢ok farkli organ sisteminin gelisiminde hiicre baglanmasi, gelisme,
goc ve farklilasmada dnemli bir etkisi oldugu gosterilmistir (Ekblom et al., 1980,
1990; Evercooren et al., 1982; Terranovaet al., 1984; Engvall et al., 1986; Kleinman
et al., 1987, 1990; Klein et al., 1988; Leivo ve Engvall, 1988; Ocalan et al., 1988;
Davis et al.,1989; Beck et al., 1990; Ehrig et al., 1990; Ishii et al., 1992; Schuger et
al., 1992; Yurchenco et al., 1993; Timpl ve Brown, 1994). Laminin bu fonksiyonunu
molekul Gzerinde bulunan spesifik alanlar ve integrinler araciligiyla hiicre ylizeyiyle
etkilesimi sayesinde gergeklestirir. Sican embriyolar1 ile yapilan calismalarda,
mezensimal hicrelerin metanefrik hticrelere farklilasmasinda, bobrek tdbdllerinin
olusumu boyunca farkl: indukleyicilerin etkili oldugu gosterilmistir. Indiklenmemis
mezensimal hicrelerin ECM’ i tip | kollajen, tip Il kollajen ve fibronektin
icermektedir. Mezensimal hiicreler epitelyal hiicrelere donismeye basladikca ECM’
de de degisimler meydana gelmektedir. Mezensimin epitelyum ttblllerine
farklilasmasimin  baglamasiyla, tip | kollgen ve tip 11l kollgjen mezensimal
hicrelerden uzaklasir ve epitelyum hicrelerinin karakteristik matriks bilesenleri olan
tip 1V kollajen ve laminin ile yer degistirir (Carlson, 1996). Bu ¢alismada da erken
evrelerde bobrek tdbillerinde laminin miktart daha az iken, evreler ilerledikge
bobrek tubdllerinin sayist artmakta ve buna karsilik laminin yogunlugu da
artmaktadir. Memelilerde kalici bobrek birbiri ardindan ortaya ¢ikan Ug taslak ile
olusur: pronefroz, mesonefroz ve metanefroz. Pronefroz ve mesonefroz gegici
organlardir, fakat metanefroz ya da kalict bdbregin olusumu igin gereklidirler. 14.
evredeki embriyoda bobrek tubllleri etrafi fibronektin pozitif reaksiyon vermistir.
Sonraki evrelerde metanefroz bobrek olusumu sirasinda mezensimal hicrelerin
metanefrik hucrelere  donusimi  nedeniyle fibronektin  yogunlugunun arttigi

gorilmustar. Fakat miktar: lamininden daha azdir.

Hucrelerin bulunduklari ortama tutunmast ve gocleri igin olduk¢a 6nemli ECM
bilesenleri olan laminin ve fibronektin, erken embriyo gelisiminde goz kapsulintin
olusumunda da etkilidir. Sican embriyolariyla yapilan bir calismada g6z
mercegindeki laminin ve fibronektin dagilim immulnohistokimyasal teknik
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kullanmlarak gosterilmistir. Gelisimin erken evrelerinde gbz kapsulini olusturan
ektodermal hucrelerin bazal laminasinda fibronektin bulunurken, daha ileriki
donemlerde sadece laminin tespit edilmistir (Parmigiani ve McAvoy, 1991).
Y aptigimiz galigmada 14. evredeki embriyoda gozde kapsil ve mercekteki laminin
yogunlugunun oldukca fazla oldugu, fibronektinin ise cok az bir miktarda bulundugu

tespit edilmistir.

Y apilan bu ¢alisma sonucunda, eksternal morfolojik karakterlere dayanilarak Myotis
myotis turdl yarasalarin embriyonik gelisim evreleri belirlenmistir. Bununla birlikte
yarasalarin gelisimiyle ilgili veriler simirli sayida turti kapsamaktadir. Bu nedenle
yapilan calisma Vespertilionid yarasa embriyolojisi icin bir temel saglayacak ve
gelecekte sadece yarasalar icin degil, ayni zamanda memeliler igin de karsilastirmal1
embriyolojik calismalarda uygulanabilir olacaktir. Calismada ayrica belirlenen
gelisim evrelerinde birgok organmin olusumunu yonlendiren ve gelisimde 6nemli rol
oynayan hicrelerarass madde bilesenlerinden laminin ve fibronektin dagilim
goserilmistir. Daha Once total yarasa embriyosu gelisiminde laminin ve fibronektin
dagilimim inceleyen bir calismaya rastlanmamistir. Elde edilen bulgular 1siginda
laminin ve fibronektinin organ gelisiminde etkili oldugu ve miktarlarimin 6zellikle
hicre farklilasmas: ve goclne bagli olarak degisiklik gosterdigi tespit edilmistir.
Gelecekte diger matriks bilesenlerinin de yarasa embriyo gelisiminde caligilmast

yararl olacaktir.
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