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OZET

Tavuk koryoallantoik membran (CAM) modeli, anjiyogenez ¢alismalarinda gelisimsel siire¢leri takip etmek i¢in yaygin olarak kullanilan bir
modeldir. Bu ¢alismada, CAM kullanilarak, embriyonik gelisimin 7. ve 20. giinleri (E7 ve E20) arasinda goriilen anjiyogenez siireci 151k ve
transmisyon elektron mikroskop analizleri ile takip edilmistir. Ayrica, ayni giinlerde alinan CAM o&rnekleri kullanilarak, anjiyogenez meka-
nizmalarinda gorevli [Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorl (VEGF)-A ve Fibroblast Bllyiime Faktori (FGF)-2] ve reseptorlerinin [Vaskuler
Endotelyal Buytume Faktorli Reseptorii (VEGFR)-2 ve Fibroblast Blylime Faktorll (FGFR)-2] yani sira, insan C-tipi natriuretik peptid (CNP)
homologu olan tavuk CNP-3 ve reseptoril natriuretik peptid reseptdrii (NPR)-B'nin mRNA ifade diizeylerinin zamana bagimli degisimi
analiz edilmistir. Isik mikroskobu ve elektron mikroskobu analizleri, endotel tiip benzeri vaskiiler yapilar1 yogun olarak E7-E8 ginlerinde ve
koryonik mezensim iginde bulundugunu gostermistir. E9-E20 giinler siirecinde ise mezensim iginde yer alan vaskiiler yapilarin progresif
gelisimi, stabilizasyonu ve kompleks dallanmasi gozlenmistir. Bu vaskiiler gelisim siirecinde, VEGF-A ve FGF-2 mRNA ifadesi, CAM
gelisiminin erken asamalarinda E7 ile E9 arasinda ve E8'de pik yapacak sekilde gozlenmistir. Bu molekiiller, CAM gelisiminin ge¢ done-
minde, E16 civarinda ikinci bir pik gostermistir. CNP-3 mRNA ifadesi E16 ile E20 arasinda VEGF-A ve FGF-2 mRNA ifadeleri ile es
zamanli olarak tespit edilmistir. VEGFR-2 mRNA ifadesi E7-E12 arasinda gozlenirken, FGFR-2 mRNA ifadesi ilk pikini E7-E9 arasinda ve
ikinci pikini E16-20 arasinda gostermistir. NPR-B mRNA ifadesi ise en yilksek seviyesi E16’da olmak Uzere E7-E20 arasinda gozlenmistir.
Sonug olarak elde edilen veriler, CNP-3'iin 6zellikle CAM gelisiminin ge¢ doneminde (E16-E20 ginleri surecinde), NPR-B reseptorii araci-
ligiyla, ileri vaskiiler organizasyonda rol oynayabilecegini ortaya koymustur.
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Analysis of the mMRNA Expression of C-Type Natriuretic Peptide-3 and Natriuretic Peptide Reseptor-2 in Angiogenesis
of Chick Chorioallantoic Membrane: A Descriptive Study

ABSTRACT

The chick chorioallantoic membrane (CAM) is a widely used model to follow the developmental processes in angiogenesis studies. This
study aims to describe the putative involvement of CNP-3, the chick homolog of human CNP, and its receptor natriuretic peptide receptor
(NPR)-B besides known angiogenic factors and their receptors, vascular endothelial growth factor (VEGF)-A/ vascular endothelial growth
factor receptor (VEGFR)-2 and fibroblast growth factor (FGF)-2/fibroblast growth factor receptor (FGFR)-2, in angiogenesis of the CAM.
CAM samples between developmental days E7 and E20 were collected for light microscopic and transmission electron microscopic analyses.
Expression of CNP-3/NPR-B, VEGF-A/VEGR-2, FGF-2/FGFR-2 mRNA in these CAM samples were also studied between E7 and E20.
Light microscopy and electron microscopy analyzes showed that, vascular organization was mostly within the chorionic mesenchyme as
endothelial tube-like structures on E7-E8 days. On E9 and later, advanced blood vessels were observed within the mesenchyme. VEGF-A
and FGF-2 expression were observed in the early stages of CAM development (E7-E9) with a peak at E8. These molecules showed a second
peak at around E16. Co- expression of VEGF-A, FGF-2 and CNP-3 were seen at E16-E20. VEGFR-2 expression was observed between E7-
E12, whereas expression of FGFR-2 showed its first peak between E7-E9 and its second peak between E16-20. NPR-B expression, on the
other hand, was observed between E7-E20 with its highest level at E16. In conclusion, the results revealed that CNP-3 may have a role in
vascular organization via its NPR-B receptor in the later stages, i.e., E16-E20, of CAM development.
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Vaskiilogenez ve anjiyogenez embriyoda vaskiler
agim olusumunu ve gelisimini saglayan iki temel SU-
rectir®. Vaskiilogenez, mezoderm kokenli anjiyob-
lastlarin farklanmasi sonucunda endotel ve primordi-
yal kan hiicrelerine doniigmesi, dolayisiyla de novo
olarak ortaya ¢ikan primitif kan damarlarinin olusumu
seklinde tammlanir®®. Ote yandan, anjiyogenez vaskii-
logenezden farkli olarak, 6nceden var olan kan damar-
larindan endotelyal proliferasyon ve migrasyon meka-
nizmalari ile yeni kan damarlarinin olugma siirecidir.
Filizlenme ve intussusseptif olarak iki farkli anjiyoge-
nez mekanizmasi tanimlanmistir. Filizlenme seklinde
gorilen anjiyogenez sirecinde endotelyal proliferas-
yon ve hiicre gécu sonucunda endotelyal tiip olusumu
ortaya ¢ikar®®. Intussusseptif anjiyogenez ise, énce-
den var olan damarlarim mikrovaskiiler bityiimesinden
kaynaklanir ayrica vaskiiler agin yeniden sekillenmesi
ve geniglemesinden de sorumludur®.

Bazik fibroblast buylme faktori (bFGF, FGF-2) ve
vaskiiler endotelyal blyume faktéri (VEGF) hem
vaskiilogenezde hem de anjiyogenezde anahtar rol
oynayan 6nemli faktorler olarak bilinmektedir*:. Kan
damarlarinin ilk olusum siirecinde, mezodermi uyaran
bir faktor olarak bFGF, embriyoda anjiyoblastlar ve
hematopoetik hiicreler olusturmak i¢in paraksiyal ve
lateral mezodermi uyarir. VEGF ise bu hicrelerin
daha fazla farklilagmasina neden olur. Anjiyoblastlar,
VEGF ve reseptoril olan vaskdler endotelyal blyime
faktori reseptori-2 (VEGFR2 / flk-1 / KDR) aracili-
giyla endotel hiicrelerine farklilasir.

VEGEF ailesi; VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C ve VEGF-
D'yi igerir. Bunlar arasinda VEGF-A, vaskillogenez ve
anjiyogenezde énemli role sahiptir. Bu aile biyolojik
islevlerini tip III reseptor tirozin kinazlara (RTK)
baglanarak gosterir. Vaskiler endotelyal blyime
faktori reseptoru-1 (VEGR-1 / Flt-1), VEGFR-2 ve
vaskiler endotelyal blylme faktorl reseptoru-3
(VEGFR-3 / Flt-4) bu kinaz ailesinin lyeleridir. Re-
septorler, immiinoglobulin benzeri (g benzeri) do-
main, transmembran domain ve hiicre i¢i tirozin kalin-
tilarint tagiyan kinaz domaini gibi sinyal kalintilarini
igerir. Bu reseptorler yaygin olarak normal fizyolojik
kosullar altinda, endotel hicrelerinin, hematopoetik
hiicrelerin, makrofajlarin ve vaskiiler diiz kas hiicrele-
rinin yiizeyinde ifade edilir'%.

Kan damart olusumu i¢in temel olarak VEGF-A ge-
rekli iken; lenfatik damarlarin olusumu i¢in VEGF-C
gereklidir. VEGF-A, VEGFR-1 veya VEGFR-2'ye
baglanarak anjiyogenez ve vaskiilogenezde aktivite
gosterirken; VEGF-C, VEGFR-3'e baglanarak lenfo-
genezin diizenlenmesinde gorev alir'? (Sekil 1).
VEGF-A, anjiyogenezde endotel hiicre filizlenmesin-
de VEGFR-2'ye baglanarak endotel hiicrelerinin ge-
cirgenliginin ve gociiniin artmasinda rol oynar.
VEGF-A'nin VEGR-1'e baglanmasi, endotel hiicre
bdliinmesini diizenleyerek gelisimsel kan damari olu-
sumunu diizenler ve tiip olusumu i¢in endotel hiicre
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etkilesimini destekler. VEGR-2 “knock-out” farelerde
hicbir vaskdler olusum gozlenmemektedir. Dolayisty-
la, VEGF-A ve VEGR-2 etkilesimi, vaskiilogenez
yoluyla ilkel damarlarin olusumu igin gereklidir. Ay-
rica, gelisimin sonraki donemlerinde ilkel vaskiiler ag
yapisimin anjiyogenez ile daha kompleks hale gelmesi
icin de VEGF-A/VEGR-2 etkilesimi gereklidir.
VEGFR-1 “knock-out” farelerde, anormal derecede
genis bir vaskiiler olusum gézlenmektedir. VEGR-1'in
kinaz domaininin, normal vaskiiler gelisimde 6nemli
oldugu bu sekilde gosterilmistir'>,

VEGF-A VEGF-A VEGF-C

R AR R R

VEGFR-1 VEGFR-1 VEGFR-3
Endotel Vaskiiler gegirgenligi ve Lenfogenez
hiicre-hiicre endotel hiicre siireci
etkilesimini proliferasy 1 ditzenlenir
destekler ve goglind anjiyogenezde
i #d fil: 1
tiibiil olusumunu
saglar.
Sekil 1.

VEGF-A ile reseptorleri olan VEGFR-1 ve VEGFR-2
etkilesimi, sirasiyla yeni damarlarin olugumunu ve
stabilitesini duzenler. VEGF-C, lenfogenezi uyarmak
icin VEGR-3 araciligiyla etkisini gosterir.

Fibroblast biiyiime faktorii (FGF) ailesi ilk kesfedildi-
ginde, fibroblastlar iizerinde mitojenik etkiye sahip
olduklar1 gosterilmistir. ilerleyen yillarda, FGF'in
embriyodaki mezoderm kaynakli vaskiiler endotelyal
hiicrelerin farklilagmasinda etkili oldugu gosterilmistir.
Ayrica, FGF endotel hiicre mitojeni olarak da bilin-
mektedir. Bununla baglantili olarak, embriyoda kan
damar1 olusumu ve/veya vaskiiler biitiinligiin korun-
masi i¢in FGF-2 gereklidir. Ayn1 zamanda hiicre bi-
yimesi ve ¢esitli hiicre tiplerinin farklilagmasi i¢in
giicli bir duzenleyicidir™™". FGF ailesinin tyeleri,
farkli FGF reseptorlerinin varyantlar1 araciligiyla
sinyal iletme ozelligine sahiptir’. Bunlardan en gok
calisilanlari, FGF-1 ve FGF-2'dir. FGF-1 ifadelenmesi
esas olarak merkezi sinir sisteminde gorulurken; FGF-
2, endotel hiicreleri dahil birgok hiicre tipinde ifade
edilir. FGF-2, endotel hiicre gocu tzerinde de etkilidir.
Ayrica, FGF-2 doku iyilesmesi, anjiyogenez, miyoge-
nez, hematopoez gibi gesitli siireglerde de rol oynar™.
FGF-2 etkisini, reseptor tirozin kinazlarla etkilesim
yoluyla gosterir. Bu reseptér kinazlar, hiicre yiizey
reseptorleri olan fibroblast bilyiime faktorii reseptori-



Anjiyogenez Stirecinde CNP-3 ve NPR-B Ekspresyonu

1ila -4 (FGFR1-4) ve hiicre yiizeyine baglanan hepa-
ran siilfat proteoglikanlardir (HSPG'ler). FGFR'ler,
FGF-2'nin hiicreler iizerindeki etkilerine aracilik eder-
ken; HSPG'ler, FGF-2'nin reseptorlerine baglanmasini
modiile eder. FGFR1 daha fazla olacak sekilde hem
FGFR-1 hem de FGFR-2'nin her ikisi de endotel hiic-
relerinde ifade edilir’®. FGF-2'nin anjiyogenezdeki
etkisi, tavuk koryoallantoik membran (CAM) modeli
ve/veya tavsanin korneast modeli kullanilarak goste-
rilmigtir®®?.

Natriiiretik peptid ailesi, yapisal olarak iligkili en az Ug
peptid igerir. Bunlar atriyal natritretik peptid (ANP),
beyin natritretik peptid (BNP) ve C-tipi natriliretik
peptidtir (CNP). ANP ve BNP, esas olarak sirasiyla
atriyum ve ventrikiil tarafindan tretilen kardiyak hor-
monlar olarak bilinir. Ote yandan CNP, merkezi sinir
sisteminde baskindir; ancak ayni zamanda kikirdak,
epifiz plagi, kondrositler, osteoblastlar, osteoklastlar,
endotel hiicreleri ve vaskiler diz kas hicreleri dahil
0"22%'; lizere ¢ok ¢esitli doku ve hiicrelerde ifade edi-
lir==.

Natritretik peptitler icin bilinen Ug tip reseptor vardir.
Bunlar: natritretik peptid reseptori-A (NPR-A, GC-A,
NPR1), natriliretik peptid reseptorii-B (NPR-B, GC-B,
NPR2) ve natritretik peptid reseptorii-C (NPR-C,
NPR3) olarak adlandirilirlar. Natritiretik peptitler, bu
reseptorlere segici olarak baglanir. NPR-A igin ligand
se¢iciliginin sirast ANP> BNP>> CNP, NPR-B i¢in
CNP>> ANP> BNP ve NPR-C icin ANP> CNP>
BNP seklindedir®®??°. NPR-A ve NPR-B, insanlarda
bulunan 5 transmembran guanil siklazdan ikisidir.
Uglincii natriiiretik peptid reseptorii olan NPR-C,
aktivitesini ¢ogunlukla ii¢ peptid molekilinin lokal
konsantrasyonunu ayarlayarak gosterir®®. Bu 6zelli-
ginden dolayr NPR-C, natritiretik peptidlerin Kklirens
(temizleme) reseptorii olarak bilinir®’.

CNP'nin, endotel hiicreleri, kardiyomiyositler ve vas-
kiler duz kas hucreleri (zerinde, kardiyovaskiler
sistemde otokrin ve parakrin etkileri oldugu gosteril-
mistir®*??%°_ Son ¢alismalar, CNP'nin kardiyovaskii-
ler sistemde inflamasyon, anjiyogenez, diz kas ve
endotel hiicre proliferasyonu, ateroskleroz, hipertansi-
yon ve iskemide duzenleyici bir rol oynadigini ortaya
koymustur®3*. CNP, bu siireclerde reseptérleri olan
NPR-B ve NPR-C araciligiyla etki gosterir™®!. NPR-
B, vaskiler diiz kas hucrelerinde ifade edilir. Bu nok-
tada, CNP ve NPR-B etkilesimi, anjiyogenezin ilerle-
mesinden ziyade vaskiiler tonusun lokal ayarlanmasiy-
la iliskilidir®. CNP'nin endotelyal hiicreler iizerindeki
goc etkisinin, anjiyogenezde potasyum kanallarinin
ATP aracili aktivasyonu ile iligkili oldugu da goste-
rilmistir. Bu calismada®, dliimsiizlestirilmis fare beyin
mikrovaskiiler endotel hiicre hattt (BEnd.3) ve insan
g6bek kordonu damar endotel hicreleri (HUVECS)
kullanilarak potasyum kanallar1 araciligiyla CNP ve
VEGF'in etkileri analiz edilmistir. Sonuglar, potasyum
kanal aktivatorleri, CNP ve VEGF kullaniminin anji-

yogenezde benzer sonuglar verdigini gdostermistir. Ek
olarak, ayni sonuglar CAM analizi ile gdsterilmis ve
potasyum kanal inhibitérleri kullanmildiginda, CNP
aracili anjiyogenezin CAM yapisinda bozuldugu gos-
terilmigtir. CNP'nin bu etkisine NPR-C'nin aracilik
ettigi diistiniilmistir’2. Baska bir ¢alisma®, CNP'nin
konsantrasyona bagl bir sekilde verildiginde (1 uM
konsantrasyonda), aort filizlenme testinde VEGF'e
benzer bir yanit iirettigini ve bu etkinin NPR-C'ye
bagli oldugunu; ancak NPR-B’den bagimsiz oldugunu
gostermigtir. Ek olarak, endotelyal CNP'nin, anjiyoge-
nez ve vaskiler yeniden modellenme siirecinde iske-
miye yanit olarak NPR-C aracili bir etki gosterdigi ve
reseptoriin bu etkiyi Gi uyarimi, ERK1 / ERK2 ve
PI3Ky / Akt / protein kinaz-B aracilifiyla gercekles-
tirdigi gésterilmistirsl. Bu ¢alismalarda, CNP/NPR-C
sinyal yolunun anjiyogenezdeki roliiniin alt1 ¢izilmistir.
Anjiyogenezin dizenlenmesinde CNP ile VEGF ve
bFGF arasinda iligki oldugunu one siiren ¢aligmalar
vardir. VEGF'in endotel hiicrelerinde CNP salinimini
inhibe ettigi ve CNP'nin VEGF iizerinde ayn1 etkiye
sahip oldugu gésterilmistir31. Baska bir ¢alisma, bFGF
ve CNP arasindaki iliskiyi gostermistir. bFGF uyari-
mimnin aort ve beyin vaskiler diiz kas hicrelerinde
CNP mRNA ifadesini azalttigi gosterilmistir. Ayrica,
aort dliz kas hicrelerinde bFGF'in etkisi altinda TGF-
B aracilt uyarmanin CNP {iretimini ve salgilanmasim
azalttig1 gosterilmistir®,

C-tipi natritretik peptid, 2q24-gter bir kromozomal
lokasyona sahip tek bir gen, natritiretik peptit dncisi
C'nin (Nppc) triiniidir®?®. Houweling ve ark.*, tavuk
natritiretik peptid 6ncii gen kiimesini tanimlayarak
karakterize etmis ve bu genin organizasyonunun,
memeli Nppb-Nppa kiimesiyle Kkarsilastirildiginda
yiiksek oranda korunmus oldugunu bulmustur®®. Buna
ek olarak, tavuk CNP-3, insan CNP'sinin amino asit
dizisiyle yiiksek homoloji gostermektedir®. Dolayisiy-
la tavuk CAM modelinin kullandigi bu ¢alismada,
onceki ¢alismalarimizda da?>* kullanilmis olan CNP-
3/NPR-B dizilerini, revers transkripsiyon polimeraz
zincir reaksiyonu (RT-PCR) ile analiz yontemi secil-
misgtir.

Tavuk embriyosu gelisiminin baslangicinda koryoal-
lantoik membran (CAM) avaskilarize bir yapidir.
Yumurtanin inkiibasyonunun 5. giiniinde [(embriyonik
5. gelisim giinii (ES)], CAM vaskiilarizasyonu baglar.
Tavuk embriyosunun allantoisi, inkiibasyonun 3. giini
civarinda ventral endoderm arka bagirsak duvari bo-
yunca ilerler. Embriyoyu ekstraembriyonik s6éloma
dogru iter. E4 ve E10 arasindaki dénemde, allantoisin
mezoderm tabakasi (splanknik mezoderm), koryonun
mezoderm tabakasi (somatik mezoderm) ile birlesir ve
boylece koryoallantoik membran olusur (Sekil 2).
Bagka bir deyisle, CAM yapisi allantoisin epitel taba-
kasi ile koryonun epitel tabakasi arasinda kalan
splanknik ve somatik mezoderm tabakalarin birlesme-
sinden olusur. CAM yapisina katilan ¢ift katmanl
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mezoderm kan damarlar1 agisindan zengindir ve emb-
riyonik dolagima iki allantoik arter ve bir allantoik ven
araciligryla baglanir. Allantoik arterler ve ven embri-
yonik dolagima katki saglar. Bu yapilar, memelilerde
bulunan umbilikal arterler ve vene benzer®®*’.

Koryonik
Koryoallantoik epitelyum

membran

Amaiyon o Koryon ve
allantoisin
0 0 mezengimal
gy . gl « N tabakasi
\‘Z o
Yoni
in
olugan Allantaik
wan apitelyum
Galigimin 910 pra——— Geligimin 910
ginleri qiinleri
Sekil 2.

CAM, allantois ve koryon epiteli ile bunlarin mezen-
sim tabakalarindan olugur. CAM, embriyonik 4. glin-
den itibaren gelismeye bagslar ve 10. giinde geligimini
biiyiik ol¢iide tamamlayarak yumurta kabugunun igini
tamamen kaplar. Yapisinda yogun bir vaskiiler ag
barmdirir.

Tavuk CAM modeli, anjiyogenez caligmalar1 igin
yaygin olarak kullanilmaktadir®“°. Endotel hiicrelerin
filizlenmesi ile izlenen anjiyogenez, ES ila E7 gelisimi
arasinda goriliir. Bu, CAM vaskiiler bitytimesinin ilk
asamasi olarak diistiniilmektedir. E8-E12 arasinda,
intususseptif anjiyogenez (intususseptif mikrovaskuler
blyime) belirgindir ve E13-E14 sirasinda vaskiiler ag,
herhangi yeni bir ag olusumu veya karmasik yapi
olmaksizin hacim ve kiitle olarak biiyiir***". CAM'in
genel vaskiiler yapisi, kabuga en yakin koryonik epite-
le bitisik bulunan kilcal vaskiiler tabakadan ve CAM
icinde serbestgce ylizen ve embriyonik hareketler ile
uyumlu hareket edebilen, daha derin ve daha biyik
damarlardan olusur40’42. ilk asamada heniiz olgunlas-
mamig kan damarlar1 ve diiz kas hiicreleri mezoderm
icinde yer alir. Kan damarlart E8'e kadar ¢ok hizli
blyir ve Gzerini orten koryonik epitel hicreleri ile
iligkili kilcal pleksusa koken vererek dis cevre ile gaz
alig-verisine aracihik eder*®***. CAM, yiizey alaninda
hizli biiyiimeye devam eder ve E10-E11 civarinda
CAM, yumurta kabugu agildiginda altinda agikca
goriilebilir®*# E12'de CAM, i¢ kabuk zarmm tiim
yiizeyini kaplar ve E14’e kadar yiizey alan1 genisle-
meye devam eder”®*’. E16'da CAM'in kilcal vaskiiler
ag1 ince yapisi, koryonik epitele komsu mezoderm
icinde ve devamli bir endotel tabakasi ile ortiilii, ¢ev-
resindeki perisitlerin koryonik epitel icerisinde gorul-
digii yogun bir pleksus olarak tanimlanir*®*®, CAM’in

vaskiiler sistemi E18'de son kompleks yapisina ula-
qar0.

Kan damarlarinin olusumu, vaskiilogenez ve anjiyo-
genez sireclerini igeren kompleks bir olaydir. Biiytime
faktorleri ve etki gosterdikleri sinyal yollari, bu siireg-
lerde 6nemli rol oynamaktadir. Bu ¢aligma, gelisimi
sirecinde CAM vyapisini 151k ve elektron mikroskop
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incelemelerinde tanimlamak ve CAM yapist igerisinde
gorilen anjiyogenez surecinde bilinen anjiyogenik
faktorler olan VEGF-A ve FGF-2’nin yani sira CNP-
3'in mRNA ifade profilini, dolayisiyla siiregteki olasi
katkisini zamansal agidan analiz etmek i¢in planlan-
mistir.

Gerecg ve YOntem

Tavuk Embriyolarinin Elde Edilmesi

Bu ¢alisma Baskent Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu tarafindan onaylanmis ve Baskent
Universitesi Arastirma Fonu tarafindan desteklenmis-
tir (Proje no: DA20/14). “ATAK-S” soyundan fertilize
tavuk yumurtalart1 T.C. Tarim ve Orman Bakanligi,
Tavukguluk Arastirma Enstitisii'nden temin edilmistir.
Yumurtalar, 37.5 °C'de ve nemli ortamimi koruyan
yumurta inkiibatorinde istenilen sire inkibe edilmis-
tir. Calismada %10 oraninda dollenmemis yumurta
olabilecegi gbz Oniine alinmistir ve buna bagli olarak
90 adet tavuk yumurtasi ile ¢alisiimistir.

CAM Doku Orneklerinin Toplanmast, Isik Mikroskobu
ve Gecirimli Elektron Mikroskobu (TEM) ile CAM
Orneklerinin Yapisal Analizi

Steril cerrahi aletlerle yumurtanin kabugunun sivri
olmayan tarafinda bir pencere agilarak E7'den E20'ye
kadar CAM doku ornekleri kesip ¢ikarilan kabuk
altindan toplanmustir.  Ornekler, 151k mikroskopu
icin %4 paraformaldehit icerisinde ve TEM igin %2
glutaraldehit solusyonunda tespit edilmistir. Isik
mikroskop analizi igin rutin histolojik teknikler kulla-
mlmistir. Gece boyu %4 paraformaldehit tespitinden
sonra, ornekler %70 alkol igerisine alinmig ve artan
dereceli alkol serisinden (%75, %96 ve %100) geciri-
lerek dehidrate edilmistir. Ksilol ile muamele sonra-
sinda parafinde 3 saat bekletilen dokular parafin blok-
lara gomillmiistiir. Lizin kapli lamlar tizerine 5 mik-
rometre kalinliginda kesitler alinmis ve ardindan he-
matoksilen-eozin ile boyanmustir. Istk mikroskopik
analiz icin ek olarak, %2 gluteraldehit ile tespit edil-
mis CAM orneklerinden yart ince kesitler hazirlanmis-
tir. Bunun i¢in dokular gluteraldehit tespiti sonrasinda
kicuk parcalara bolinmiis ve ikinci defa osmiyum
tetroksitle tespit edildikten sonra, fazla suyun uzaklas-
tirtlmasi i¢in artan derecelerdeki etil alkol serilerinden
gecirilmistir. Ornekler propilen oksit, ggmme mater-
yalinde (v/v) [10 ml Araldit Resin, 10 ml Dodesenil
stiksinik anhidrit (DDSA), 0.5 ml Benzildimetilamin
(BDMA), 1 ml Dibiitil fitalat] 30 dakika bekletilmistir.
Sonrasinda, %25 propilen oksit + %75 kisim gémme
materyalinde (v/v), karistiric1 Uzerinde, oda 1s1sinda, 2
saat karistirilmistir. Son olarak dokular gdmme mater-
yali ile gdmme kapsiiline gomiilmiistiir. Hazirlanan
bloklardan ultramikrotom ile 1 mikrometre kalinligin-
da kesitler alinarak %1 toluidin mavisi ile boyanip 151k
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mikroskobu ile incelenmistir. Muskuler arterlerinin
gelisimi, arteriyollerin ilk goriildligii zaman noktasi,
CAM yapisindaki bag dokusu kalinligr ve damar du-
var kalimligindaki degisim gibi tanimlayic1 parametre-
ler 151k mikroskop ile incelenmistir. Hematoksilen-
Eozin ile boyanan preparatlar ve toluidin mavisi ile
boyanan yari ince kesitler Leica DFC 500 dijital ka-
mera bagli olan 151k mikroskop ile (Leica DM 3000,
Almanya) fotograflanmstir.

TEM analizi siirecinde yar1 ince kesitler i¢in hazirla-
nan bloklardan elde edilen 90 nm kalinhigindaki ince
kesitler kullanilmistir. Yart ince kesitler ile isaretlenen
bolgelerden alinan ince kesitler 100 ya da 200
mesh’lik bakir gridler {izerine alinmistir. Alinan kesit-
ler kontrast saglamak amaciyla, uranil asetat ve kursun
sitrat ile boyanmistir. Elektron mikroskobu, vaskuler
dallanma noktalarin1 gorsellestirmek, endotel hiicre-
lerdeki, graniil depolayan hiicrelerdeki ve koryonik ve
allantoik epiteldeki degisiklikleri gozlemlemek igin
kullanilmustir. Ince kesitler Gatan Orius SC-1000
dijital kamera bagli olan ge¢irimli elektron mikroskop
(Jeol JEM 1400, Japonya) ile incelenmistir.

RNA Izolasyonu ve Revers-Transkriptaz Polimeraz
Zincir Reaksiyon (RT-PCR) Analizi

Belirlenen gelisim giinlerinde CAM &rneklerinden
RNA izolasyonu, daha énce tarif edildigi sekilde®,
Trizol solisyonu (Tri-reagent, Sigma, Almanya) kul-
lanilarak yapilmigtir. Bunun igin, E7 ile E20 arasinda
kalan stirecte CAM o6rnekleri giinliik olarak toplanmig-
tir (E11, E14, E18 harig). Toplam RNA konsantrasyo-
nu ve safligt A260/A280 orami kullanilarak hesaplan-
mistir (>1.8). Tki asamali RT-PCR reaksiyonu igin
uretici firmanin (OneScript® Plus ¢cDNA Synthesis
Kit abm, Kanada) onerileri dogrultusunda 6nce 1 pg
total RNA revers-transkriptaz (RT) reaksiyonu igin
kullanilmustir ve ardindan PCR reaksiyonu ile analizi
istenen mRNA’lar amplifiye edilmistir. RT reaksiyon-
lar1 termal dongii cihazi kullanilarak iki asamali sekil-
de gerceklestirilmistir (Birinci asama: 1 déngii 65 °C,
5 dakika ve +4 °C, 1 dakika. Tkinci asama: cDNA elde
etmek igin (ters transkripsiyon), 1 déngi 50 °C, 50
dakika, 85 °C, 5 dakika ve +4 °C, 5 dakika). Elde
edilen ¢cDNA f{iriinleri PCR i¢in kullanima kadar -20
°C'de saklannustir.

Analizi istenen genler i¢in PCR dongii kosullart opti-
mize edilmistir ve normalizasyon asamasinda kontrol
olarak kullanilan gliseraldehit fosfat dehidrogenez
(GAPDH) icin PCR protokoliinde 27 déngu ve analiz
edilen diger tiim genler i¢in 30 déngii optimum olarak
belirlenmistir. Analiz edilen genler ve kullanilan pri-
merler Tablo I'de listelenmistir. Termal dongii cihazi
kullanilarak gerceklestirilen PCR kosullar1 sunlardir: 1
doéngi, 95 °C, 12 dakika (aktivasyon); 25-30 doéng(,
95 °C, 1 dakika (denatiirasyon), 55-58 °C, 1 dakika
(primerlerin yapismasi), 72 °C, 1 dakika (uzama); 1
dongl, 72 °C, 10 dakika (son uzama). Elde edilen

PCR driinleri +4 °C'de saklanmistir. PCR iiriinleri
agaroz jel elektroforezi ve etidyum bromir boyama ile
gorsellestirilmigtir. Elde edilen PCR iriinlerinin dansi-
tometrik analizleri Image J programu kullanilarak
gergeklestirilmistir  (https://imagej.nih.gov/ij/ down-
load.html). Her gelisimsel giine ait spesifik gen ifade-
leri, ayn1 giine ait GAPDH 6l¢iim sonucu kullanilarak
normalize edilmigtir ve sonuglar grafikler seklinde
sunulmustur.

Tablo 1. Revers-Transkriptaz Polimeraz Zincir Reak-
siyonu i¢in kullanilan primerler.

Hedef Kullanilan Primer Oriin Gen Bankasi
Gen Sekanslan Ulagim Numarasi
VEGF-A |F: 349 bg [NM205042.2 (bu
CGGAAGCCCAACGAAGTTAT makale)
C
R:
CCTTCCCCTTTCCTCGCTTT
VEGFR- |F: 529 b¢ [NM001004368.1 (bu
2 AGTCATAGGCAACGACACCG makale)
R:
TGCACGCTTTTCCTTGATGG
FGF-2 |[F: 325bg [NM205433.1 (bu
AAGCGGCTCTACTGCAAGAA makale)
C
R:
TTGGTCCGGGCTTGTACTGT
FGFR-2 [F: 393 bg [NM205319.2 (bu
CAGCTGACTCAAGCTCCTCC makale)
R:
CATACAGCGGACCATCCTGG
CNP-3 |F: 201 bg [XM427055 (23)
AAGAGAGGGATCGTGAGCAA
R:
TCCTGGACAGACCCTTTTTG
NPR-B |F: GCCTGCTCCGAGTACGTG 252 bg |XM427055 (23)
R: GTGCAGGTGGGAGACGAA
GAPDH [F: AGTCATCCCTGAGCTGAAG |330 bg [J00849 (23)
R:
AGGATCAAGTCCACAACACG

*dipnot: F: “Forward” primer, R: “Reverse” primer, b¢: baz
cifti

Bulgular

CAM Yapisumin Istk Mikroskopik Analizi

CAM gelisimi siirecindeki yapisal degisimleri incele-
mek igin, Hematoksilen-Eozin ile boyanmis kesitler
ve toluidin mavisi ile boyanmis yari ince kesitler 11k
mikroskop kullanilarak analiz edilmistir. E7'de CAM
mezengimi iginde endotel tiip yapilart gézlenmistir
(Sekil 3A ve B). E12'de ana kan damarlarinin ¢apinin
arttig1 ve mezensimden farklilastig1 dngoriilen diiz kas
hiicreleri ile bu damarlarin etrafinin sarildigi ve stabi-
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lize edildigi gozlenmistir (Sekil 3C). Sirasiyla E12 ve
E13'te CAM yapisi i¢inde tanimlannis miiskiiler arter-
ler (Sekil 3C) ve orta biiyiikliikte ven yapilar1 goril-
miistiir (Sekil 3D).

E15'te, tunika muskularis tabakasindaki diiz kas say1-
sindaki artisla tanimlanan miiskiiler arterler goriintl-
lenmistir (Sekil 4A). CAM mezengim hiicre yogunlu-
gunun ve buna paralel olarak CAM kalinliginin E15
ile E17 arasinda arttig1 goriilmistiir (Sekil 4B ve C).
Miiskiiler arterlerinin yapisi, tunika adventiSyanin
organizasyonu ile E15-E19 arasinda daha fazla gelis-
me gostermistir (Sekil 4B-D ve Sekil 5A-B). E20'de
kalin bir mezensim ve incelmis koryonik ve allantoik
epitel yapilar1 gézlenmistir (Sekil 4E). Ek olarak,
gelisimin ileri evrelerinde, CAM mezensiminde kan
damarlarinin koryona oldukga yaklastigi gdzlenmistir
(Sekil 4F).

CAM Vaskiiler Yapisimin TEM Analizi

E7'de CAM koryonik epiteli altinda ve mezensim
icinde endotel tiip yapilari gozlenmistir (Sekil 6A).

Koryonik epitel bu asamada iki tabakali olarak g6z- Sekil 4.

lenmis olup, bu hiicre tabakalar1 arasinda desmozom-  Toluidin mavisi boyama metoduyla E15, E16, E17 ve
lar goriilmistiir (Sekil 6A). Ek olarak, hem mezensim E19’da boyanan CAM orneklerinin mikroskop ile
hicrelerinde hem de endotel hiicrelerinde perintkleer incelenmesi. E15'te limeninde eritrositler ve limen
alanda bulunan belirgin bir granllli endoplazmik etrafinda belirgin tunika media bulunan miiskiiler
retikulumu (GER) gozlenmistir (Sekil 6B-D). arter yapist (kalin ok bagsi) komsulugunda ven yapisi

(ok) (4, X400). E16'da mezensim tabakasinda venéz
yapilar (oklar) ve gelismis miiskiiler arter (B, X400).
E17 ve E19'da mezensim tabakasinda duvar yapist
geliskin miiskiiler arter yapilart (kalin ok basi) (C, D,
X400) E20'de koryonik epitel altindaki mezensim
tabakasinda yogunlasan liimeni ve duvart belirgin
damar yapisi (ok basy) ve yaninda ince kilcal damar
yapisi (ok) goriildii (E, X200 ve F, X400). ae: allan-
toik epitel, ke: koryonik epitel, Er: eritrositler, kz:
kabuk zar

Sekil 3.

Toluidin mavisi boyama metoduyla E7, E12, E13’de
boyanan CAM &rneklerinin istk mikroksop ile ince-
lenmesi. E7'de yeni olusan endotel tiip yapilarinin

mezensim icerisinde gosterilmesi (vildiz isareti™®) (4,
X400). E12'de koryonik epitel altinda ve mezensim

tabakasinda gériilen vaskiiler yapilar (B, X400).
E12’de mezensimde gériilen miiskiiler arter yapisi (ok
basi) (C, X200). E13 de mezensim tabakasinda gorU-
len ven yapist (D, X200). ae: allantoik epitel, ke: kor-
yonik epitel, Er: eritrositler, V: ven.

Sekil 5.
Hematoksilen-Eozin boyama metodu kullan:larak
E16°da boyanan drneklerin stk mikroskop ile ince-
lenmesi. E16'da CAM mezengim igerisinde yer alan

cesitli boyutlarda vaskiiler yapilarin gosterilmesi (ok
baslari) (A, B X200).
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Sekil 6.

E7’de CAM orneklerinin ince yapisimin TEM ile ince-
lenmesi. CAM yapisindaki damarlar. Koryonik epite-
lin iki katl gérinimu ve desmozomlar (A, X8000).
Koryonik epitele komsu lokalizasyonda kilcal damar
vapilart (ok basi) (B, X6000). Koryona komsu yerle-
simli damar endotelinin yakinina yerlesmis mezengim
hiicresi ve belirgin GER yapist (C, X8000). Periniik-
leer bolgeye lokalize GER yapisi (kesikli ok) belirgin
endotel ile ¢evrili kan damari (D, X6000). ke: koryo-
nik epitel, M: mezensim hiicresi, Er: eritrositler, En:
endotel hiicresi, d: desmozom, GER: granilli endop-
lazmik retikulumu.

E8’de, CAM mezensim tabakasinda artmig kolajen
sentezi gorillmistir (Sekil 7A). Allantoik epitel hiicre-
leri ve bazal lamina arasindaki desmozomlar, E8'de
acikca gozlenmistir. Allantoik epitelde beklenildigi
gibi damar olusumuyla ilgili herhangi bir yap1 g6z-
lenmezken, lipid damlaciklarimin varhigr dikkati ¢ek-
mistir (Sekil 7B). Kan damarlari, E8'de mezengim
icerisinde kolayca ayirt edilebilmistir (Sekil 7C). Me-
zengimde goriilen bu kan damarlart belirgin endotel
hiicrelerine sahiptir (Sekil 7D). Ek olarak, koryonik
epitel ile yakin temas halinde endotel tiip yapilari
gbzlenmistir (Sekil 7E) ve bu olusumlarda intussusep-
tif anjiyogenezi diisiindiiren siitun benzeri olusumlar
gorilmistir (Sekil 7F).

Koryonik epitel, E12'de ¢ok katmanli bir yapida go-
rilmiistlir. Koryonik epitel komsulugunda gelisen
CAM vaskiiler yapilar1 devamli sekilde endotel tiipleri
olarak goézlenmistir (Sekil 8A). Ayrica, bu kilcal da-
marlar, E7'ye kiyasla koryonik epitelin yiizeyine ¢ok
daha yakin yerlesim gostermektedir (Sekil 8B). Ayrica
endotel hiicrelerde heterokromatin E15'te kan damar-
larinin etrafindaki perivaskiiler hiicrelerin artist g6-
rilmiistiir. E15'te vaskiiler organizasyonun kiigiik
capl vaskiiler yapilara kadar ilerledigi, bu yapilarin
duvarlarinda perisitlerin, limenlerinde ise eritrositlerin
yer aldig1 gozlenmistir (Sekil 9A). Vaskiiler yapilara
komsu eozinofilik hiicrenin varligi goriilmiistiir (Sekil
9A). Ozetle, bu asamada koryonik epitele komsu vas-

kiiler organizasyonda artig dikkati ¢ekmistir (Sekil 9B).

E8’de CAM orneklerinin ince yapisimin TEM ile ince-
lenmesi. Mezengim tabakasinda kollajen lifleri (yildiz
isareti *) (A, X15000). Desmozomlar, lipid damlacik-
lart ve belirgin bazal membran (B, X20000). Mezen-
sim igerisinde vaskiiler yapilar (C, X6000, D, X5000,
E, X8000). Endotel hiicrelerinde olusan siitun benzeri
vapi (kalin ok) (F, X15000). ae: allantoik epitel, bm:
bazal membran, d: desmozom, Er: eritrositler, En:
endotel hicresi.

Sekil 8.
E12’de CAM orneklerinin ince yapisinin TEM ile
incelenmesi. Koryonik epitel hiicreleri arasinda sayica
artan ve yiizeye yakin konumlanan kilcal vaskiler
vapilar (ok basi ile gosterilen) (A, X6000 ve B, X5000).
Ayrica E12 de niikleolus (n) yapilar: belirgin gorilen
koryonik epitel hiicreleri gozlenmistir. ke: koryonik
epitel, Er: eritrositler, En: endotel hiicresi,
n:niikleolus.

o

Sekil 9.
E15’de CAM orneklerinin ince yapisinin TEM ile
incelenmesi. Eozinofil benzeri hiicre komsulugunda,
perisitler ile ¢evrilmis bulunan vaskiiler yapi (4,
X6000). Niikleolus (n) yapilar: belirgin endotel ile
cevrilmis bir liimeni ve perisitleri bulunan vaskiler
yapt (B, X12000). Er: eritrositler, n: nikleolus, En:
endotel hiicresi, Prs: perisit, Eo: eozinofil benzeri

hucre.
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E20'de E15°e gore daha gelismis ve mezensime yer-
lesmis kan damarlar1 goriilmiistiir (Sekil 10A). Ayrica,
koryonik epitel altinda ve yakin komsulugunda yayi-
lim gosteren endotel tiip yapisindaki kan damarlar1 da
gozlenmistir (Sekil 10B). CAM mezengiminde farkl
biiyiikliikte kan damarlar1 goriilmiigtir (Sekil 10C-D).
Bu durum vaskiler organizasyonun kompleks bir
yaptya eristigini diistindiirmiistiir. E20 i¢in en ¢arpict
bulgu, hem allantoik hem de koryonik epitellerin gok
katmanli yapisinin ve bu epitel hiicreleri arasinda
desmozomlarin gozlenmis olmasidir. Koryonik epitel
yiizeyindeki parmak benzeri uzantilarla ¢ok katli bir
gorinim sergilerken (Sekil 10E); allantoik epitel daha
fazla katl bir gériinlime sahip olarak goriintiilenmistir
(Sekil 10F).

! | .__'"{ P —

o
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Sekil 10.

E20°de CAM érneklerinin ince yapisinin TEM ile
incelenmesi. Mezensim iginde etrafinda perisit ve
mezensim hiicresi goriilen arter benzeri gelismis vas-
kiiler yapi (A, X6000) ve koryonik epitel komsulugun-
da sayica artig gosteren kapiller vaskiiler yapilar (ok
basi) (B, X6000). Mezensim icerisinde bir vaskiler
yapt (C, X8000) ve mezensimde daha kalin bir duvara
ve geniy liimene sahip kan damar: (D, X3000). Koryo-
nik epitelin yiizeyinde parmaksi ¢ikintilar (oklar) dik-
kati ¢ekmistir (E, X12000). Desmozomlar en ¢ok,
katmanly allantoik epitelde goriilmiis ve allantoik
epitelde artmug lipid damlaciklar (Id) sayist gozlen-
mistir (F, X12000). Er: eritrositler, En: endotel hiicre-
si, Prs: perisitler, M: mezengim hiicresi, d: desmozom,
Id: lipid damlaciklar

CAM Orneklerinde VEGFA, FGF-2, CNP-3 ve Bu
Ligandlarin Reseptorlerinin Zamana Bagli mRNA
Ifadelerinin Analizi

CAM gelisimi siirecinde goriilen vaskiiler yapilanma-
ya paralel olarak, VEGF-A (Sekil 11A), FGF-2 (Sekil
11B) ve CNP-3 (Sekil 11C) ve bu ligandlarin reseptor-
leri olan VEGFR-2 (Sekil 11A), FGFR-2 (Sekil 11B)
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ve NPR-B’nin (Sekil 11C) zamana bagli mRNA ifade
duzeyleri RT-PCR ve etidyum bromiir boyali agaroz
jel elektroforezi ile analiz edilmistir. Elde edilen dan-
sitometrik analiz sonuglar1 ayni zaman noktalarina
karsilik gelen GAPDH o6l¢giim degerleri kullanilarak
normalize edilmistir.
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Sekil 11.

E7-E20 siirecinde (E11, E14, E18 haric) VEGF-
A/VEGFR-2 (A), FGF-2/FGFR-2 (B) ve CNP-3/NPR-
B (C) RT-PCR analizlerinin agaroz jel goruntileri.
E7-E20 siirecinde (E11, E14, E18 hari¢) VEGF-
A/VEGFR-2 (D), FGF-2/FGFR-2 (E) ve CNP-3/NPR-
B (F) mRNA ifadelerinin dansitometrik analiz sonug-
lar1 (sonuglar ayni zaman noktasindaki GAPDH
mRNA ifade dizeyine gore normalize edilmistir).

VEGF-A ve FGF-2 mRNA ifadesi, reseptorleri ile
uyumlu olacak sekilde E7-E9'da gozlenmis olup,
E8'de pik yaptiklar1 goriilmiistir (Sekil 11D-E).
VEGF-A ve FGF-2'nin mRNA ifade dizeylerinin
E10-E15 arasinda azaldigi tespit edilmistir (Sekil
11D-E). VEGF-A mRNA ifadesinde E16-E19 arasin-
da ikinci bir artiy gozlenmis olmasina ragmen,
VEGFR-2 mRNA ifadesi E12'den sonra azalmis ve
kaybolmustur (Sekil 11D). FGF-2 mRNA ifadesi
El6'da ikinci bir artig gosterirken, FGFR-2 mRNA
ifadesi E15-E20 arasinda kademeli olarak artmis ve
ikinci kez en yiiksek seviyesine E19'da ulagmistir
(Sekil 11E).

CNP-3 mRNA ifadesi ilk olarak E13'te gbzlenmis
olup, en yiiksek seviyesine E16'da ulastig: tespit edil-
mistir (Sekil 11F). NPR-B mRNA ifadesinin ise tum
CAM gelisimi boyunca gbzlenmesine ragmen en yiik-
sek seviyesine, ligandi olan CNP-3 mRNA ifadesine
paralel olarak, E16'da ulastig1 gézlenmistir (Sekil 11F).
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Tartisma ve Sonug¢

Bu c¢alismada, tavuk embriyosu modeli kullanilarak,
E7-E20 arasinda CAM Uzerinde gorilen anjiyogenez
stireci 151k ve transmisyon elektron mikroskop analiz-
leri ile takip edilmistir. Ayrica, ayni giinlerde alinan
CAM ornekleri kullanilarak, anjiyogenez mekanizma-
larinda rol aldigi bilinen faktorlerin (VEGF-A ve
FGF-2) ve reseptorlerinin (VEGFR-2 ve FGFR-2)
yani sira, insan CNP homologu olan tavuk CNP-3 ve
reseptorit NPR-B'nin mRNA ifade dlizeylerinin zama-
na bagimli degisimi analiz edilmistir. Calismanin
amaci, CNP-3'ln ve reseptorii olan NPR-B’nin CAM
yapist igerisinde goriilen anjiyogenez sirecindeki
mRNA ifade profilini, dolayisiyla siiregteki olas1 kat-
kisin1 zamansal agidan analiz etmek ve tanimlamak
olarak planlanmustir.

Literatiirde CAM gelisimi, koryonik ve allantoik epi-
tel ve bunlarin mezengim tabakalarinin morfolojisi ve
molekiiler 6zellikleri dikkate alinarak evrelendirilmis-
tir*"*°, Bu evreleme genellikle gelisimin erken, ileri ve
gec¢ asamalari seklinde ifade etmektedir. Bu dogrultu-
da ¢alismamizda, CAM yapisinda anjiyogenezi asa-
malandirmak i¢in 1s1k mikroskop analizleri kullanil-
migtir. Sonug olarak, damarlarin gelisim diizeyi ve
damar duvarinin yapisi ve kalinhigr dikkate almarak
calismamizda E7-E12 erken, E13-E18 ileri ve E18-
E20 anjiyogenezin gec evreleri olarak belirlenmistir.

VEGF-A, anjiyogenez surecinde reseptorlerinden biri
olan VEGFR-2 araciligiyla endotel hiicre proliferas-
yonunu, gociinii ve endotel hiicre sagkaliminini sagla-
yarak 6nemli bir rol oynamaktir®®. Bu nedenle CAM
vaskiiler gelisimi iizerine yapilan ¢aligmalar VEGF-A
lizerinde yogunlasm1$t1r41. Bu ¢aligmada gosterilen ve
E7-E9 arasinda, diger bir deyisle CAM vaskiiler geli-
siminin erken doneminde artan VEGF-A mRNA ifa-
desi literatiirle uyum gostermektedir*->'. Bu veriler,
E7-E12 arasindaki siirecte, mezensimde endotel tiiple-
rin varhigmi gosteren 11k mikroskop analizlerimizle
de desteklenmistir (Sekil 3A-B). Anjiyoblastik hiicre-
lerin, VEGF-A sinyali ile prolifere olan ve vaskiloge-
nez/anjiyogenez siireglerine katilan endotelyal hiicre-
lere farklilagtigi disiiniilmiistir. E7-E12 arasinda
VEGF-A’ya eslik eden VEGFR-2 mRNA ifade profili
de sonuglar1 desteklemektedir (Sekil 11D). Bu erken
dbnem, yeni kan damarlarinin olusumu ve gelismesi,
yani vaskiilogenez olugmasi ve anjiyogenezin basla-
masl i¢in uygun zaman olarak kabul edilmistir. Ayrica,
E7°de goriilen ve ozellikle kan damarlariin endotel
hlcrelerinde bulunan perintkleer bdlgede belirgin
olan granullii endoplazmik retikulumu (GER) yapisi,
VEGF-A ve FGF-2 sentezini kapsadigi diisiiniilen
protein sentezi ile iligkilendirilmistir. Bu bulgular,
damar olusumu ve gelisiminde endotel hiicre filizlen-
mesi araciligiyla gerceklesen anjiyogenezde VEGF-A
ve VEGR-2 arasindaki iligskinin uyumlulugunu CAM

anjiyogenezi icin de desteklemektedir. Ozellikle,
E12'de goOzlenen koryonik epitelden tomurcuklanan
endotel tiip yapilarinin varligi heniiz olugsmaya bagla-
yan kan damarlarin1 ve bu damarlardan anjiyogenez
ile gelisen damarlarin organizasyonunu isaret etmek-
tedir (Sekil 3B). Ayrica, E8'de goézlemlenen siitun
benzeri yapilar, bu dénemde literatiirde gosterilen* ve
VEGF-A ile iligkili oldugu belirtilen intussuseptif
anjiyogenez ile de iliskilendirilebilir. Ancak burada
instussuseptif anjiyogenez konusunda daha net bilgiler
elde edebilmek icin ileri calismalara ve seri kesitlerin
analizine ihtiya¢ duyulmaktadir.

FGF-2, hem erken hem de ge¢ anjiyogenezde rol oy-
namaktadir ve etkisini VEGF-A gibi diger anjiyogenik
faktorlerin ifadesini kontrol ederek géstermektedir®®®*,
FGF-2'nin bu anjiyogenik etkisi, in vitro ¢alismalarda
CAM modeli kullanilarak da incelenmistir**">*, Ca-
lismamizda, FGF-2 mRNA ifadesi ilk olarak E7-E9
arasinda ve ikinci olarak E16-E20 arasinda olmak
tizere iki pik diizey gostermistir (Sekil 11E). FGF-2,
endotel hiicrelerinin prolifere oldugu, gog¢ ettigi ve
anjiyogenez aracilifiyla yeni tiibiil yapilarini olustur-
dugu distiniilen bu giinlerde VEGF-A ile birlikte ifade
edilmektedir. FGF-2 ve VEGF-A mRNA ifadelerinin,
CAM gelisiminin erken asamalarinda birbirleriyle
Ortiismekte oldugu gosterilmistir (Sekil 11D-E). E7-
E9 arasinda CAM yapisinda yeni damarlarin olusu-
munun goézlenmesi, FGF-2'nin bir endotel hiicre mito-
jeni olarak VEGF-A ile sinerjistik etkiler gosterebile-
cegi hipotezini desteklemektedir. Ayrica FGF-2nin
yalnizca endotelyal hiicreler ilizerinde mitojenik etkile-
ri yoktur. Fibroblastlarin ¢ogalmasini da diizenledigi
bilinmektedir. FGF’in fibroblastlar {zerindeki bu
etkisinin, E15 ile E17 arasinda miiskiiler arter yapisi
gosteren ileri arterlerin duvar yapilarinda yer alan diiz
kas ve bag doku tabakalarinin organizasyonunu agik-
layabilecegi diistiniilmistiir. FGF-2 ve FGFR-2'nin her
ikisi de endotel hiicrelerinde ve vaskiler diiz kas hiic-
relerinde ifade edilmektedir. FGF-2, bu reseptorl
araciligiyla endotel hiicreleri iizerindeki etkisini gos-
termektedir'”®. FGFR-2 mRNA ifadesi, E7-E9 ara-
sinda ve El6'da kendi ligand1 ile eszamanli olacak
sekilde gosterilmistir (Sekil 11E). Bu g6zlem, FGF-
2'nin FGFR-2 ile damar gelisiminin ileri evresinde
etki gosterdigi hipotezini gliclendirmektedir.

E20'de CAM mezensim igerisinde hem biiyuk Iimenli
ve geliskin duvar yapisina sahip miiskiiler arterlerin,
hem de kucuk Iimenli ve ince duvar yapisina sahip
vaskiiler yapilarin varligi gdzlenmistir. Ayrica, koryon
epiteline komsu arterioller ve kapiller vaskiiler yapilar
da gozlenmistir. Vaskiiler yapilarin bu sekilde farkl
biyukluk ve konumlarda diizenlenmesi ve kompleks
bir yapiya degisimi, muhtemelen yumurtadan ¢ikma-
dan Once civeivin artan oksijen ihtiyaciyla iligkilendi-
rilmektedir.

CNP'nin kardiyovaskiiler sistemde rolii oldugu bilin-
mektedir®®. CNP'nin, insan aortik endotel hiicrelerin-
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den elde edilen hiicre kiiltiiriinde ifade edildigi goste-
rilmistir®. Ayrica CNP reseptorlerinden biri olan
NPR-B’nin sadece merkezi sinir sisteminde bulunma-
dig1; ayn1 zamanda kan damarlarinda da ifade edildigi
bulunmustur®®. Bu nedenle, CNP'nin reseptorii NPR-B
araciligiyla kardiyovaskiiler bir role sahip oldugu
diisiiniilmektedir®. Ek olarak, CNP'nin NPR-C yoluy-
la vaskuiler fonksiyonu diizenleme, vaskiiler yeniden
modelleme ve anjiyogenezi dizenleme Uzerinde etki-
leri oldugu gésterilmistirsl. Caligmamizda, CNP-3'ln
ve reseptorii olan NPR-B’nin CAM yapisi igerisinde
gorilen anjiyogenez surecindeki mRNA ifade profilini,
dolayisiyla siirecteki olasi katkisini zamansal agidan
analiz etmek ve tanimlamak amaglanmugtir.

CAM yapist igerisinde goriilen anjiyogenez siirecinde
CNP-3 mRNA ifadesi ilk olarak E13’de gOriilmiis
olup, El6'da pik seviyesine ulagmustir (Sekil 11F).
El6'da FGF-2 ve CNP-3'iin es zamanl ifade edildigi
gozlenmistir (Sekil 11E-F). Bu sonuglar, FGF-2 ve
CNP-3'tin, CAM gelisimi ve ileri vaskiiler organizas-
yon siirecinde anjiyogenezin ileri ve ge¢ asamalarinda
rol oynayabilecegini diigiindiirmiistiir. Ayrica, E16’da
embriyonun artan biiytikliigiine paralel olarak artan
oksijenizasyon ihtiyacinin da CNP-3 ve FGF-2 ifade-
sini uyarmisg olabilecegi yorumlanmistir.

Sonug olarak bu ¢alisma, VEGF-A ve FGF-2 tarafin-
dan diizenlenen anjiyogenik sinyal yolaklarina paralel
olarak, CAM yapisinda goriilen anjiyogenez siirecinde
CNP-3/NPR-B sinyal yolagimin da etki mekanizmasini
arastirabilecek gelecekteki ¢aligmalarin temelini olus-
turmaktadir. CAM vaskiiler gelisimi sirasinda CNP-
3/NPR-B sinyal yolagimin anjiyogenezdeki etki meka-
nizmasint agiklayabilmek i¢in daha fazla fonksiyonel
calismaya ihtiyag vardir.
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