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1. GIRIS VE AMAC

Mikrofold hiicreleri (M hiicreleri) mukozal lenfoid folikiilleri cevreleyen folikiil
iligkili epitelde yer alan, mukozal immun yanitin baslamasinda rol oynayan Ozellesmis
epitelyal hiicrelerdir. M hiicreleri luminal antijenleri alarak mukoza altinda yer alan mukoza
iliskili lenfoid dokulara (MALT) sunmaktadirlar. M hiicreleri diger epitel hiicrelerinden farkl
morfolojik o6zellikler gostermektedir. Apikal yilizde kisa irreguler mikrovillus yapilari,
bazolateral ylizde ise cep benzeri katlantilar bulundururlar. Bu morfolojik farkliliklar
fonksiyonel 6zelliklerini destekler niteliktedir. Kisa mikrovillus yapilari luminal antijenler ile
kolaylikla temasin saglanmasinda, cep yapilar1 ise antijenlerin hizli ve kolaylikla
sunulmasinda rol oynar. Yapilan ¢aligmalarda molekiiler olarak da M hiicrelerinin diger epitel
hiicrelerinden farkli olduklart ortaya konulmustur. Bu molekiiler farkliliklardan en 6nemlileri
UMOD ve Spi-B gen ekspresyonudur. Literatiirde Spi-B gen mutasyonu olan farelerde M
hiicrelerinin gelismedigi gosterilmistir. M hiicreleri mukozal immun sistemde O6nemli rol
oynamaktadir. Diger epitel hiicrelerinden farkli 6zellikleri nedeniyle M hiicreleri oral agilama
acisindan da hedef olarak kullanilmaktadir. Parenteral agilara gore mukozal asilar daha
giivenli, daha ucuz, daha kolay uygulanabilirlik ve hem lokal hem sistemik immuniteyi
uyarmak suretiyle daha gii¢lii immun yanit olusturmasi nedeniyle daha avantajlidir. Mukozal
asilarda esas hedef M hiicreleridir. M hiicrelere spesifik yiizey reseptorlerini hedef alarak oral
asilarin etkilerinin arttirllmasini amaglayan calismalar mevcuttur. Yine V. Cholera ve S.
Typhimirum gibi patojenlere kars1 savunmada da M hiicreleri 6nemli rol oynamaktadir.

Epidermal biiyiime faktorii, protein yapida bir biliylime faktoriidiir. Hiicrelerin
cogalmasi, gelismesi gibi viicuttaki pek cok fizyolojik ve patolojik siirecte rol almaktadir.
EGF, anti-enflamatuar, anti-apoptotik, norotrofik ve noroprotektif etkilere sahiptir. Epidermal
biiyiime faktorii reseptdrleri pulmoner, GIS, iireme, kas iskelet sistemi gibi yapilarin
hiicrelerinde bulunmaktadir. Immun sistem hiicreleri ve bag dokusu hiicreleri de epidermal
bliylime faktorii kaynagidir. Epidermal biiylime faktorii, epidermal biliylime faktorii
reseptoriine baglanarak etkilerini baslica sindirim sistemi, iireme sistemi ve sinir sistemi
tizerinde gostermektedir. Fibroblastlarin, vaskiiler endotel hiicrelerin, keratinositlerin

tizerindeki mitoz uyarici etkisi sebebiyle yaralarin tedavisinde basar1 saglamaktadir.



Mukozal immun sistemin Onemli hiicresi olan M hiicrelerinin gelisimini arastiran
calismalar icerisinde EGF’nin roliinli degerlendiren tek bir c¢alisma bulunmaktadir. Hiicre
kiltlirii {izerinde yapilan bu calismada EGF’nin M hiicre sayisinda belirgin artis sagladigi
gosterilmistir. Yine yapilan bagka bir ¢alismada M hiicre gelisiminde énemli rol oynayan Spi-
B gen ekspresyonu incelenmis, embriyolojik olarak Spi-B gen ekspresyonuna bakilmis ve
farelerde embriyolojik olarak Spi-B pozitif hiicrelere ilk olarak 15.5 giinde rastlanmistir.

Tim bu yapilan ¢alismalar ve bulgular 1s18inda biz de calismamizda EGF’nin M
hiicrelerinin embriyolojik gelisimindeki roliinii, anti-EGF olarak EGF reseptorlerini bloke
eden bir monoklonal antikorun M hiicre gelisimine etkisini arastirmayr amaclamaktayiz.
Calismamizda bu sebeple Spi-B, UMOD ve Gp-2 gibi M hiicre spesifik belirtecleri kullandik.
Elde edecegimiz bulgular 1s1ginda yapilacak yeni calismalarin immun yetmezligi olan
hastalarda ve immiin sistemi yeteri kadar gelisemeyen prematiire bebeklerde EGF kullanilarak
M hiicre gelisiminin desteklenmesini saglayarak bagisiklik sisteminin indiiklenmesi,

giiclendirilmesi agisindan faydali olacagi kanaatindeyiz.



2. GENEL BIiLGILER

2.1.Mikrokatlanti (M) Hiicreleri Genel Bilgiler

Gastrointestinal kanal topluca bagirsak mikrobiyatasi olarak adlandirilan ¢ok sayida
simbiyotik bakteri barindirmaktadir. Bu bakteriler en bol ve en yogun olarak kolonda bulunur
(Sender ve ark. 2016). Mukozal yiizeylerde immunglobilin A iiretilir. I[gA bakterileri baglar,
bagirsak homeostazin1 slirdiirmek i¢in mikroorganizmalar tarafindan {iretilen toksinleri
notralize eder, bu sayede bakteri ve toksinlerin bagirsak liimeninden atilmalarini kolaylastirir
(Bunker ve ark. 2018).

Mukozal dokular, konak¢1 immiin yanitlari i¢in hem afferent hem de efferent bolgeler
olarak hizmet eder. Bagirsakta Peyer Plaklar1 (PP'ler) ve diger bagirsakla iliskili lenfoid
dokular (GALT) immiin yanit agisindan Onemli bolgelerdir (Brandtzaeg ve ark. 2008).
Antijene 6zgii mukozal immiin yanitlarin baslatilmasinda gerekli olan ilk adim, antijen
orneklemesidir. Bu siire¢ dis ortamdan gelen antijenik maddenin epitel boyunca taginmasi ve
epitel altinda bulunan immiin hiicrelere iletilmesiyle baslar (Schulz ve ark. 2013). GALT'n
lenfoid folikiillerini kapsayan folikiille iliskili epiteli (FAE), antijen 6rneklemesine etkili bir
sekilde aracilik eden M hiicreleri ad1 verilen 6zel epitel hiicreleri icerir (Kim ve ark. 2011;
Ohno ve ark. 2016). GALT'n lenfoid folikiillere ulagsmak icin afferent lenfatikleri yoktur
(Gebert ve ark. 1996). Bunun yerine bagirsak liimeninde antijenik maddenin dogrudan
orneklenmesi icin ana yol mikrokatlantt (M) hiicreleridir. Bu sayede antijenler subepitelyal
bolgedeki (SEB) M hiicreleriyle baglantili dendritik hiicrelere hizlica tasinir. Burada
antijenler islenir, T hiicrelerine sunulur, B hiicresi aktivasyonunu ve olgunlasmasini
saglayarak Ig A flretimi saglayan hiicreler olgunlasir. Sonrasinda IgA iretimi saglayan bu
plazma hiicreleri lamina propriyada ¢ogalir ve dimerik IgA iiretirler. Uretilen bu dimerik Ig A
daha sonra liimen icine salgilanir. Tim bu mekanizma gz Oniinde bulunduruldugunda M
hiicreleri bagirsakta IgA yanitinin baglamasi igin kritik 6neme sahip hiicrelerdir (Kraehenbuhl
ve ark. 2003).

Oncesinde M hiicrelerinin  GI kanalda FAE bolgesi i¢inde bulundugu
varsayllmaktaydi. Ancak bu varsayim intestinal villoz M hiicrelerinin yakin zamanda
tanimlanmasi ile gegerliligini kaybetmistir. Bagirsaktaki villoz M hiicreleri, geleneksel M
hiicrelerinin bilinen tiim ozelliklerini tasir, ancak PP'den bagimsizdir ve FAE ile iliskili
degildir. Aksine bagirsak villoz M hiicreleri, kiiciik yogun kiimeler halinde veya difiiz olarak

intestinal villusun {izerinde bulunur. Bagirsak villoz M hiicreleri, terminal ileumda ince



bagirsagin diger alanlarina gére daha yaygin yerlesir. Bugiine kadar olan kanitlar intestinal
villoz M hiicrelerinin fonksiyonel olarak PP M hiicrelerine benzer olduklarini, dolayistyla bu
hiicrelerin rolii ve potansiyel 6neminin de birbiriyle benzer oldugunu gostermektedir (Jang ve
ark. 2004). Patojenlerin M hiicrelerini enfeksiyona giris kapisi olarak kullanabilmeleri gibi,
biyomedikal arastirmacilar da yillarca mukozal bagisiklik sistemine ilag veya as1 iletimi i¢in
M hiicresine 6zgii mekanizmalarin kullanilabilirligini arastirmislardir (Jepson ve ark. 2004;
Belyakov ve ark. 2004). Parenteral yollarla karsilastirildiginda ilag ve asilarin mukozal
uygulamasi nispeten basit, giivenli ve ucuzdur (Man ve ark. 2004). Mukozal immiinizasyonun
ek bir yarar1 da konakg¢ida hem sistemik hem de mukozal immiin yanitlar1 hazirlama ve
indiikleme kabiliyetidir (Kunkel ve ark. 2003). Mukozal asilama o6zellikle mukozal
patojenlere kars1 koruma icin gereklidir, ¢linkii parenteral immiinizasyon, koruyucu mukozal

immiinite gelisimi i¢in genellikle etkisiz ve yetersiz kalmaktadir (Mestecky ve ark. 1987).

2.2.Bagirsak M Hiicrelerinin Morfolojik Ozellikleri

PP'lerin icindeki hiicrelerin ozellikleri ve saglikli bireylerde yerlesik bagirsak
bakterilerinin yapisal olarak orneklenmesi ilk olarak 1sik mikroskobu caligmalar1 ile 19.
yiizyilin sonlarinda tespit edildi (Ruffer ve ark. 1890). 20. yiizyilin baslarinda deney
hayvanlarinin PP'lar1 {izerinde yapilan histolojik analizde, FAE'nin bagirsak liimenindeki
bakteri veya oral yoldan uygulanan partikiil antijenlerini diger bagirsak epitel hiicrelerinden
cok daha yiiksek bir verimlilikle alma kapasitesine sahip oldugu gosterilmistir (Owenve ark.
1999).

Transmisyon ve taramali elektron mikroskobu, FAE'nin mikroanatomisini analiz
etmek i¢in degerli bir tekniktir. Bu teknik sayesinde FAE hiicrelerinin bir alt kiimesinin, kisa
giidiik ylizey mikrovilluslarina sahip olmasi, bol miktarda vezikiil icermesi ve bazolateral
membranda ¢ok sayida invajinasyon gostermesi gibi pek cok belirgin ve sitolojik 6zelliklere
sahip oldugu gosterildi (Owen ve ark. 1974; Bockman ve ark. 1973). Insan PP'larinin kubbe
epitelinin elektron mikroskopi goriintiilerine bakildiginda mikrokatlant1 varligina dayanarak
Jones ve Owen tarafindan bu 6zelliklere sahip hiicreler M hiicreleri olarak adlandirilmistir

(Owen ve ark. 1974).

2.3. M Hiicreleri ile Eksprese Edilen Antijen Alimi Reseptorleri
M  hiicreleri belirgin morfolojik o6zelliklere sahip olmast nedeniyle yiiksek
¢Oziiniirliklii mikroskopi teknikleriyle kesin olarak tespit edilebilmektedir. Ancak M

hiicrelerini tamimlamak i¢in immiinohistokimyasal belirteclerin mevcudiyetindeki sinirlama



nedeni ile M hiicreleri tizerindeki ¢alismalar uzun yillar boyunca geride kalmistir. Farelerde
secici olarak 1,2-1,2-fukoz baglantilarina baglanan UEA-I lektini immiinohistokimya
caligmalar1 ile bagirsak M hiicrelerinin saptanmasi i¢in yararli bir reaktiftir (Clark ve ark.
1993; Giannasca ve ark. 1994). Bununla birlikte UEA-I M hiicreleri i¢in bir belirte¢ olarak
cesitli kisitliliklara sahiptir. UEA-I lektini diger fare enterosit alt gruplarina da (6zellikle
Kadeh hiicreleri ve Paneth hiicreleri) baglanmaktadir ve fare harici tiirlerde ise bagirsak M
hiicrelerine ayni se¢ici baglanmay1 gostermemektedir (Gebert ve ark. 1996).

M hiicrelerinin belirlenmesi agisindan daha iyi belirteclerin gelistirilmesi arayisinda
atilan en biiylik adim (birden fazla tiirdeki M hiicrelerini tanimlamak i¢in kullanilabilecek
evrensel markerler dahil) bu nadir hiicrelerin fare PP'lerinden FAE'nin mikrodisseksiyonu
veya bunlarin siniflandirilmast yoluyla zenginlestirilmesidir. M hiicrelerine ait protein
ekspresyonu icin yeni aday belirteclerin tanimlanmasinda monoklonal antikorlar deneysel bir
arag olarak gen ekspresyon profilleme tekniklerinin kullanilmasina izin vermistir (Lo ve ark.
2003; Nakato ve ark. 2009). Tanimlanan en iyi M hiicre belirteclerinden biri glikoprotein 2'dir
(Terahara ve ark. 2008; Nakato ve ark. 2009; Hase ve ark. 2009). Farelerde GP2 sadece M
hiicreleri tarafindan eksprese edilir ve diger enterositlerde eksprese edilmez. GP2 ayrica
insanlar dahil diger memelilerdeki M hiicreleri tarafindan da eksprese edilir. Bu nedenle GP2
M hiicreleri i¢in evrensel bir belirte¢ olarak nitelendirilebilir. GP2 birden fazla Gram-negatif
enterik bakteri tiirli tarafindan eksprese edilen FimH + tip I pili spesifik olarak baglayan M
hiicrelerinin  apikal yiizeyinde bulunan bir glikozilfosfatidilinozitol (GPI) bagh
glikoproteindir (Hase ve ark. 2009; Yu ve ark. 2010). GP2 eksikligi olan fareler belirgin bir
sekilde antijene Ozgli immiin yanitlar1 indiikleyemez (Hase ve ark. 2009). GP2 ayrica
pankreas ekzokrin hiicrelerinde zimogen graniillerin 6nemli bir bilesenidir (Colomer ve ark.
1994). Bu GP2'nin bir kismi hiicre zarlarindan ayrilir ve diger pankreas salgilar1 ile pankreas
kanal1 sistemine salgilanir. Bu sayede GP2, enterik bakterilere baglandigi yere, bagirsak
limenine ulagir. GP2'ye 6zgii otoantikorlar Crohn hastalig1 olan bir hasta grubunda tespit
edilmistir (Roggenbuck ve ark. 2009). Bu bulgu, baz1 durumlarda GP2'ye baglanmay1 takiben
M hiicreleri tarafindan fagosite edilen bakterilere karsi gelisen konak¢i immiin yanitinin,
enflamatuar bagirsak hastalig1 gelisimi ile iligkili olan konak¢i GP2'ye karsi anormal bir
immiin yanit1 da ¢capraz olarak tetikleyebilecegini gostermektedir.

M hiicreleri ayrica hiicresel prion proteini (PRNP) ve iiromodulin (UMOD) dahil
olmak iizere bakteriler icin reseptor olarak islev goren diger birka¢ GPI-baglantili protein
genlerini de eksprese eder (Sato ve ark. 2012; Yanagihara ve ark. 2017). GP2 ile yakindan
ilgili olan FimH + Tip 1 pili'ye de baglanan UMOD’un ilk olarak renal tiibiiler epitel



hiicrelerinin apikal ylizeyinde eksprese edildigi saptanmistir. Bu molekiil daha sonra
iiropatojenik olarak baglandigi idrarin igine dokiilebilen Tamm-Horsfall proteini olarak
tanimlanmistir (Iorember ve ark. 2014). Son zamanlardaki c¢alismalarda UMOD'un M
hiicrelerinde Lactobacillus acidophilus icin bir alim reseptorii olarak hizmet ettigi de
gosterilmistir (Yanagihara ve ark. 2017). Enterositlerin bazolateralinde bulunan integrin I-GPI
baglantili proteinler, M hiicrelerinin ise apikal yiizeyinde yerlesir ve Yersinia enterocolitica

icin reseptor gorevi goriir (Clark ve ark. 1998).

2.4. EGF (Epidermal biiyiime faktorii)

EGF ilk olarak Dr. Cohen tarafindan yarim yiizyildan daha 6nce kesfedilmistir (Cohen
ve ark. 1962). Amniyon sivisi, anne siitii, tiikiiriik, idrar, bagirsak sivist ve plazma gibi gesitli
viicut sivilarinda saptanan 53 aminoasit kalintis1 ve {i¢ intramolekiiler disiilfiir kopriisiinden
olusan sitoprotektif bir peptittir. Submaksiller tiikiiriik bezleri, meme bezleri, plasenta, bobrek
ve duodenum Brunner bezleri’nde bulunur (Zeng ve ark. 2014). EGF hiicre biiyiimesi, hayatta
kalma, go¢, apoptoz, proliferasyon ve farklilasmay1 diizenlemede 6nemli rol oynar (Alexander
ve ark. 2015). Hiicresel proliferasyonun ve farklilasmanin indiiklenmesine ek olarak EGF ince
bagirsakta epitel hiicre homeostazinin saglanmasmin yani sira bagirsak hiicrelerinin
olgunlagmasi ve yenilenmesi ile iliskilendirilen gastrointestinal sistem (GI) mukozal koruyucu
faktorii olarak da islev gortir (Duh ve ark. 2000). EGF'nin biyolojik etkileri, ErbB ailesinin
bir transmembran reseptor tirozin kinazi olan EGF reseptoriine (EGFR) baglanmasi
sonrasinda, reseptdr tirozin kinazin (RTK) otofosforilasyonu ve ardindan Ras / mitojenle
aktive edilmis protein kinazlarin (RTK) aktive olmasiyla saglanir. Ras / MAPK,
fosfatidilinositol 3-kinaz / AKT (PI3K / AKT), fosfolipaz C-y / protein kinaz C (PLC-y /
PKC) ve STATS sinyal yollarin1 (Brand ve ark. 2011), bagirsak gelisiminin uyarilmasini
(Bedford ve ark. 2015; Lee ve ark. 2008; Xu ve ark. 2015), siki baglanti protein
ekspresyonunu diizenler (Kaur ve ark. 2014; Basuroy ve ark. 2006; Samak ve ark. 2011;
Garcia ve ark. 2015). Hiicre otofajisini azaltir (Maynard ve ark. 2015; Arda ve ark. 2011) ve
enteropatojenlerin bagirsak epitelindeki kolonizasyonunu azaltir (Chen ve ark. 2014).

Oksidatif stresin indiikledigi apoptozu ise inhibe eder (Buret ve ark. 2002).

2.4.1. Epidermal Biiyiime Faktoriiniin Etkileri
EGFR eksik farelerde cilt, akciger, gastrointestinal kanal epitel hiicrelerinde hasar,
coklu organ yetmezIligi ve sinir dejenerasyonu gelistigi ve bu farelerin postnatal ilk bir ay

icinde 6ldiigl bildirilmistir (Miettinen ve ark. 1995; Sibilia ve Wagner 1995; Sibilia ve ark.



2003). Sibilia ve ark. (1998) EGF reseptor defektli farelerde dogum sonrasi sinir
dejenerasyonun gelistigini gostererek, EGF reseptoriiniin astrositlerin ¢ogalmasinda,
farklilagsmasinda ve boliinme sonrast ndronlarin sag kaliminda 6nemli rolii oldugunu
gostermislerdir. Nieto-Sampedro ve ark. (1988), beyin dokusunun hasar1 sonucu astrositlerde
EGF reseptorlerinde sayica artis oldugunu gostermislerdir. Kornblum ve ark. (1998), dogum
sonrast fare frontal beyninin korunmasi ve astrositlerin normal gelisimi i¢in EGF
reseptoriiniin  eksprese edilmesinin onemli oldugunu gostermislerdir. EGF reseptoriiniin
oligodendrosit gelisiminde de onemli role sahip oldugu bildirilmistir (Aguirre ve ark. 2007).
EGF, epitel, endotel, mezodermal, fibroblast ve diiz kas hiicrelerinde DNA sentezini uyararak
organizmanin gelisiminde rol oynamaktadir (Carpenter ve Cohen 1976). EGF reseptor
aktivasyonunun epidermal keratinositlerin hiicre farklilagmasini sagladigi gosterilmistir (Jost
ve ark. 2000; Safari ve ark. 2014). EGF reseptor sinyalizasyonu osteoprogenitor hiicrelerde
sayica artig saglar ve bu hiicrelerin canli kalimini, yeni kemik dokusu olusumunu tetikler
(Chandra ve ark. 2013). EGF’nin ince bagirsak hiicrelerinden bazolateral membran reseptorii
tirozin kinaz aracilifiyla Na absorbsiyonunu arttirdigi da bilinmektedir (Khurana ve ark.
1996). Bobrek tiibiil epitel hiicrelerinin bazolateral membranindan kalsiyum gegisini artiran
EGF, Na reabsorbsiyonunu ise azaltmaktadir (Vehaskari ve ark. 1991). EGF, meme bezindeki
hiicrelerin ¢ogalmasini da saglamaktadir (Collier ve ark. 1993). Anne siitiindeki EGF, yeni
dogan bireylerin bagirsak epitelindeki hiicrelerin farklilagmasini uyararak bagirsak
fonksiyonlarinin gelisiminde rol iistlenmektedir (Dvorak 2010; Foltzer-Jourdainne ve ark.
1993; Bruder ve ark. 2008). EGF’nin énemli bir etkisi de GIS’de iilser iyilesmesinde ve skar
olusumunda gorev almasidir (Konturek ve ark. 1991; Okita ve ark. 1991; Lee ve ark. 1991;
Jones 1998). Jeffrey ve ark. (2001) EGF’nin testis gelisiminde 6nemli bir molekiil oldugunu
ve spermatogenezde EGF ve EGFR’nin diizenleyici rol iistlendigini gostermistir. Insan, sigir,
rat, domuz gibi bircok tiiriin testisleri iizerinde EGF reseptorleri oldugu gosterilmistir (Chabot
ve ark. 1986; Singh ve ark. 1995; Wandji ve ark. 1992; Maruo ve ark. 1993). EGF,
implantasyon Oncesinde, embriyo gelisiminde ve goz kapagi agilmasinda gorev almaktadir
(Cohen 1962; Nielsen ve ark.; Dadi ve ark. 2007; Grazul-Bilska ve ark. 2003; Aflalo ve ark.
2007). Inek, at, tavsan, domuz, kedi, fare gibi ¢esitli memelilerde follikiil gelisimi,
embriyogenez, implantasyon ile EGF arasinda baglanti bulunmaktadir. Gebelerde artan
EGF’nin gelisen implante embriyo ve endometriyum dokusu iizerinde biiyiimeyi destekleme
etkisine sahip oldugu go6zlemlenmistir (Hamrouche ve ark. 1993; Corps ve ark. 1990;
Hofmann ve Anderson 1990; Fischer ve ark. 1994; Goritz ve ark. 1996). EGF domuz

tiirlerininin erken gebeliginin periimplantasyon donemlerinde, uterus epitelyal hiicre gociinii



ERK1/2 MAPK yolag: ile regiile etmektedir (Jeong ve ark. 2016). EGF’nin erken gebelik
sirasinda PI3K-Aktl (protoonkogenik protein kinaz 1) ve ERKI1/2 MAPK sinyal iletim
kaskadi boyunca domuz trofoektoderm hiicrelerinin boliinmesi ve gociinii uyardig:
gosterilmistir (Jeong ve ark. 2013). Kim ve ark. (2009), EGF’nin gebe domuzlarda
implantasyon sirasinda 6nemli rol oynadigini rapor etmislerdir. Memeli hayvanlar ile yapilan
bircok calisma disi lireme siklusu sirasinda eksprese edilen EGF ve EGFR’nin oosit
olgunlagmas1 ve gelisimi, implantasyon Oncesi hiicrelerin artmasi ve farklilagmasi ile
baglantili oldugunu gostermistir (Chegini ve ark. 1986; Lonergan ve ark. 1996). EGF MSS’de
kok hiicre artis1 saglayan, noronlarin farklilasmasini uyaran bir biiyiime faktoriidiir (Morrison
ve ark. 1987; Ishiyama ve ark. 1991; Ferrari ve ark. 1991). EGF’nin MSS’de progenitor etki
gosterdigi ve sinir kok hiicreleri icin mitojen etkili oldugu bildirilmistir. EGF in vitro
ortamlarda sinir hiicreleri lizerinde cogalma etkisi gostermektedir. Travma sonrasi hasar
gormiis beyine sahip ratlarda EGF ile tedavi sonrasi hipokampal noronal bolgedeki hiicre
kaybinda azalma ve kognitif fonksiyonlarda da iyilesme oldugu gozlemlenmistir. EGF’nin
noroprotektif etkisinin de oldugu rapor edilmistir (Sun ve ark. 2010; Gritti ve ark. 1999).
EGF MSS’nin farkli bolgelerinde ve serebellumda tespit edilmistir (Fallon ve ark. 1988;
Lazar ve Blum 1991). EGF reseptoriiniin de beyinde yaygin bir sekilde dagilim gosterdigi
bilinmektedir (Wiedermann ve ark. 1988). EGF’nin yetiskin rat 6n hipofiz bezinde baglanma
yerleri ve dagilimi da rapor edilmistir (Chabot ve ark. 1986).

2.4.2. EGF ve Bagirsak Gelisimi

EGF aside ve 1siya dayanikli, proteazlarin sindirimine karsi direng¢li bir molekiildiir.
Orogastrik yoldan uygulanabilir. Ince bagirsak segmentinin firga kenarindaki villus
enterositlerinin hem apikal hem de bazolateral yoniinde bolca bulunan EGFR’ne kadar
iletilebilir (Avissar ve ark. 2001). EGF'nin enterositler ylizeyine baglanmasi EGFR'nin
dimerizasyonunu indiikler. EGFR tirozin kinaz aktivitesi tetiklenir. Bu da RTK
otofosforilasyonunun aktivasyonunu saglar. Bu sayede intestinal gelisim ve intestinal mukoza
onarimina yardimci olan ¢esitli sinyal transdiiksiyon yolaklarinin aktivasyonu saglanir (Clark
ve ark. 2008; Wee ve ark. 2015). EGF anne siitiinde en bol bulunan biiylime faktorlerinden
biridir, insan kolostrumlarinda ampiregulin ve TGF-a gibi diger biiyiime faktorlerinden 500
kat daha fazla oldugu tespit edilmistir (Nojiri ve ark. 2012). EGF'nin bagirsak gelisiminde
villus yiiksekliginin ve kript derinliginin arttirilmasi, enterosit proliferasyonunun arttirilmasi

ve tripsin, kimotripsin, alkalen fosfataz, siikraz, maltaz ve laktaz gibi sindirim enzimlerinin



salgilanmasiin uyarilmasi dahil pek cok onemli olayda rol oynadigi gosterilmistir. Yine
besinlerin emilimi, faydalanimi1 ve hayvanlarin biiylime performansini gelistirmek icin de
EGF olduk¢a onemlidir (Bedford ve ark. 2015; Lee ve ark. 2008; Xu ve ark. 2015; Cellini ve
ark. 2004; Lee ve ark. 2006; Wang ve ark 2015). Hayvanlar i¢in EGF uygulamalar1 Tablo 1'de

listelenmistir.

Tablo 1. EGF'nin bagirsak gelisimindeki hayvanlar i¢in uygulamalari.

Hayvan | Doz Onemli sonuglar Kaynak

EGF infiizyonu intrauterin biiyiimeyi, fetal ince
Fetal ) . (Cellini ve
300 ng/kg || bagirsak villus yiiksekligini ve kript hiicrelerinin
tavsan ) ark. 2004)
sayisini 6nemli Olciide arttirmistir

Siitten kesildikten sonra 28. giinde jejunumda || (Lee ve ark.
Domuz 1.5 mg/kg
mukoza IgA seviyeleri ve kript derinligi artmistir || 2006)

Ortalama  villis  yiiksekliginde ve  kript
(Cheung ve

Fare 50 ng/k derinliginde artis, elismis enterosit
Heke 8 8 ark. 2009)

proliferasyonu

Ortalama  villus  yiiksekliginde ve  kript | (Wang ve
Rat 50 pg/kg o
derinliginde artis ark. 2015)

2.4.3. Bagirsak Bariyer Yapist

Bagirsak epiteli bagirsak mukozasini liimen ortamindan ayiran, epitel hiicrelerinin
cogalmasim1 ve farklilagsmasini saglayan siirekli bir tek tabakadan olugmaktadir. Bagirsak
epitel hiicreleri besin maddelerinin emilimini saglayan, toksinlere, alerjenlere ve patojenlere
kars1 selektif bir bariyer olusturarak savunma gorevi goren, baglanti kompleksleri ile birbirine
sikica bagh hiicrelerden olusur (Giinzel ve ark. 2013). Siki1 baglantilar apikal ylizeye yakin

bitisik epitel hiicreleri arasindaki boslugu kapatarak hiicreler aras1 baglanti komplekslerinin en



tepe bilesenini olusturur (Yu ve ark. 2014; Wang ve ark. 2015). Hiicreler arasi birlesme
kompleksinin  bozulmas1 bagirsak  gecirgenligini  arttirarak  patojenlerin  bagirsak
mukozasindan kolay bir sekilde gegmesine neden olmaktadir (Yu ve ark. 2014; Chen ve ark.
2014). Bu nedenle hiicreler arasi baglanti kompleksinin biitiinliigiinii korumak bagirsak

gelisimi ve sagligi acisindan kritik oneme sahiptir.

2.4.4.EGF Tarafindan Stk Baglantinin Diizenlenmesi

Siki baglantilar (zonula okliidensler) ZO-1, ZO-2 ve ZO-3 gibi sitoplazmik iskelet
proteini ile etkilesime giren, en az {i¢ tip transmembran protein, claudin, okludin ve baglanti
adezyon molekiiliinden olugsan coklu protein kompleksleridir. Bagirsak bariyerlerini
olusturmak i¢in koordineli bir sekilde etkilesime girerler (Overgaard ve ark. 2011; Suzuki ve
ark. 2014). Bunlar iyonlarin, suyun ve cozeltilerin paraseliiler gecisini diizenler ve plazma
zarinin apikal ve bazolateral alanlar1 arasinda protein ve lipitlerin serbest dagilimini1 bloke
ederek hiicre polaritesini korumak icin bir ¢it gorevi goriirler (Suzuki ve ark. 2014). Yapilan
caligmalar sik1 baglantilarin sinyal iletim yollarinin aktivitesi tarafindan diizenlenen sayisiz
hiicre i¢i sinyal molekiilii ile iligkili oldugunu gostermektedir (Basuroy ve ark. 2006). EGF
sik1 baglantilara bagli olarak islevini gerceklestiren ve transepitelyal elektrik direncinin
ol¢iilmesiyle degerlendirilebilen epitel paraseliiler gecirgenligin ana diizenleyicisidir (Basuroy
ve ark. 2006; Garcia ve ark. 2015). EGF'nin erken siitten kesilmis yavrularda hidrojen
peroksit, etanol, asetaldehit ile iliskili bagirsak iskemi-reperfiizyon hasarin1 Onleyerek
bagirsak bariyer fonksiyonunu korudugu gosterilmistir. EGF farkli hiicre tiplerinde PKC
(Banan ve ark. 2001), MAPK (Basuroy ve ark. 2006) ve STATs (Garcia ve ark. 2015) gibi
bircok sinyal yolunu aktive ederek siki baglantilarin bilesiminde degisikliklere neden
olmaktadir. Cok sayida arastirma oksidatif stresin bagirsak bariyer fonksiyonunu bozdugunu
gostermistir (Rao ve ark. 2008). Domuzlarin anne siitiinden kesilmesi domuzun hayatindaki
en stresli olaylardan biridir ve bagirsak fonksiyonlarini etkiler (Campbell ve ark. 2013). Xu ve
arkadaslar1 (2015) EGF'nin oral uygulamasinin ZO-1, claudin-1 ve okludin gibi sik1 birlesme
proteinlerinin gen ekspresyonunu gelistirebilecegini, bdylece erken siitten kesilmis domuz
yavrularinin bagirsak bariyer fonksiyonunun arttirilabilecegini saptamislardir. Ayrica
EGF’nin ERK/MAPK ve PLC/PKC yollarinda hidrojen peroksitin neden oldugu bagirsak
bariyerinin bozulmasini Onledigini kesfettiler. Basuroy ve arkadaslar1 (2006) Caco-2
hiicrelerinde EGF ile 6n islem yapildiginda siki baglanti proteinlerinin (ZO-1 ve okludin)
yeniden dagilmasmin ve TER ile saptanabilen oksidatif stres kaynakli bagirsak bariyer

bozulmasinin engellenebildigini gostermislerdir. Epitel hiicreleri stres maruziyeti altinda EGF
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ile takviye edildiklerinde EGFR'ne baglanan EGF RTK'nin otofosforilasyonuna yol agar;
EGFR ve SHC/Grb2 arasindaki etkilesim, Ras't aktive etmek ig¢in SOS'min plazma
membranina alinmastyla sonuglanir. Aktif Ras, Raf aktivasyonuna aracilik eder ve daha sonra
MEK'i aktiflestirir. Bu da ERK'lerin aktivasyonuna yol acar (Wee ve ark. 2015; Brand ve ark.
2011). Aktive ERK, ZO-1, okludin ve claudin gibi siki baglantilarin ekspresyonunu diizenler.
EGF ile 6n igslem F-aktin ekspresyonunu artirabilir, G-aktin ekspresyonunu azaltabilir ve F-
aktin/G-aktin oranin1 arttirabilir (Banan ve ark. 2004).

Arda Pirincci ve Bolkent (2014) iskemi-reperfiizyonlu siganlarda EGF tedavisinin
apoptozu ve lipid peroksidasyonunu azaltarak, antioksidan enzim aktivitelerini artirarak
iskemi/reperflizyonun neden oldugu oksidatif hasart 6nledigini bildirmislerdir. Geng ve ark.
(2014) EGF ile muamele edilmis tiim iskemi-reperfiizyonlu sicanlarda jejunum ve ileumdaki
sik1 baglantilarin (ZO-1 ve okludin) ekspresyonunun belirgin sekilde arttigini1 gostermislerdir.
Alkolik karaciger hastaliginin gelisimine katkida bulunan etanol ve oksitlenmis metaboliti
olan asetaldehit, bagirsak hiperpermeabilitesini de indiikler (Suzuki ve ark. 2013). Chen ve
ark. (2014) EGF'nin kronik etanol maruziyeti altinda bagirsak gegirgenligini azaltarak

bagirsak biitlinliigiiniin korunmasinda yardime1 oldugunu gostermistir.

2.4.5.EGF ’nin Bakteriyel Kolonizasyona Etkisi

Bagirsak mikrobiyata profili bagirsak biitiinliiglinde 6nemli bir rol oynar. EGF
Escherichia coli (E. coli) (Buret ve ark. 1998), Campylobacter jejuni (C. jejuni) ve
Enterococcus gibi enteropatojenlerin bagirsak epitelinde kolonizasyonunu azaltabilir (Wang
ve ark. 2014; Lamb-Rosteski ve ark. 2008). EGF'nin yenidogan tavsanlara verilmesi
bakteriyel translokasyonun onemli Ol¢iide azalist ve bagirsakta goblet hiicrelerinin sayica
artis1 ile iligkili bulunmustur (Okuyama ve ark. 1998). EGF'nin enteropatojenik E. coli ile
enfekte olmus siitten kesilmis tavsanlara oral olarak verilmesinin E. coli'nin in vitro
cogalmasii etkilemedigi ancak ince ve kalin bagirsakta E. coli kolonizasyonunu &nemli
Olciide baskiladigini1 gostermistir (Buret ve ark. 1998). Ek olarak EGF C. jejuni ile enfekte
olmus civcivlerin jejunumunda C. jejuni kolonizasyonunu azaltabilir ve C. jejuni'nin neden

oldugu claudin-4 bozulmasini dnleyebilir (Lamb-Rosteski ve ark. 2008).

2.5. Setuksimab
Setuksimab, epidermal biiylime faktorii reseptoriiniin (EGFR) hiicre dis1 alanina
yonelik bir insan murin immiinoglobulin G1 monoklonal antikorudur (mAb). Setuksimab

EGFR'ye baglanarak mitojenle aktive olan protein kinaz aktivitesini ve PI3K/AKT/mTOR
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yolu gibi sinyal yolaklarinin fosforilasyonunu onler, hiicre cogalmasi ve biiylimesini
engeller. Ek olarak setuksimab antikora bagli hiicresel sitotoksisiteyi indiiklemektedir
(Vincenzi B ve ark. 2008). Setuksimab ilag¢ olarak 2008 yilinda metastatik kolorektal kanserli

(mCRC) hastalar icin tedavi segenegi olarak kullanilmaya baslanmuistir.

2.6. Belirtecler
2.6.1. Spi-B

M hiicre farklilasmasinin ETS (E26 transformasyonuna 6zgii) transkripsiyon faktorii
Spi-B tarafindan diizenlenmesi, ayni zamandaki ii¢ arastirma grubu tarafindan bagimsiz
olarak kesfedilmistir (Kanaya ve ark. 2012; de Lau ve ark. 2012; Sato ve ark. 2013). Spi-B'nin
M hiicrelerinde ekspresyonu, FAE kubbesinin tepesine kadar devamli olarak tespit edilmistir.
Boliinen hiicrelerde Spi-B'nin en erken eksprese edilen belirte¢ oldugu saptanmistir (Kimura
ve ark. 2015). RANKL"n farelere in vivo uygulanmasi ve bu farelerin bagirsak kriptlerinden
yetistirilen organoid kiiltiir sistemindeki uygulamasi, epitelde Spi-B gen ekspresyonunu hizli
bir sekilde indiiklendigini gostermistir (Kanaya ve ark. 2012; Lau ve ark. 2012). Ayrica Spi-B
eksikligi olan farelerde M hiicreleri Peyer Plaklarinin FAE'sinde bulunmaz (Kanaya ve ark.
2012; de Lau ve ark. 2012; Sato ve ark. 2013). Bu nedenle Spi-B'nin M hiicre farklilagmasinin
erken evresini diizenledigi diisliniilmektedir.

Spi-B'nin devre dis1 birakilmasinin B hiicre reseptor sinyallerinde hafif kusurlara
neden oldugu, ancak major gelisimsel anormalliklere sebep olmadigi gosterilmistir (Su ve ark.
1997). Bu molekiil PP'ler i¢in en erken tespit edilebilir isaretleyicidir. E14.5, E15.5 ve E16.5
embriyonik giinde E14.5, E15.5 ve E16.5'teki embriyonik bagirsakta Spi-B ekspresyonu
biitiiniiyle in situ hibridizasyon ile saptanmistir. Spi-B hiicrelerinin goriintiileri ilk olarak
E15.5'te tespit edilmistir. PP gelisiminin en erken belirtileri bu asamada tespit edilebilir (Lau
ve ark. 2012). Spi-B eriskin vahsi tip hayvanlarin embriyonik gelisim sirasinda PP’larinda
bulunan M hiicrelerinde ifade edilir. Bilinen herhangi bir transkripsiyonel diizenleyicinin M
hiicre fenotipinde yer alip almadigini belirlemek i¢in floresansla aktive edilmis hiicre siralama
(FACS) yapilan ince bagirsak M hiicrelerinden tiiretilmis mikroarray verileri degerlendirilmis,
PUI ile yakindan iliskili bir Ets transkripsiyon faktorii olan Spi-B'nin anlamli ifadesi
gozlemlenmistir. Spi-B, lenfoid ve miyeloid hiicre tiplerinde de eksprese edilir, ancak immiin

sistemin diginda eksprese edildigi bilinmemektedir (Dahl ve ark. 2002).
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2.6.2. GP2

GP2 M hiicreleri iizerinde bulunan karakteristik bir hiicre yiizeyi proteinidir (Hase ve
ark. 2009). GP2 baslangigta pankreas asiner hiicrelerinin zimogen graniillerinden salgilanan
ve plazma bagi ile iliskili olan bir integral membran proteini olarak kesfedildi (Scheffer ve
ark. 1980; Rindler ve Hoops 1990). GP2'nin yoklugunda, M hiicreleri tarafindan belirli tipte
bakteri ve toksinlerin alimi1 ciddi sekilde bozulmustur (Hase ve ark. 2009; Matsumura ve ark.
2015). GP2'nin bir eslesme grubu ic¢in alim reseptdrii olarak hizmet ettigini ileri siiren
caligmalar mevcuttur. Aslinda GP2, Escherichia coli ve Salmonella typhimurium gibi gram
negatif enterobasil alt kiimesinin dis zar1 iizerindeki tip 1 pilus’un 6nemli bir bileseni olan
FimH ile etkilesime girer ve FimH +'nin verimli alimi i¢in bir GP2-FimH etkilesimi
gerekmektedir (Hase ve ark. 2009). M hiicreleri tarafindan yiiksek oranda eksprese edilen,
ancak diger enterosit popiilasyonlar1 tarafindan eksprese edilmeyen molekiilleri tanimlamay1
amaglayan bagimsiz gen profili olusturma deneyleri, GP2'yi spesifik bir M hiicresi markeri
olarak tanimlamistir (Hase ve ark. 2005; Terahara ve ark. 2008). Bu glikozilfosfatidilinozitol
baglantili protein M hiicrelerinin apikal yiizeyi iizerinde yiiksek oranda eksprese edilir
ve Eschericia coli, S. Typhimurium gibi baz1 patojenik ve kommensal bakterilerin dis zari

tizerindeki tip I pili FimH bilesenine segici olarak baglanir (Hase ve ark. 2009).

2.6.3. Uromodulin

Uromodulinin (UMOD veya Tamm-Horsfall proteini, THP) M hiicreleri tarafindan da
eksprese edildigi bildirilmistir ve bu molekiil bakterilerin tiroepitelyal hiicrelere baglanmasini
Oonlemektedir (Lau W ve ark. 2012; Hase K ve ark. 2009). M hiicrelerindeki UMOD
ekspresyonu Gp2'den c¢ok daha diisiik olmasina ragmen, bu iki proteinin benzer ozellikleri
sayesinde bagirsak liimenindeki FimH + bakterilerin orneklenmesine yardimci olabilecegi

diistiniilmektedir (Sato S ve ark. 2012).
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3.GEREC VE YONTEM

3.1.Deney Hayvanlarinin Temini ve Bakimi

Adnan Menderes Universitesi Deney Hayvanlari iinitesinden yaklasik olarak 12-14

haftalik, ortalama agirlig1 20-40 gram olan, daha 6nce hi¢ deneye girmemis 27 adet disi ve 20

adet erkek Balb/c cinsi fare kullanilmistir. Calismamiz Adnan Menderes Universitesi Deney

Hayvanlar1 Etik Kurulunda 64583101/2018/046 sayili onayr almistir. Erkek fareler deney

sonunda Deney Hayvanlar1 Unitesine iade edilmistir. Deney siiresince fareler bagil nem orani

%40-60, 15151 22°C, 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik dongiisii olan diizenekli bir ortamda

muhafaza edildi. Farelerin deney siirecinde su ve yem ihtiyaglart ad libitum olarak karsilandu.

Kafesler haftada 3 kez olacak sekilde temizlendi.

3.2.Deney Gruplarinin Planlanmasi

Uyum siirecinin tamamlanmasinin ardindan fareler rastgele 3 gruba (n=9) ayrildi.
Grup I (Gebe kontrol grubu, n=9): Gebe birakilacak, deney siiresince plasebo

uygulanacak kontrol grubu;

a. 13,5 giinliik (n=3)

. 15,5 giinliik (n=3)
. 17,5 giinliik (n=3)

Grup II (EGF grubu): Gebe birakilacak, deney siiresince subkutan yol ile 50
mikrogram/kg/giin (Cheung ve ark. 2009) EGF uygulanacak grup;

a. 13,5 giinliik (n=3)

. 15,5 giinliik (n=3)
. 17,5 giinliik (n=3)

Grup III (anti-EGF, Setuksimab): Gebe birakilacak, deney siiresince intravendz yol

ile 10 miligram/kg/hafta (Matsuo ve ark. 2011) setuksimab uygulanacak grup;

. 13,5 giinliik (n=3)
. 15,5 giinliik (n=3)
. 17,5 giinliik (n=3)

Farelerin gebe kalmasi icin kafeslere 2 disiye 1 erkek olacak sekilde birakilmasi

sonrasinda ertesi giin vajinal plak kontrolii ile gebelik tayini gerceklestirilmistir. Plak

gozlemlendiginde farenin gebeligin 0,5’inci giiniinde oldugu kabul edildi.
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Resim.1 Gebelikte kontrol edilen vajinal plagin tespiti
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3.2.EGF uygulanmasi
Grup II’de yer alan farelere gebeligin 0,5. giiniinden itibaren distile suda ¢ozdiirtilmiis
50 mikrogram/kg EGF(Cheung ve ark. 2009) giinde tek doz olmak lizere subkutan yol ile

verilmeye baslanmistir.

3.3.Anti-EGF uygulanmasi
Grup III’de yer alan farelere gebeligin 6. giiniinde 10 mg/kg/hafta setuksimab (Matsuo

ve ark. 2011) haftada boliinmiis iki doz olmak {izere intravenoz yol ile verilmeye baslanmistir.

3.4.Deneyin sonlandirilmasti
Deneyin sonunda fareler gebeligin 13,5-15,5-17,5 giiniinde eter anestezisi altinda

sakrifiye edilmistir. Embriyolar diseksiyondan sonra %10 nétral formalinle tespit edilmistir.

3.5.Doku takibi

13,5-15,5-17,5 embriyolar yapilacak histokimyasal boyama ve immiinohistokimya
caligmalar1 i¢in takip edilmistir. Fiksasyonun ardindan dokular akarsu altinda bir gece
birakilarak fiksasyon maddesinden uzaklastirilmalar1 saglanmistir. Yikama isleminden sonra

manuel olarak yaptigimiz takip tabloda verilmistir.

Tablo 2. Doku takip protokolii

Kimyasallar Siire
%60’lik alkol 1 saat
%70’lik alkol 1 saat
%80’lik alkol 1 saat
%96’lik alkol 1 saat
>%99,5’liik alkol 1 saat
Ksilol (etiivde 60°C) 1 saat
Ksilol (etiivde 60°C) 1 saat
Parafin (etiivde 60°C) 1 saat
Parafin (etiivde 60°C) 1 saat
Blok gomme
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Her gruptan rastgele 6 blok secilerek optimal kesim araliginda sagittal ve horizontal
olarak 5 mikron kalinliginda kesitler alinarak lamlara aktarilmistir. Kesitlerin alinmasinin

ardindan immunohistokimya ve hematoksilen-eozin boyama islemlerine geg¢ilmistir.
3.6.Histokimyasal boyamalar
Hematoksilen-eozin boyama i¢in 3 saat dnceden 60°C etiivde birakilan dokularin

islenme siras1 tabloda verilmistir.

Tablo 3: Hematoksilen-eozin boyama protokolii

Kimyasallar Siire

Ksilol 5dk

Ksilol 5 dk

>%99,51uk alkol 20 sn
%80’lik alkol 20 sn
Distile su 5dk

Harris’s hematoksilen 1 dk

Akarsu altinda yikama 1 dk

Eozin 1 dk

%80’lik alkol 20 sn
>%99,5’luk alkol 20 sn
Ksilol 5dk

Ksilol 5dk

Entellan ile kapama




3.7.Immiinhistokimya protokolii

GP2, Spi-B, UMOD antikorlarinin immunohistokimyasal boyamasi i¢in polilizinli
alman kesitler bir gece dnceden 45°C’ye ayarlanan etiive birakildi. Ertesi giin 1s1s1 60°C
cikartilarak 1 saat ek siire olarak bekletildi. Daha sonra Tablo 4’te yazilan protokol ile devam

edildi.

Tablo 4: Preparatlarin immunhistokimyasal boyama protokolii

Tablo 4a. Over Night 6ncesi

Kullanilan materyal Siire
Ksilol 30 dk
>%99,5 alkol 2 dk
%96 2 dk
%80 2 dk
%70 2 dk
%60 2 dk
Distile su 5dk
PBS 5dk
PBS 5dk
Citrate buffer 5dk/350W
Hidrojen peroksid + metanol 6 dk
PBS 1 dk
Soliisyon A 45 dk
Primer antikorlar damlatild1

Over-night 20 saat
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Tablo 4b. Over Night sonrasi

Kullanilan materyal Siire
PBS 5dk
PBS 5dk
Soliisyon B 45 dk
PBS 10 sn
Soliisyon C 30 dk
PBS 5 dk
PBS 5 dk
DAB soliisyonu 3 dk
Distile su 1 dk
Mayer’s hematoksilen 15 sn
Akarsuda bekletme 10 dk
>%99,5 alkol 20 sn
%96 20 sn
%80 20 sn
Ksilol 7 dk

Entellan ile kapama

3.8 Istatiksel analiz

Spi-B boyamasinda 13.5 giinliik embriyo 6rneklerinden

e O6adetgrupl,
e 6 adet grup II,
e 6 adet grup III

GP2 boyamasinda 15.5 giinliik embriyo orneklerinden

e 6 adet grup I,
e 6 adet grup I,
e 6 adet gruplll
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UMOD 17.5 giinliik embriyo 6rneklerinden
e 6 adet grup I,
e 6 adet grup 11,
e 6 adet grup III

olmak iizere toplamda 162 6rnek iizerinden ¢alismamizin istatistiksel analizi yapilmistir.

3.9. Immunohistokimyasal degerlendirme
Dokular semikantitatif bir skorlama ile degerlendirilerek

e (0: Boyanma yok

e 1: Az boyanma

e 2: Orta diizeyde boyanma

¢ 3: Yogun boyanma

¢ 4: Cok yogun boyanma

Gruplar arasinda immunohistokimyasal boyama ile gosterilmis olan belirtegler agisindan
preparattaki boyanma yogunluguna gore skorlama yapilmistir. Istatiksel olarak anlamli bir
farklilik olup olmdigini belirlemek i¢in SPSS 19 Kruskall-Wallis ve Mann-Whitney U testi

kullanilmustir.
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4. BULGULAR
4.1. Hematoksilen-Eozin Degerlendirilmesi
4.1.1. E13.5 giinliik embriyolar

Hematoksilen-Eozin boyama sonucunda gruplar arasinda E13.5 giinliikk embriyolarin

bagirsaklari arasinda bir fark olmadig1 gozlemlenmistir.

Resim 2. A’da E13.5 giinliikk embriyo kontrol grubu. B’de E13.5 giinliik embriyo EGF grubu.
C’de E13.5 giinliik embriyo Anti-EGF grubu (Resimler 40x goriintiilenmistir.)
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4.1.2. E15.5 giinliik embriyolar
Hematoksilen-Eozin ile boyali bagirsaklar degerlendirildiginde E15.5 giinliikk
embriyolarda EGF grubunun epitel yiizey alaninin kontrol ve anti-EGF grubuna gore goreceli

olarak daha fazla oldugu saptanmistir (stereolojik analiz yapilmamaistir).

Resim 3. A’da E15.5 giinliikk embriyo kontrol grubu. B’de E15.5 giinliik embriyo EGF grubu.

C’de E15.5 giinlitk embriyo Anti-EGF grubu (Resimler 40x goriintiilenmistir.)
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4.1.3. E17.5 giinliik embriyolar

Hematoksilen-Eozin boyama sonucunda E17.5 giinliik embriyolarda gruplar arasinda

bir fark olmadig1 gozlemlenmistir.

Resim 4. A’da E17.5 giinliik embriyo kontrol grubu. B’de E17.5 giinliik embriyo EGF grubu.
C’de E17.5 giinliik embriyo anti-EGF grubu (Resimler 40x goriintiilenmistir.)

23



4.2. Immunohistokimyasal Degerlendirmeler

Immunhistokimyasal skorlamalar i¢in gruplar kendi aralarinda kontrol, EGF ve anti-
EGF, giin (E13.5, E15.5, E17.5) ve belirteclere (Spi-B, UMOD, GP2) gére ayrilmistir.
Skorlamay1 istatiksel olarak degerlendirmek i¢in SPSS 19 Kruskall-Wallis ve Mann-Whitney
U testi yapilmistir (p <0,05 anlaml olarak kabul edilmistir).

4.2.1. E13.5 giin embriyo degerlendirme
4.2.1.1 E13.5 giin Spi-B boyamasi

Tablo 5. E13.5 giin Spi-B boyamasi skor degerlendirme

Tablo Sa.
Spi-B 13.5
Grup Ortalama | Std. sapma | Anlamlilik(p)
deger Kruskal-wallis
Kontrol 0 0 0,001
EGF 2 1,26
Anti-EGF 0 0
Toplam 0,66 1,18
Tablo Sb.
Mann Whitney U testi: Spi-B 13.5
Gruplar Anlamlilik(p)
degeri
Kontrol /EGF 0,000
EGF/Anti-EGF 0,000
Anti-EGF/kontrol 1

Gruplar arasinda Kruskal Wallis testi ile anlamli fark goriilmiistiir. Mann Whitney U
testi ile yapilan ikili degerlendirmede kontrol ve anti-EGF grubunda anlamli fark

gozlenmezken diger gruplarda anlamli fark gozlenmistir.



Resim 5. A’da E13.5 giinliik kontrol grubu Spi-B boyamasi. B’de E13.5 giinliik EGF grubu
Spi-B boyamasi. C’de E13.5 anti-EGF grubu Spi-B boyamasi 40x goriilmektedir.

4.2.1.2. E13.5 giin UMOD boyamas:

Tablo 6. E13.5 giin UMOD boyamasi skor degerlendirme

Tablo 6a.
UMOD 13.5
Grup Ortalama Std. sapma | Anlamlilik(p)
deger Kruskal-wallis

Kontrol 0 0 0,000
EGF 1,83 0,75
Anti-EGF 0 0
Toplam 0,61 0,97
Tablo 6b.
Mann Whitney U testi: UMOD 13.5
Gruplar Anlamlilik(p)

degeri
Kontrol /EGF 0,019
EGF/Anti-EGF 0,001
Anti-EGF/kontrol 0,247
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Gruplar arasinda Kruskal Wallis testi ile anlamli fark goriilmiistiir. Mann Whitney U
testi ile yapilan ikili degerlendirmede kontrol ve anti-EGF karsilastirmasinda anlamli fark

gozlenmezken, diger gruplarda anlaml fark gozlenmistir.

Resim 6. A’da E13.5 giinliik kontrol grubu UMOD boyamasi. B’de E13.5 giinliik EGF grubu
UMOD boyamasi. C’de E13.5 anti-EGF grubu UMOD boyamasi 40x goriilmektedir.

4.2.1.3. E13.5 giin GP2 boyamasi

Tablo 7. E13.5 giin GP2 boyamas1 skor degerlendirme

Tablo 7a.
GP2 13.5
Grup Ortalama Std. sapma | Anlamlilik(p)
deger Kruskal-wallis
Kontrol 1 0,89 0,001
EGF 2,1 0,75
Anti-EGF 0 0
Toplam 0,94 1,05
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Tablo 7b.

Mann Whitney U testi: GP2 13.5

Gruplar Anlamlilik(p)
degeri

Kontrol /EGF 0,029

EGF/Anti-EGF 0,000

Anti-EGF/kontrol 0,136

Gruplar arasinda Kruskal Wallis testi ile anlamli fark goriilmiistiir. Mann Whitney U

testi ile yapilan ikili degerlendirmede kontrol ve anti-EGF karsilastirmasinda anlamli fark

gozlenmezken, diger gruplarda anlaml fark gozlenmistir.

Resim 7. A’da E13.5 giinliik kontrol grubu GP2 boyamasi. B’de E13.5 giinlik EGF grubu
GP2 boyamasi. C’de E13.5 anti-EGF grubu GP2 boyamas1 40x goriilmektedir.
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4.2.2. E15.5 giin embriyo degerlendirme
4.2.2.1 E15.5 giin Spi-B boyamas

Tablo 8. E15.5 giin Spi-B boyamas1 skor degerlendirme

Tablo 8a.
Spi-B 15.5
Grup Ortalama Std. sapma | Anlamlilik(p)
deger Kruskal-wallis

Kontrol 1,33 0,51 0,000
EGF 3,33 0,51
Anti-EGF 0 0
Toplam 1,55 1,46
Tablo 8b.
Mann Whitney U testi: Spi-B 15.5
Gruplar Anlamlilik(p)

degeri
Kontrol /EGF 0,002
EGF/Anti-EGF 0,002
Anti-EGF/kontrol 1

Gruplar arasinda Kruskal Wallis testi ile anlamli fark goriilmiistiir. Mann Whitney U
testi ile yapilan ikili degerlendirmede anti-EGF ve Kontrol grubu karsilastirmasinda anlaml

fark gézlenmezken, diger gruplarda anlaml fark gézlenmistir.



Resim 8. A’da E15.5 giinliik kontrol grubu Spi-B boyamasi. B’de E15.5 giinliik EGF grubu

Spi-B boyamasi. C’de E15.5 anti-EGF grubu Spi-B boyamasi 40x goriilmektedir.

4.2.2.2. E15.5 giin UMOD boyamasi

Tablo 9. E15.5 giin UMOD boyamasi skor degerlendirme

Tablo 9a.

UMOD 15.5
Grup Ortalama Std. sapma | Anlamlilik(p)

deger Kruskal-wallis
Kontrol 1,83 0,75 0,002
EGF 2,16 0,75
Anti-EGF 0 0
Toplam 1,33 1,13
Tablo 9b.
Mann Whitney U testi: UMOD 15.5
Gruplar Anlamlilik(p)
degeri

Kontrol /EGF 0,612
EGF/Anti-EGF 0,001
Anti-EGF/kontrol 0,005

29



Gruplar arasinda Kruskal Wallis testi ile anlamli fark goriilmiistiir. Mann Whitney U
testi ile yapilan ikili degerlendirmede Kontrol ve EGF karsilastirmasinda anlamli fark

gozlenmezken, diger gruplarda anlaml fark gozlenmistir.

Resim 9. A’da E15.5 giinliik kontrol grubu UMOD boyamasi. B’de E15.5 giinliikk EGF grubu
UMOD boyamasi. C’de E15.5 anti-EGF grubu UMOD boyamas1 40x goriilmektedir.

4.2.2.3. E15.5 giin GP2 boyamasi

Tablo 10. E15.5 giin GP2 boyamasi skor degerlendirme

Tablo 10a.
GP2 15.5
Grup Ortalama Std. sapma | Anlamlilik(p)
deger Kruskal-wallis
Kontrol 1,16 0,40 0,000
EGF 3,5 0,54
Anti-EGF 0 0
Toplam 1,55 1,54




Tablo 10b.

Mann Whitney U testi: GP2 15.5

Gruplar Anlamlilik(p)
degeri

Kontrol /EGF 0,044

EGF/Anti-EGF 0,000

Anti-EGF/kontrol 0,044

Gruplar arasinda Kruskal Wallis testi ile anlamli fark goriilmiistiir. Mann Whitney U

testi ile yapilan ikili degerlendirmede anlaml fark gézlenmistir.

Resim 10. A’da E15.5 giinliik kontrol grubu GP2 boyamasi. B’de E15.5 giinliikk EGF grubu
GP2 boyamasi. C’de E15.5 anti-EGF grubu GP2 boyamas1 40x goriilmektedir.
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4.2.3. E17.5 giin embriyo degerlendirme
4.2.3.1. E17.5 giin Spi-B boyamasi

Tablo 11. E17.5 giin Spi-B boyamasi skor degerlendirme

Tablo 11a.
Spi-B 17.5
Grup Ortalama Std. sapma | Anlamlilik(p)
deger Kruskal-wallis

Kontrol 1,83 0,75 0,002
EGF 3.5 0,54
Anti-EGF 1,16 0,40
Toplam 2,16 1,15
Tablo 11b.
Mann Whitney U testi: Spi-B 17.5
Gruplar Anlamlilik(p)

degeri
Kontrol /EGF 0,045
EGF/Anti-EGF 0,000
Anti-EGF/kontrol 0,045

Gruplar arasinda Kruskal Wallis testi ile anlamli fark goriilmiistiir. Mann Whitney U

testi ile yapilan ikili degerlendirmede tiim karsilastirmalarda anlamli fark gézlenmistir.



Resim 11. A’da E17.5 giinliik kontrol grubu Spi-B boyamasi. B’de E17.5 giinliik EGF grubu

Spi-B boyamasi. C’de E17.5 anti-EGF grubu Spi-B boyamas1 40x goriilmektedir.

4.2.3.2. E17.5 giin UMOD boyamasi

Tablo 12. E17.5 giin UMOD boyamasi skor degerlendirme

Tablo 12a.
UMOD 17.5
Grup Ortalama Std. sapma | Anlamlilik(p)
deger Kruskal-wallis
Kontrol 1,5 0,54 0,001
EGF 3 0,63
Anti-EGF 0,83 0,40
Toplam 1,77 1,06
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Tablo 12b.

Mann Whitney U testi: UMOD 17.5

Gruplar Anlamlilik(p)
degeri

Kontrol /EGF 0,020

EGF/Anti-EGF 0,000

Anti-EGF/kontrol 0,198

Gruplar arasinda Kruskal Wallis testi ile anlamli fark goriilmiistiir. Mann Whitney U
testi ile yapilan ikili degerlendirmede kontrol ve anti-EGF karsilastirmasinda anlamli fark

gozlenmezken, diger gruplarda anlamli fark gozlenmistir.
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Resim 12. A’da E17.5 giinliikk kontrol grubu UMOD boyamasi. B’de E17.5 giinlik EGF
grubu UMOD boyamasi. C’de E17.5 anti-EGF grubu UMOD boyamas1 40x goriilmektedir.

34



4.2.3.3. E17.5 giin GP2 boyamasi

Tablo 13. E17.5 giin GP2 boyamasi skor degerlendirme

Tablo 13a.
GP217.5
Grup Ortalama | Std. sapma | Anlamlilik(p)
deger Kruskal-wallis
Kontrol 1,66 0,51 0,001
EGF 3,5 1,09
Anti-EGF 0,83 0,51
Toplam 2 1,23
Tablo 13b.
Mann Whitney U testi: Gp2 17.5
Gruplar Anlamlilik(p)
degeri
Kontrol /EGF 0,021
EGF/Anti-EGF 0,000
Anti-EGF/kontrol 0,143

Gruplar arasinda Kruskal Wallis testi ile anlamli fark goriilmiistiir. Mann Whitney U
testi ile yapilan ikili degerlendirmede kontrol ve anti-EGF karsilastirmasinda anlamli fark

gozlenmezken, diger gruplarda anlaml fark gozlenmistir.



Resim 13. A’da E17.5 giinliik kontrol grubu GP2 boyamasi. B’de E17.5 giinliik EGF grubu
GP2 boyamasi. C’de E17.5 anti-EGF grubu GP2 boyamasi1 40x goriilmektedir.
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S.TARTISMA

M hiicreleri mukozal epitel i¢ine yerlesmis bagisiklik sistemi hiicreleridir. Mukoza
altinda yer alan mukoza iligkili lenfoid dokuya antijen sunumunu saglayarak, hem mukozal
hem de sistemik bagisiklik yanitin gelisiminde baglangic basamagini olustururlar. M
hiicrelerinin sahip oldugu, komsu oldugu epitel hiicrelerinden farklilik gosteren yapisal ve
fonksiyonel ozellikleri bu hiicrelerin birincil gorevlerinin antijen aktarimi oldugunu
gostermektedir. Ayn1 zamanda bir¢ok patojen tarafindan konak¢r dokuya giris kapisi olarak
da kullanilirlar. Bu o6zellikleri M hiicrelerini agiz ve burundan asi, bagirsaktan ilag
uygulamalari i¢in hedef haline getirmektedir. M hiicrelerinin antijen 6rneklemesindeki rolii bu
hiicreleri oral bagisiklik tedavisi uygulamalari i¢in de degerli kilmaktadir. /n vitro M hiicresi
kiiltiirlerinde daha fazla gelisme saglanmasi sonrasinda M hiicresi hakkinda bilinenlerin
artmasi, tedavi ve uygulamalarda M hiicresi aracili farkliliklar saglayacaktir.

M hiicresinin antijen aktarimindan farkli bir gérevi daha vardir. Aktarim sirasinda T
ve B hiicrelerini uyaran ek etmenler (kofaktorler) salgilar. M hiicrelerinin interlokin 1 (IL-1)
urettigi gosterilmistir (Pappo ve ark. 1993). Sitokin iiretimi bu hiicrelerin sadece basit olarak
antijen aktarimi yapmadigini, ayni zamanda mukozal bagisiklik yanitinin erken evresinde de
diizenleyici rol oynadigini géstermektedir (Pappo ve ark. 1993).

Peyer Plaklar1 bagirsakla iligkili lenfoid dokunun (GALT) iizerindeki 6zel intestinal
epitel alanlarindan olusur. Yakin zamanda bagirsaklarin sindirim fonksiyonlari i¢in gerekli
olan tiim epitel hiicrelerinin Lgr5 eksprese eden kok hiicrelerden iiretildigi gosterilmistir.
Kemik 1iligi kaynakli immiin hiicrelerin efektér fonksiyonlarni kontrol ettigi bilinen ETS
familyas: transkripsiyon faktorii olan Spi-B, 6zellikle M hiicrelerinde eksprese edilir. RankL
in vivo olarak M hiicre gelisimini indiikleyebilecegi gosterilmistir. Bagirsak organoid
("minigut") kiiltiirlerinde RankL ile uyarilmanin 24 saat icinde Spi-B ekspresyonunu ve daha
sonra diger M hiicre belirteclerinin ekspresyonunu indiikledigini gostermistir. RankL kaynakli
Spi-B ekspresyonunun, Lgr5 kok hiicre kaynakli epitel prekiirsorlerinin, hiicreler halinde
gelisim i¢in sart oldugu sonucuna varilmistir. Bu gen ekspresyonu en erken farelerde
embriyolojik gelisiminin 15.5’inci  giinliinde saptanmistir (Lau ve ark. 2012). Biz
calismamizda EGF kullanarak M hiicre gelisimini, M hiicresini gosteren belirteglerin
yogunluguna bakarak 15.5’inci giinden erken olarak 13.5 giinliik fare embriyosunda
immunohistokimyasal olarak saptadik ve M hiicre sayisinda anlaml bir artig1 gézlemledik.
EGF reseptorii blokorii monoklonal bir antikor kullanarak da M hiicrelerinin gelismesinin

azaldiginm1 gozlemledik.
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M hiicrelerindeki Spi-B gen ekspresyonu eriskin vahsi tip hayvanlarin embriyonik
gelisimi sirasinda Peyer Plaklarinda ifade edilir. Bilinen herhangi bir transkripsiyonel
regiilatoriin M hiicre fenotipinde yer alip almadigini belirlemek i¢in floresansla aktive edilmis
hiicre siralama (FACS) yapilan ince bagirsak M hiicrelerinden tiiretilmis mikroarray verileri
degerlendirilmig, PU1 ile yakindan iligkili bir ETS transkripsiyon faktorii olan Spi-B'nin
anlamli ifadesi gozlemlenmistir (Dahl ve ark.2002). Biz caligmamizda Peyer Plaklar
disindaki epitel bolgelerinde de Spi-B gen ekspresyonu varligini gézlemledik.

M hiicrelerinin farklilagsmasinin altinda yatan molekiiler mekanizmalar hakkindaki son
caligmalardan elde edilen bilgilerin toplanmasi, M hiicrelerinin farklilasma siirecinin ana
bilesenlerini kademeli olarak ortaya koymustur. RANKL tarafindan tetiklenen alternatif NF-
kB sinyalizasyonu, M hiicre farklilagmasinin baslatilmasi i¢in kritik oneme sahiptir. GALT'de
RANKL (MCi hiicreleri) eksprese eden subepitelyal mezenkimal hiicreler farklilagmalarint M
hiicrelerine yonlendirmek i¢in intestinal epitelyal kok hiicreler iizerinde etki gosterir.
Transkripsiyon faktorii Spi-B M hiicresi farklilagmasi i¢in gereklidir. Ayrica farklilagtirilmis
M hiicreleri GP2'nin ekspresyonuna dayanan fonksiyonel olarak iki farkli alt tipte
siiflandirilir: GP2-yiiksek hiicreler olgun M hiicreleridir ve yiiksek bir alim kapasitesine
sahipken, GP2-negatif veya diisiik hiicreler olgunlasmamis M hiicreleridir (Kimura 2018). Biz
caligmamizda embriyolojik gelisim silirecinde GP2 eksprese eden hiicreleri gozlemledik. Bu
da muhtemelen amniyon sivisinda bir antijenle karsilasildiginin gostergesi olabilir.

Giinlik EGF tedavisinin enterit olusumunu, kilo kaybin1 engelledigini ve
enteropatojenik E. coli bakterisine kars1 GIS’i korudugunu bildirilmistir. Rotaviriis ile enfekte
olmus yenidogan domuzlarda oral olarak verilen EGF’nin bagirsak epitelinin ve mukozasinin
yenilenmesi, enzim aktiviteleri lizerine pozitif yonde etkisi oldugu gosterilmistir (Zijlstra ve
ark. 1994). Anne siitiindeki EGF’nin nekrotizan enterokolit gelismesine engel oldugu
saptanmistir (Good ve ark. 2015). Gebe ratlarda uygulanan eksojen EGF’nin fetal gelisimi
hizlandirdig1 goriilmiistiir (Jansson ve Skarland 1990). Biz de calismamizda bagirsak epitel
yiizey alaninin EGF verilen gruplarda diger gruplara gore daha erken artis gosterdigini ve
EGF reseptorlerinin bloke edildigi grubun 15.5 giinliik embriyolarinda fizyolojik herniasyona
rastlarken, diger 15.5 giinliik embriyo gruplarinda herniye olan bagirsak kisimlarinin karin
icinde oldugunu gozlemledik.

In vitro ¢alisma ortaminda uygulanan EGF’nin M hiicre sayisinda ve farklilasmasinda
artis sagladig1 goriilmiistiir (Chaikhumwang ve ark. 2017). Bizim in vivo ¢alismamizda M
hiicre sayisinin EGF verilen grupta arttii, EGF reseptorlerinin bloke edildigi grupta ise

belirte¢ yogunluguna gore bu hiicrelerin sayisinin azaldigini gézlemledik.
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Ozetle EGF uygulanmas1 mikro-katlant1 (M) hiicrelerine ait spesifik belirteclerin
diizeylerinde artis saglayarak hiicrelerin erken gelisimine pozitif yonde etki ederken,
uygulanan anti-EGF ise bu diizeylerde ve dolayistyla hiicre sayisinda azalmaya neden olmus

ve M hiicrelerinin gelisimini engellemistir.
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6.SONUC VE ONERILER
Bu calismada Mikrofold (M) hiicrelerinin embriyolojik gelisim siirecinde EGF

(Epidermal Biiytime Faktorii)’nilin etkilerinin tespit edilmesi amaglandi. Kontrol grubu, EGF
verilen grup, EGF reseptorlerinin bloke edildigi grup olmak iizere toplamda 3 grup altinda
gebeligin 13.5, 15.5, 17.5 giinlerindeki fetuslarin bagirsaklari1 immunohistokimyasal ve
histokimyasal olarak degerlendirildi. EGF verilen grupta daha once normal fetal gelisimin
15.5 giiniinde tespit edilen mikrofold hiicre gelisimini bizim ¢aligmamizda 13.5’inci giinde
tespit ettik. Bu da EGF’nin in vivo ortamda mikrokatlantt (M) hiicrelerinin erken
gelismesinde rolii oldugunu goéstermistir. Belirteglerin yogunluguna goére EGF verilen
gruplarda, diger gruplara gore farklilasan M hiicrelerinin sayisinda gozlenen artiy EGF’nin M
hiicre sayisinda da artisa neden oldugunu gostermektedir.

Rutin histokimyasal boyamalarda EGF verilen grupta bagirsak gelisiminin daha erken
oldugu, diger gruplarda ise EGF verilen gruba gore bagirsaklarin daha gec gelistigi
saptanmistir. Ayn1 zamanda EGF’nin epitel ylizey alaninda da goreceli olarak daha erken bir
artis sagladigini gozlemledik.

Bu bilgiler 1s18inda yaptigimiz ¢alismadan elde edilen sonuglarin oral immunizasyon
konusunda immun sistemi gelismemis bireyler veya prematiire dogan bebekler acisindan
faydali olabilecegi diisiiniilmektedir. Yaglilarda azalan M hiicre sayisinin arttirilmasinin da
bagisiklik sistemini desteklemek agisindan faydali olabilecegi kanisina varmisg bulunmatayiz.
Fakat bu destegin ayn1 zamanda kanser hiicrelerinde de pozitif etki gosterebileceginden
kanser hiicresi olusumunun hizlanabilecegi de goz oniinde bulundurulmalidir. Amniyosentez
endikasyonu sonucunda yapilan iglem aninda oral immunizasyon gergeklestirme olasilig1 da
arastirmalar diisiincesinde olabilir. Bodylece fetusun doguma kadar anne karninda
immunizasyon siirecine baglamasi saglanmis olabilir.

Ayrica M hiicreleri sayisindaki artisin normal bireylerde antijen uyariminda da artisa
sebep olacagindan bu durumun atopik bir biinye olusturma ihtimali acisindan ileri
aragtirmalar yapilabilir.

M  hiicreleri sayisindaki artisin normal bagirsak floras1 olusurken bagirsak
mikrobiyatasinin olusumunda negatif etki gostermesi de ihtimaller arasindadir. Bu durum
yasamin ileri yillarinda beslenme sorunu ve gastrointestinal sikayetleri olarak ortaya
cikacaktir. Aynm1 zamanda kommensal bakterilerin olusmamasi nedeniyle K vitamini gibi
endojen sentezlenen molekiillerin olusumunun etkilenmesi de birtakim sistemik sorunlarin

ortaya ¢ikmasina sebep olabilecektir.
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Sonu¢ olarak literatitrde EGF ve M hiicreleri arasindaki iliskiyi hedefleyen,
multidisipliner bir sekilde olumlu ve olumsuz ydnleri tasarlanarak ve bu iligkinin tim viicut
fonksiyonlart tizerindeki etkisinin degerlendirilmesi amaglanarak yapilacak ileri ¢aligmalara

ihtiyag vardir.

41



OZET

FARELERDE EMBRIYOLOJIK GELISIM SURECINDE EGFEPIDERMAL
BUYUME FAKTORU) ve ANTI-EGF’NIN MICROFOLD(M) HUCRELERI
UZERINDEKI ETKIiSI

KAYHAN B. Aydin Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji Embriyoloji
Ana Bilim Dah Tipta Uzmanlik tezi, 2019.

Mikrokatlantt hiicreleri (M hiicreler) mukozal lenfoid folikiilleri ¢evreleyen folikiil
iliskili epitelde yer alan mukozal immun yanit1 baslatan 6zellesmis epitelyal hiicrelerdir. M
hiicreler luminal antijenleri alarak mukoza altinda yer alan mukoza iligkili lenfoid dokulara
(MALT) bu antijenleri sunmaktadirlar. Epidermal biiylime faktorii, hiicrelerin boliinmesi,
farklilagmasi, yasamasi, ¢ogalmasi, biiylimesi ve hiicre gociinii uyaran protein yapida bir
biiytime faktorii olup, organizmadaki pek ¢ok fizyolojik ve patolojik siirecte rol almaktadir.
EGF, anti-enflamatuar, anti-apoptotik, norotrofik ve noroprotektif etkilere sahiptir.

Bu calismada M hiicrelerinin embriyolojik gelisim siirecinde EGF (Epidermal Biiylime
Faktorii) ve Anti-EGF olarak EGF reseptor blokeri olan bir monoklonal antikor’un
etkilerinin tespit edilmesi amaglandi. Kontrol grubu, EGF verilen grup, EGF reseptorleri
bloklanan 3 grup altinda olmak {izere fetal gelisimin 13.5, 15.5, 17.5 giinlerindeki fetuslarin
bagirsaklarin immunohistokimyasal ve histokimyasal olarak degerlendirildi.

Yapilan deney sonuglarmma gore, kontrol ve anti-EGF gruplarina kiyasla EGF verilen
gruptaki mikrokatlanti hiicrelerinin daha erken gelistigi ve belirtecleri agisindan
degerlendirildiginde diizeylerinde artis oldugu gozlemlendi. Bu calismanin sonuglar 1518inda

ileri zamandaki multidisipliner ¢alismalar i¢in yardimcei ve yol gosterici olacaktir.

Anahtar kelimler: Mikrokatlanti, bagirsak, embriyo, epidermal biiylime faktorii
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SUMMARY

THE EFFECT OF EGF (EPIDERMAL GROWTH FACTOR) AND ANTI-EGF ON
MICROFOLD (M) CELLS IN THE MICE EMBRYOLOGICAL DEVELOPMENT
PROCESS

Kayhan B. Aydin Adnan Menderes University Faculty of Medicine Department of
Histology and Embryology,2019

Microfold cells (M cells) are specialized epithelial cells that initiate the mucosal immune
response in the follicle-related epithelium surrounding mucosal lymphoid follicles. M cells
receive luminal antigens and present these antigens to the mucosa-associated lymphoid tissues
(MALT) located under the mucosa. Epidermal growth factor is a protein growth factor that
stimulates cell division, differentiation, survival, proliferation, growth and cell migration and
is involved in many physiological and pathological processes in the organism. EGF has anti-
inflammatory, anti-apoptotic, neurotrophic and neuroprotective effects.

The aim of this study was to determine the effects of EGF (Epidermal Growth Factor)
and an EGF receptor blocker monoclonal antibody used for Anti-EGF effect in embryonic
development of M cells. The control group, EGF group, EGF receptors were divided into
three groups, and the fetal intestines were evaluated immunohistochemically and
histochemically on the 13.5, 15.5, 17.5 days of fetal development.

According to the results of the experiment, it was observed that the microfold cells in the
EGF-treated group developed earlier and were increased in terms of their markers compared
to the control and anti-EGF groups. In the light of the results of this study, it will be helpful

and guiding for future multidisciplinary studies.

Keywords: Microfold, intestine, embrio, epidermal growth factor
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