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KAN BEYIN BARIYERI GELiSIMININ
GESTASYONEL DIiABETES MELLITUS’DA iNCELENMESI

Doktora Tezi

Pmar AKOKAY

DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI SAGLIK BiLIMLERIi ENSTITUSU
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dal

OZET

Bu ¢aligma postnatal gebelik diyabetinde kan beyin bariyerinin gelisimini incelemek
amactyla yapildi.

18 adet disi fare ve elde edilen 63 adet yavru kullanildi. Disi fareler Kontrol, Sham ve
Gebelik Diyabeti olmak iizere rastgele 3 gruba ayrildi. Katima alinan deneklerin normal
dogum siireleri beklendi. Kontrol grubuna higbir uygulama yapilmadi. Sham grubundaki
deneklere gebeliklerinin 5. giiniinde intraperitoneal sodyum sitrat buffer uygulamasi yapildi.
Gebelik Diyabeti grubundaki deneklere gebeliklerinin 5. giiniinde 40 mg/kg streptozotosin
uygulandi. Disilerden elde edilen yavrular, her grupta 7 denek olacak sekilde P:0, P:7 ve
P:21 giinlerinde beyin dokular1 alindi. 5 pum’lik seri kesitler alinarak histolojik ve
immunohistokimyasal olarak incelendi. Calisma grubumuz tarafindan gelistirilen semi-
kantitatif bir yontemle prefrontal kortekste hiicre sayim1 yapildi. Sonugta, Gebelik Diyabeti
gruplart Sham ve Kontrol gruplar ile karsilastirildiginda maternal diyabetin prefrontal
kortekste hiicre sayisini anlamli olarak azalttign goriildii. Calismamizda kan beyin
bariyerinin endotel hiicrelerinin, siki baglanti kompleksleri olan VE-Kaderin-5 ve Klaudin-
5 immunhistokimya boyamalarinda Gebelik diyabetin bu molekiillerin ifadesini anlaml
olarak azalttig1 gozlendi. Astrosit isaretlemesinde Agp-4 boyamasi sonucundaysa anlamli
azalma gosterildi. Perisit hiicrelerinde maternal diyabetin bir etkisi bulunmadigi gézlendi.

Bu sonuglara gore gebelik diyabetinin yeni doganda kan beyin bariyeri gelisimi
tizerinde olumsuz etkileri oldugunu ve gegirgenligini artirdigint 6n goérmekteyiz.

Anahtar Sozciikler: Beyin, Kan Beyin Bariyeri, Gestasyonal Diyabet, Semi-kantitatif

Noron Sayimmi
Tezin sayfa adedi: 107

Damisman: Prof. Dr. Giiven ERBIL
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BLOOD BRAIN BARRIER DEVELOPMENT
INVESTIGATION IN GESTATIONAL DIABETES MELLITUS

PhD Thesis

Pmar AKOKAY

DOKUZ EYLUL UNIVERSITY HEALTH SCIENCES INSTITUTE
Department of Histology and Embryology

ABSTRACT

This study was conducted to examine the development of the blood brain barrier in
postnatal gestational diabetes.

18 female mice and 63 offspring obtained were used. Female mice were randomly
divided into 3 groups as Control, Sham and Gestational Diabetes. Normal birth periods of
mice mated were expected. No application was made to the control group. Intraperitoneal
sodium citrate buffer was administered to mice in the sham group on the 5th day of their
pregnancy. 40 mg / kg streptozotocin was administered to mice in the Gestational Diabetes
group on the 5th day of their pregnancy. Brain tissues were taken from the offspring from
the females at P: 0, P: 7 and P: 21 days, with 7 subjects in each group. Serial sections of 5
um were taken and examined histologically and immunohistochemically. Cell count was
made in the prefrontal cortex with a semi-quantitative method developed by our study group.
As a result, when Gestational Diabetes groups were compared with Sham and Control
groups, it was observed that maternal diabetes significantly decreased the number of cells in
the prefrontal cortex. In our study, it was observed that gestational diabetes significantly
decreased the expression of these molecules in the immunohistochemistry staining of VE-
Kaderin-5 and Klaudin-5, which are tight junction complexes of endothelial cells of the
blood brain barrier. Significant decrease was shown in astrocyte marking as a result of Agp-
4 staining. It was observed that maternal diabetes had no effect on pericyte cells.

According to these results, we predict that gestational diabetes has negative effects on
the development of the blood brain barrier in the newborn and increases permeability.

Keywords: Brain, Blood Brain Barrier, Gestational Diabetes, Semi-quantitative
Neuron Count

Page Number: 107
Advisor: Prof. Dr. Giiven ERBIL

Xii



1. GIRIS VE AMAC

Kan beyin bariyeri (KBB), perisitler, glial hiicreler (astrositler ve mikroglialar)
ve noronlar ile yakin temas halinde olan beyin endotel hiicrelerinden (BEH) olusur.
Bu hiicrelere topluca norovaskiiler {inite (NVU) denir. Bu yapiy1 olusturan hiicreler

arasinda, karsilikli molekiiler sinyaller vardir (1).

Bazal
Membran

Astrosit

Endotel
Liimeni

Peg-Soket

Baglantisi
Mikroglia

—— Neuron

Perisit

Endotel
Hiicresi

Sekil 1. Norovaskiiler Unite; endotel hiicrelerinin, KBB’de bulunan diger hiicre
tipleri ile iliskisi (1).

BEH’ler, periferik endotel hiicrelerinden bariyer 6zellikleri yoniiyle farklilik
gosterir. Plazma zarlarinin apikal ve lateral kenarlarinda yer alan transmembran
proteinleri ve sitoplazmik adaptdr proteinlerini igeren BEH’ler arasinda baglanti
kompleksleri vardir. KBB’nin yapisal biitiinliigli, g¢ogunlukla siki baglanti
kompleksleri (Tight Junction-TJ) tarafindan saglanmaktadir (2,3). KBB’deki adherens
baglanti birimlerinin islevi heniiz tam olarak aydinlatilamamis olsa da, TJ’larin

BEH’lerin bir arada tutulmasinda 6nemli rol oynadiklari bilinmektedir (4).



Perisitler mikrodamarlarin adluminal yiizeyinde yer almaktadirlar. BEH’ler ile
ortak bir bazal membrana sahiptirler ve endotel hiicrelerini saran uzun sitoplazmik
uzantilar1 varidir (5). Merkezi sinir sisteminin (MSS) damarlarindaki perisit hiicre
yogunlugu, periferdeki perisitlere gore anlamli derecede yiiksektir. MSS’de
perisitlerin, endotel hiicrelerine oran1 1:1-1:3 arasindayken, 6rnegin ¢izgili kaslarda bu
oranin 1:10-1:100 oldugu tahmin edilmektedir (6).

Perisitler ¢esitli norovaskiiler fonksiyonlarin diizenlenmesinde 6nemli rol
oynarlar. Anjiyogenez sirasinda damar olusumuna, yeniden sekillenmesine ve
damarlarin stabilize olmasina katkida bulunabilirler (7,8).

Perisit hiicrelerinin  eksikligi durumunda, transitozun artmast ve TJ
proteinlerinin ekspresyondaki azalmaya bagli olarak KBB’nin gegirgenligi artar.
Perisitler ayrica astrosit son ayaklarinin polarizasyonuna aracilik eder ve kan
damarlarina yonlendirir (4,7).

Beyinde en ¢ok bulunan hiicreler olan astrositler, BEH’leri kaplayan, astrositik
son ayaklar da dahil olmak tizere bir¢ok hiicresel dallanma gdsteren gliyal hiicrelerdir.
Spesifik olarak, astrositik son ayaklari, su kanali Aquaporin-4 (Aqp4) ve potasyum
kanali KIR4.1 gibi MSS su homeostasisini diizenleyen transmembran proteinleri
yoluyla BEH'ler ile etkilesim kurar (9).

Jui M. Dave ve arkadaslarinin 2018 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, farelerde
embriyonik donem E10,5’da anjiyogenezisin basladig1 ve bundan 1 giin sonra E11,5
da perisitlerin endotel hiicrelerini sardigi bildirilmistir (10).

KBB'nin gegirgenligi, felg, diyete bagli obezite, inflamatuvar durumlar, diabetes
mellitus ve yaslanma dahil olmak iizere dogum sonrasi yasam siiresince g¢esitli
patolojik durumlar altinda tehlikeye girebilir (11,12). Eriskindeki patolojik durumlara
ek olarak, maternal ortamda da KBB gelisim siirecinde, KBB’nin gecirgenligi i¢in de
cok dnemli oldugu gosterilmistir. Ornegin, gelisen fetiisiiniin kortikosteroidlere fazla
maruz kalmasi ya da bagirsak mikrobiyatasina azaltilmis maruziyetin, yeni doganlarda
KBB permeabilitesini ve TJ ekspresyonunu arttirdigi gosterilmistir. Bu nedenle,
calismacilar diizensiz veya patolojik bir maternal ¢evrenin, gelismekte olan fetiiste
KBB olusumunu bozabilecegini ve daha sonraki yasamda uzun vadede saglik

risklerine yol agabilecegi goriisiine varmiglardir (13).



KBB’nin gelisimi siirecine, Sonic hedgehog (Shh) yolu ile aktive olan Patched-
1 (Ptcl) kendisi de dahil olmak {izere asagi dogru hedef genlerin ekspresyonunu
indiikleyen transkripsiyon faktorii GLI family zinc finger 1 (Gli 1)'in aktivasyonuna
yol agar (13,14).
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Sekil 2. Beyin kapiller endotel hiicrelerinde SHH yolag1 (15).

Sik1 baglanti proteinlerini ekspresyonunu saglayan ve arttiran Smoothened
(Smo) ve Gli-1 arasindaki karsilikli sinyal mezkanizmalar1 KBB biitiinltigiini
arttirmaktadir (Sekil 2). SHH'deki bir azalma, Ptch-1'in Smo-Gli-1 sinyalini
baskilamasina neden olur. Saglikli durumda, endotel hiicrelerindeki siki baglanti

proteinlerini yukari regiile eden ve KBB biitiinliigiinii koruyan SHH'yi salgilarlar (16).

Maternal diyabetli gebeliklerden dogan ¢ocuklarda, biiyiime bozukluklar1 ve
konjenital malformasyonlarin goriilme orami %6-9 iken, nondiyabetik annelerin
cocuklarinda bu oran %2-3 kadardir. Prenatal gelisim sirasinda ise en ¢ok etkilenen

organlar; kalp, bobrek ve MSS’dir. Onceki ¢alismalarda artan glukoz diizeylerinin



malformasyonlara yol ac¢tig1 ayrica, oksidatif stres, polyol yolundaki bozukluklar ve
prostaglandin metabolizmasinin diyabetik embriyopatiye yol actig1 da 6ne stirtilmiistiir

(17).

Maternal diyabette gozlenen spontan abortus, o6lii dogum, makrozomi,
intrauterin biiylime geriligi ve solunum sikintis1 sendromu komplikasyonlarin ¢ogu,
gebelik Oncesi ve gebelik sirasinda siki glisemik kontrol ile 6nemli 6lgtlide azaltilabilir.
Ancak gebeligin ilk 8 haftasinda ortaya c¢ikan konjenital malformasyonlarin
onlenmesi, glisemik kontrol olsa dahi ¢ok zordur (15,18). Gestasyonel diabetes
mellitus (GDM)’un fetal sinir sistemini etkiledigi ve organlarin yapisi ile islevinde,

kisa ve uzun vadede olumsuz degisikliler olusturdugu bilinmektedir (19).

Bu ¢alismada, gebelikte gestasyonel diyabetin postnatal donemde KBB gelisimi

tizerindeki etkilerini incelemeyi amacladik.



2. GENEL BILGILER

2.1 Beyin Dokusu Histolojisi

MSS’nin en biiyilk organi olan beyin, iki tarafi da simetrik, yumusak ve
jelatinimsi yapida bir organdir. Bebeklerde yaklasik 400 gram, yetiskinlerde ise 1250-
1450 gram kadardir. Kadinlarin beyin agirligi erkeklere oranla daha azdir. Beyin en
dista kafatasi olarak bilinen kranium ile korunurken, igten beyin zarlari olarak bilenen
meninksler ile sikica ¢evrelenmistir. Meninksler beyni ve kan damarlarint korur.
Ayrica vendz siniisler etrafinda bir koruma alani olusturur. Bag dokusundan olusan bu

zarlar dura mater, araknoid membran ve pia mater olarak adlandirilir (20).

Dura mater, 2 fibr6z bag dokusundan olusan gii¢lii bir meninkstir. Araknoid
membran, beyin zarlarinin ortasinda bulunur ve subdural bosluk ile dura mater
tabakasindan ayrilir. Subaraknoid alan araknoid membran ile piamater arasinda
bulunur ve beyin-omurilik sivisi (BOS) ile biiyilkk kan damarlari bu aralikta
bulunmaktadir. Araknoid villuslar iist tarafa dogru ¢ikint1 yapar ve BOS’un ven6z kana

emilmesine izin verir. Piamater ise, beyne sikica tutunan bir zardir (20).

BOS, kan plazmasina benzemekle beraber daha az protein ve farkli iyon
konsantrasyonlar1 iceren sulu bir ¢ozeltidir. BOS, MSS’yi olusturan organlara
kaldirma kuvveti uygulayan, bdylece beyni kendi agirligr altinda ezilmesini 6nleyen
siv1 bir yastik olusturur. MSS’yi darbelerden ve travmalardan korudugu gibi, beyne
besin ve kimyasal sinyaller tasimaktadir (20).

Beyin embriyonik gelisim sirasinda rostraldan kaudale kadar telensefalon,
diensefalon, mezensefalon, metensefalon ve miyelensefalon olmak tizere 5 bolgeden
olusur. Daha sonra gelisimle birlikte bu bolgeler kaybolur ve yetiskin beyni meydana
gelir (20).

Beyin, beyin sapi1 iizerinde bulunan 2 adet hemisferium serebri’den (beyin
yarimkiireleri) olusmaktadir. Hemisferiumlar i¢inde ventrikiil bosluklar1 yer alir.
Hemisferlerde girus denilen kivrimlar ve sulkus denilen girintiler bulunur. Her

hemisfer frontal, parietal, temporal ve oksipital olmak iizere 4 ana loba ayrilir (21).
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Sekil 3. Beynin dort ana lobu

Beyin dokusunun histolojik yapisi oldukg¢a karmasiktir. Distan igce dogru
incelendiginde dista Substabsia grisea (Korteks serebri/Serebral korteks/Gri cevher)

ve Substabsia alba (Korteks serebri/Beyaz cevher) olmak iizere 2 kisimdan olusur (21).

Beyin gri cevherde noronlar, beyaz cevherde gliyal hiicreleri ile karakterizedir.
Kiiciik bir hacime sahip olmasina ragmen, intertisiyel sivinin bu karmasik hiicresel
sistemin homeostazinin korunmasinda Onemli bir rolii oldugu bilinmektedir.
Intertisiyel sivinin bilesimi, biiyiik 6l¢iide KBB tarafindan diizenlenir. KBB ayrica
beynin norotoksik bilesiklere karsi korunmasinda ve artik maddelerin beyinden

perivaskiiler alanlara gegmesinde 6nemli bir rol oynar (22).

2.1.1 Substansia Grisea

Substansia grisea beynin tiim kivrimlarini 6rter ve kalinligi 2-6 mm arasindadir.
Beynin bu bélgesinde néron somasi, dendritler, aksonlar, sinir lifleri, noroglia
hiicreleri ve kan damarlar1 bulanmaktadir. Bunlarin disinda belirli gérevleri yapmak
icin bir araya gelmis ndron govdelerinden olusan ve niikleus olarak adlandirilan

Ozellesmis bolgeler de bulunmaktadir (21).

Substansia grisea Allokorteks (paleokorteks) ve Izokorteks (neokorteks) olmak
tizere 2 bolgeden olusur. Allokorteks, korteksin ilk gelisen bdlgesidir ve tiim korteksin
yaklasik %10 nunu olusturmaktadir. Izokorteks ise, allokorteksten sonra olusmaktadir
ve korteksin %90’nin1 olusturmaktadir. izokorteks hiicre ve liflerin yapsisina gore,

sirasiyla sitoarkitektiir ve miyeloarkitektiir olarak tabakalanma gosterir (21).



a. Sitoarkitektiir Diizenlenme:

1. Lamina Molekiilare: Pia materin hemen altinda bulunan ve az sayida
horizontal tip noron iceren tabakadir. Ayrica piramidal hiicrelerin apikal dendritlerini
ve bazi stellat hiicrelerin dendritlerinin yaptig1 horizontal dallanmalar igerir.

2. Lamina Graniilaris Eksterna: Lamina molekiilarenin hemen altinda
yer alan bu tabaka kii¢iik graniiler ndronlar, stellat hiicreleri, kii¢lik piramidal hiicreleri
ve ¢esitli sinir sonlanmalar1 igerir.

3. Lamina Piramidalis Eksterna: Bu bolge kii¢iik ve orta piramidal
ndronlar ile az sayda stellat ndronlart icermektedir.

4. Lamina Granularis interna: Graniiler néronlarin yer aldig tabakadir.
Bu tabakada talamusdan gelen afferent fibriller yogunlasarak Baillarger’in dig bandini
olusturur.

5. Lamina Piramidalis Interna: Orta ve biiyiik piramidal néronlar ile
stellat noronlarin yer aldigi tabakadir. Bu tabakada bulunan en biiylik néronlar Betz’in
dev noéronlaridir. Ayrica piramidal ndronlarin horizontal fibrilleri burada Baillarger’in
i¢ bandini olusturmaktadir.

6. Lamina Multiformis: Bu tabakada yildizsi, fuziform noronlar ile
Martinotti néronlart bulunmaktadir. Fuziform sekilli noronlarin aksonlar1 substansia

albaya kadar uzanir.

Miyeloarkitektiir Diizenlenme:
Lamina tanjensiyalis

Lamina disfibroza

Lamina superradiata

Stria Baillarger eksterna

Lamina interradiata

o a0k~ w0 D =T

Lamina infrastriata

2.1.2 Substansia Alba

Substansia grisea’nin hemen altinda yer alir ve ¢ok sayida sinir fibrili igeren bu
bolgeye ‘beyaz cevher’de denmektedir. Miyelinli ve miyelinsiz sinir fibrilleri ile ¢ok
sayida kan kapillerlerinden olugmaktadir. Bazi bolgelerinde ndron topluluklarinin

olusturdugu substansia grisea adaciklar1 olan niikleuslar bulunmaktadir (21).



2.2. Beyin Anatomisi

Beyin MSS’nin en gelismis kismidir ve Cavum cranii’nin (kafatas: boslugu)
tamamini1 doldurmaktadir. Erigkin bir insanda agirlig1 yaklasik 1400-1500 gr kadardir
(23). Beyin anatomik olarak medulla spinalis’den yukariya dogru, rombensefalon,
mezensefalon ve prozensefalondan olusmaktadir (24).

MSS, arteria vertebralis ve arteria karotis interna tarafindan beslenmektedir.
Arteria vertebralisin dallar1 ponsta birleserek arteria basillaris’leri olusturur ve
bunlarda orta beyinde tekrar 2 dala ayrilip, siiperior ve posterior serebral arterleri
verirler. Posterior serebral arterler dallanarak internal karotid arterlere baglanan
posterior iligkili arterlere dallanirlar. Bu damarsal yapilanma ile beynin her yerine kan

akisini saglayan Willus Poligonu’nu olusur (21).

2.3. Beyin Dokusu Gelisimi

Embriyogenez sirasinda norogelisimsel bozukluklarin cogunlugu erken gelisim
sirasinda ortaya cikar. Bu nedenle bu bozukluklarin temel nedenini anlamak icin
beynin normal gelisimini tanimlamak gerekmektedir. Etik olarak insan embriyolari ile
calisma kisithiliklar1 olmasi nedeniyle, erken insan beyni gelisimini dogrudan
incelemek zordur. Bu nedenle bilim insanlar1 hayvan modelleri ve hiicre kiiltiirleri gibi

alternatiflere yonelmislerdir (25).

Hayat boyunca beynin karmasik yapisi islevine gére hem mikroskobik hem de
makroskobik olarak degismektedir. Gebeligin 3. haftasindan 6liime kadar, beyin
stirekli olarak yeni durumlara adapte olur ve yaralanma ya da hastalik durumlarinda
islevini yeniden diizenleyebilir. Genel olarak insan beyninin yasam dongiisiinii beyin

gelisimi ve beyin yaglanmasi olarak 2’ye ayrilir (26).

Erken embriyogenez sirasinda ektodermin bir kismi altta bulunan mezoderm
tarafindan indiiklenerek noral plaka haline gelir ve daha sonra noral tiipli olusturarak
kapanir. Noronal tiipiin orta hat kenarlarinda organizasyon merkezleri olusur ve burada
morfojenler sentezlenmeye baslar. Bu morfojenler noroepitelyal kok hiicrelerinden
beyin bdlgesine 6zgli olan transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonunu indiikler. Sonug
olarak ortaya ¢ikan bu sinir dokusu rostra-kaudal eksen boyunca, telensefalon ve

diensefalondan olusan 6nbeyi (prozensefalon), orta beyini (mesensefalon), arka beyini



(metensefalon ve miyelensefalon) ve medulla spinalis’i olusturacak sekilde boliiniir.
Bu bolgeler birbirine bitisik sekilde gelisse de yetiskin beyninde anatomik ve
fonksiyonel olarak farkli bolgelerin olusmasina neden olur. Telensefalon serebral
korteks, bazal gangliyonlar, hipokampus ve amigdalaya farklanir. Diensefalon
hipotalamus ve talamusu igerir, mezensefalon bitisik rostral ve kaudal bolgeleri
birbirine baglar ve tektum serebral akuaduktu icerir ve rombensefalon serebellum,
medulla oblangata ve pons’u igerir. Bu yapilarin her birinde farkli hiicre tipleri
bulunmaktadir. Uygun sinaptik baglantilar1 olusturmak ve belirli fonksiyonel

aktiviteleri desteklemek igin farkli gelisim yonlerine sahiptir (27).

Hiicre proliferasyonu, gocii ve hiicre agregasyonu siirecleri sonunda, serebral
duvarin gegici 3 katli goriiniim kazanmasina neden olur. Embriyonik donemin
sonunda, embriyonik beynin tiim boliimleri ve ana alt boliimleri silvian fossa
diizeyinde ve serebral hemisferler iizerinde koronal bolimlerde goriilebilir.
Telensefalon lateral olarak genisleyen serebral vezikiiller, rinensefalon olarak bilinen
septal alan, ganglionik eminens ve bazal telensefalondan olusur. Serebral
hemisferlerin rostral (frontal), dorsal (parietal), kaudal (oksipital) ve temporal yonde
genislemesi icin ana kaynak, lateral hemisferik ylizeyin ortasinda bulunan insula

primordiumudur (28).

Gelisimin 11. haftasinda, korpus kallozum rostral telensafalonun eski komissural
tabakasinda ortaya ¢ikar. Diensefalonun masif dorsal kismi, ventral hipotalamik

bolgeden lif bakimindan zengin bir bolge ile ayrilan talamusu temsil eder (28).

Beyin gelisiminde erken fetal fazda hiicre proliferasyonu, hiicre gocii ve
molekiiler spesifikasyon histogenetik ve nérogenetik olarak ¢ok dnemlidir. Bu 3 olay
gerceklestikce gecici fetal bolgelerin mikroyapis, hiicre kiimelenmesinin yogunlugu,
akson ve dentritlerin diizeni ve hiicre dis1 matriks miktar1 diizenlenir. Beynin hiicresel

yapisinin diizenlenmesindeki anahtar rol kortikal plagin olusumudur (28).

Sinir sisteminin gelisiminin en erken asamasi noérulasyondur. Bu siire¢
insanlarda 3. haftada, ektodermden gelisen noral kivrimlarin noral tiipii olusturmasi ile
baglar. Noral tiiplin duvari, noral progenitor hiicrelerden olusur ve noroepitel olarak
adlandirilir. Hiicreler silindirik sekillidir ve hiicre dongiisii sirasinda niikleuslar

hiicrenin apikal ve bazal taraflar1 arasinda gog¢ ettikleri i¢in néroepitele yalanci ¢cok



katli bir gériiniim kazandirir. Sonugta noral tiiplin anterior ve posterior bolgelerinden

sirasiyla serebrum ve medulla spinalis haline gelir (28).

Tavuk, fare ve insan embriyosunda noral plaka, i¢i bos liimenli bir tiip

olusturmak igin yiikselir, katlanir ve birlesir (29).

Insanlarda majér organogenez embriyonik dénemde fertilizasyondan sonra 8.
haftanin sonunda gelisir. MSS embriyonik diskin ektoderm tabakasindan
gelismektedir. Fertilizasyondan sonraki 18. giinde, embriyonik diskin orta hatti,
noronal olugu olusturmak i¢in derinlesir. Aynt zamanda, ektodermin rostral kismi
daha sonra beyni olusturacak olan simetrik ndral plagi olusturmak iizere kalinlasir.
Bilateral noral kivrimlar, noral oluk boyunca belirgin hale gelirler. Yaklasik 20. giinde,
noral kivrimlar gelecekteki serebrum ve medulla spinalisi olusturmak i¢in birbirleri ile
kaynagmaya baglarlar ve noronal tiipli olusturmak i¢in hem rostral hem de kaudal
uzanirlar. Rostral néropor yaklasik 24 giinde kapanir ve bundan 2-4 giin sonra da

kaudal néropor kapanarak noérla tiipiin olusumu tamamlanir (30).

20. giinde, kraniyal norektodermin kalinlagmasi ile 3 beyin vezikiilii olan
prozensefalon (6n beyin), mezensefalon (orta beyin) ve rombensefalon (arka beyin)
primordiyalar1 ortaya ¢ikmar. Noral tiip kapandiktan kisa bir siire sonra mezensefalik,
pontin ve servikal fleksiirler seklinde 3 kisimda biikiiliir. 5. haftada ise 3 boliimden
olusan beyin, 5 parcaya ayrilir. Prozensefalondan telensefalon ve diensefalon olusur.
Mezensefalon boliinmeden kalir ve tiip seklinde bir yap1 olusturur. Serebellum ve
ponsun gelismesi ile arka beynin metensefalon ve miyelensefalon ya da medulla
oblangata olarak bdliinmesi ile belirgin hale gelir. Orta beyin ile arka beyin arasindaki

baglant1 nispeten dardir ve istmus rombensefali olarak adlandirilir (30).

Telensefalik vezikiiller, serebral hemisferleri olusturmak icin iki tarafli genisler.
Embriyonik dénemin sonunda hizla genisler ve diensefalonu hizla kaplar. Her iki
tarafin noral katlantilar1 kaynastiginda, bazi1 hiicreler ndroektodermden ayrilir ve noral
krest hiicrelerini olustururlar. Bu hiicreler spinal kranial ve otonom ganglion
hiicrelerini, adrenal bezin medullasini, epidermisin melanositlerini ve bas bolgesinin
iskelet ve bag dokusunun bir¢ok farklilagsmis hiicre tipini olusturmak i¢in go¢ ederler
(30).

10



Baslangigta noral tiipiin duvar1 matriks tabakasi olarak adlandirilan tek kath
norepitelyal hiicrelerden olusur. Bu tabaka kalinlastik¢a yalanci ¢ok katli bir goriiniim
sergiler. I¢ ve dis smirlayict membranlar ile temas halinde olan bu ndroektodermal
hiicrelerin ¢ekirdekleri giderek daha fazla tabaka halinde diizenlenirler. Mitoz
boliinme hiicre tabakasinin ventrikiiler yilizeyinin yakininda olusur ve farklilagsmis
noronal hiicreler noral tliplin dis yiizeyine goc ederek 2. tabakaya yerlesirler. Manto
tabakasi olarak adlandirilan bu bolge, ventrikiiler bolgeden daha fazla hiicre goc
ettikge, daha kalin hale gelir. Ventrikiiler zonla manto zonu arasinda bulunan
intermediar zon, noronlar ve glial hiicreler ile daha ¢ok farklanir. Radyal glial hiicreler
norogenezin erken asamalarinda goriilmektedir. Noronal hiicreler, noral tiipiin dig
ylizeyi boyunca uzanan radyal glial hiicreler boyunca, manto tabakasindan, serebral
korteksin primordiyumu olan kortikal tabakay1 olusturmak i¢in go¢ ederler. Kortikal
plagin olusumu gestasyonun 7. ve 16. haftalari arasinda gergeklesir. Bu nedenle
serebral korteksin biiylimesi ve kortikal ndronlarin proliferasyonu biiyiik 6l¢iide fetal
donemde olmaktadir. Fetal donemde goriilen en Onemli degisimler, serebral
hemisferlerin biiyiimesi median kisimlarinin olusumu, serebral hemisferlerin
genislemesi ve temporal lob, sulkus ve giruslarin olusumu ile 6zellikle korpus
kallozum olmak {izere komissural baglantilarin olusumudur. Frontal, temporal ve
oksipital kutuplar belirgin hale gelirken ventral yiizeyde bulbus olfaktoryus goriiniir
hale gelir. Beyin pargalarinin hizla biiylimesi ile birlikte ventrikiiler sistemde genisler
ve organize olur. Beynin yan yiizeyinde sulkus lateralis ve sulkus setralis 4. aydan
itibaren taninabilir hale gelir. Prefrontal korteksin gelisimi ile once, sulkus sentralis
kademeli olarak kaudale dogru hareket eder. Medial yilizeyinde 6nce parieto-oksipital
ve singulat silkus ortaya ¢ikar, ardindan kalkarin ve central sulkus gelisir. Hipokampal
formasyon ise dentat girus, hipokampus, subikulum ve parahipokampal girusdan
olusur (30).

Koroid pleksus, 7. haftada dordiincii ventrikiil tavani altinda ve lateral
ventrikiilde, 8. haftanin baslarinda {i¢lincii ventrikiilde ortaya ¢ikar. Koroid pleksusun
primordiyumu, ventrikiillere ¢ikint1 yapan ependim hiicrelerinin basit kivrimlari olarak
goriiniir. Koroid plekssuslar gestasyonun 8. haftasinda vaskiilarize olur. Embriyonik
koroid pleksus embriyonik kapiller agin gelismesi ile birlikte 9. haftada fetal hale gelir
(30).
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2.3.1 Norogenezis

Gelisim sirasinda noronal kok hiicreler, MSS’nin tiim kok hiicrelerini
olusturmaktadir. Ayrica MSS’deki astrosit ve oligondendrosit olarak adlandirilan
makroglial hiicrelerinin kaynagidir. Norogenezden once noral tiip, tek tabakali
noroepitel hiicrelerinden olugmaktadir. Noroepitel hiicrelerinin ¢ekirdekleri, hiicre
dongiisii sirasinda apikal-bazal eksende asagi yukari hareket ettigi i¢in, noroepitel
yalanci ¢ok tabakali (psodostratifiye) goriiniir (Sekil 1a) (31). Noroepitel hiicreler,
tipik epitel ozelligi gosterir ve apikal-bazal eksenleri boyunca polarize olurlar (Sekil
la). Noronlarin ¢ogalmasi ile noroepitel ¢ok sayida hiicre katmanina sahip bir dokuya
farklanir. Progenitor hiicre govdelerininin ¢ogunu i¢eren en apikal tabaka ventrikiiler

bolge olarak adlandirilir (Sekil 1b).

a Noroepitel Hiicreler b Radial Glial Hiicreler € Bazal Progenitir

Bazal
Lamina

Noronal
Tabaka

Bazal Lamina

Zon

Apikal
Yiizey

Gl S G2 M Gl S G2 M

0 Niikleus mmmm  Bazolateral Plazma Membram ‘

[ Adherens Baglanti s Apikal Plazma Membram

Sekil 4. Noroepitel hiicreleri, radyal glial hiicreleri ve bazal progenitor hiicrelerinin

polarize 6zellikleri (31).

Norogenez ile birlikte, ndroepitel hiicreleri, 6zellikle sik1 baglant1 noktalar1 ve
baz1 plazma membran proteinlerinin ekspresyonu ile epitel 6zellik kazanip, apikal-
bazal polaritesini diizenler. Ayni1 zamanda astroglial ayirict 6zellikler ortaya cikar.
Norogenezin baslangicindan sonra, norepitelyal hiicreler hem ndroepitel hem de
astroglial ozellik gosteren bir hiicre tipi olan radyal glial hiicrelere farklilasirlar.

Radyal glial hiicreler, néroepitel hiicrelerden daha kisitli progenitor hiicrelerdir. Ancak
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yine de beyindeki hiicrelerin ¢ogu dogrudan ya da dolayli olarak radyal glial
hiicrelerden gelisirler. Radyal glial hiicreler noroepitel hiicreler gibi, interkinetik
niikleer goc gosterirler (Sekil 1b). Bununla birlikte noroepitel hiicrelerde ¢ekirdekler

tiim sitoplazma boyunca hareket etmesine ragmen, radyal glial hiicrelerde durum bu

sekilde degildir (Sekil 1b) (31).

Radyal glial hiicreler olarak da bilinen noral prgenitdr hiicreler, ara progenitor
hiicreler (IPC) ya da noronlari olusturmak i¢in hem simetrik hem de asimetrik olarak
boliintirler. IPC’ler daha sonra subventrikiiler zonu olusturmak icin ve dolayli olarak
ndronal tiretimi artirmak icin boliinmeler gegirir. Bu postmitotik noronlar kortikal
plaga asamali olarak yerlesmek i¢in, olustuklari ilk bolgeden radyal olarak gog ederler.
Farkli projeksiyon noronlarinin ardisik gocii, kortikal katmanlarin icten-disa bir
sekilde olusmasin1 saglar. Neokortikal gelisim, radyal glial hiicrelerin
proliferasyonunu, ne yone farklilasacaginin belirlenmesi, yeni olusan ndronun
konumlandirilmasi, olgunlagmasi ve fonksiyonel entegrasyonunu gerektiren zamana
bagli karmasik bir siiregtir.

Norogenezin diizgiin gerceklesmesi, kortikal gelisim sirasinda beyin
organizasyonu ig¢in kritiktir. Norogenez sirasinda olusacak herhangi bir bozukluk,
beyin malformasyonu ya da sizofreni, otizm, depresyon ve epilepsi dahil olmak iizere
bir ¢cok noropsikiyatrik bozukluk ile iliskilidir. Ayrica genlerin islev bozuklugunun
neden oldugu anormal embriyonik nérogenez, postnatal hayati etkileyebilmektedir.
Yetigkin norogenezi mikro c¢evre tarafindan diizenlenmesine ragmen, alkol,
lipopolisakkarit, 1L-6 gibi maternal etkiler astrositlerin asenkron gelisimini

etkileyerek, embriyonik ndrogenezi birincil yoldan etkileyebilir (32).

2.4 Kan Beyin Bariyeri

KBB’nin varligin1 gosteren ilk deneyler 1885 yilinda alman immiinolog Paul
Ehrlich tarafindan yapildi. Ehrlich periferik olarak enjekte edilen bir boyanin organlari
boyarken, beyin dokusunu boyamadigint goézlemledi. Daha sonra 1900 yilinda,
Lewandowsky’nin beyin igerisine enjekte ettigi bir boyanin periferik organlara
gegmedigini gostermis, bu da bir bariyer varhigim diistindiirdii. Bu engel, Goldman

tarafindan ‘kan beyin bariyeri’ olarak adlandirild1 (33).
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KBB, norotoksik plazma bilesenlerinin, kan hiicrelerinin ve patojenlerin beyne
girmesini engeller. Ayrica KBB, MSS’ye giren ve ¢ikan molekiillerin taginmasini,
noronal isleyis i¢in gerekli olan noronal ortamin kimyasal bilesimini korumak i¢in
kontrol eder. KBB’nin disfonksiyonu, zararli kan bilesenlerin ya da norolojik
diizensizliklere neden olabilecek molekiillerin MSS’ye sizmasina, hiicresel
infiltrasyona, beyin kan akiginin azalmasi1 neden olmaktadir. Serebral kan damarlarinin
paterni duyu, hafiza ve hareketle iliskili ana beyin baglantilarini takip ederler. Bu
nedenle serebrovaskiiler sistemin, MSS’nin isleyisinde ©Onemli rol oynadig
diistiniilmektedir. Normal fizyolojik kosullar altinda, insan beyni kalp debisinin
%20’sini ve viicuttaki oksijen ve glikozun da %20’sini kullanmaktadir. Beyin normal
fonksiyonlar1 icin ihtiyag duydugu enerjiyi depolayamaz. Bu nedenle enerji
substratlarin1 kan beyin bariyeri yolu ile kandan direkt olarak alip, tliketir. Memeli
beyninde serebral arterler, arterioller ve kapillerler NVU olarak bilinen bir mekanizma
ile noronal uyarilara yanit olarak MSS’ye kan saglar.

NVU’yii olusturan vaskiiler hiicreler (perisitler), glia hiicreleri (astrositler) ve
noronlar olmak {tizere farkli hiicre tipleri, KBB’nin ge¢irgenligini, ndrovaskiiler
baglanmayi, hiicre-matriks etkilesimlerini, norotransmitter dontistimleri, anjiyogenez
ve ndrogenezin diizenlenmesine katkida bulunur. NVU endotel hiicreleri ve endotel
hiicrelerinin bazal membranim1 saran perisit hiicreleri, astrositler, ndronlar,
interndronlar ve ekstraseliiler matriksten olusan KBB’nin fonksiyonel ve anatomik bir

yapisi olarak tanimlanmaktadir (Sekil 5) (34).
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Sekil 5. Kan Beyin Bariyerinin anatomik ve fonksiyonel yapis1 (35).

NVU beyinde ¢esitli rollere sahiptir ancak 6zellikle 2 siire¢ daha 6nemli rol
oynamaktadir. Genellikle ndrovaskiiler hiperemi olarak adlandirilan norovaskiiler
eslesme (NVC), vaskiiler intraliminal ¢aptaki degisiklikler yoluyla yerel kan
beslenmesinin ndronal talep ile eslestirildigi bir mekanizmadir. NVU, ndéronlari

serebral damarlara baglamak i¢in temel saglayan siirecin temel itici giiciidiir (36).
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Sekil 6. Norovaskiiler Unite: A: NVU endotel hiicreler ve beyin kapiller damarlari,
veniiller ve perisitler gibi vaskiiler hiicreler ile astrositler, mikroglia ve
oligodendrositler gibi glial hiicreleri igerir. B: NVU’nun farkli hiicreleri KBB
biitiinliigiinii, serebral kan akisini, ekstraseliiler matriks etkilesimlerini ve anjiyogenez

ile ndrogeneze katilir (34).

KBB, NVU igerisinde merkezi olarak konumlanmistir ve diisiik paraseliiler ve
transeliiler gecirgenligi olan vaskiiler sikica diizenlenmis endotel hiicrelerinden olusan

tek hiicre tabakasindan olusur (34).

Beyindeki kapillerlerin tiip yapist endotel hiicreleri tarafindan olusturulur. Bu
endotelden olusan tiiplerin dis1 perisit hiicreleri ve astrosit son ayaklari ile ¢evrilidir.
Hiicresel yapilarin disinda bu endotel tiipleri, bazal membrani olusturan hiicre dist
matriks ile ¢evrilidir. Son olarak da yapiya néronlar katildiginda NVU olusur. Siki
baglantilar ve adherens baglantilar endotel hiicrelerini birbirine baglarlar ve bu

baglantilar KBB’nin paraseliiler gecirgenligini sinirlandirir (35).

Noronlar kendilerinde sadece 8-20 um uzaklikta bulunan kapillerlerden stirekli
oksijen ve besin ihtiyaclarin1 karsilarlar. Ancak beyin homeostast olduke¢a kritiktir.
Ciinkii noronlar bir¢ok bilesige ve konsantrasyonda bulunan ince degisikliklere karsi

¢cok duyarhdirlar. Bu gereksinimleri ¢6zmek i¢in beyin damarlari, beyne besin
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saglayan ve cevresel etkenlere karsi intraserebellar ortami koruyan oldukga secici
yapisal ve biyokimyasal bariyer olan kan beyin bariyerini olusturacak sekilde

diizenlenir (37).

KBB, polar maddelerin kandan beyne pasif diflizyonunu sinirlandirarak
besinlerin beyin parankimasina taginmasini, ayni zamanda beyindeki toksik
maddelerin ve ksenobiyotiklerin disari atilmasini ve immun sistem hiicrelerinin

gociinii diizenler (2).

2.4.1 Kan Beyin Bariyeri Bulunmayan Bolgeler

Beyinde KBB’nin bulunmadigi alanlar sirkumventrikiiler organlar olarak
adlandirilmaktadir. Beynin orta hattinda 3.ve 4.ventriliiller yaninda bulunmaktadirlar.
Sirkumventrikiiler organlari, area postrema (kusma merkezi), pineal bez (melatonin
salimimi), alt komissural organ, norohipofiz (antidiiiretik gibi hormonlar), koroid
pleksus, subfornikal organ, median eminens ve supraoptik yarik olusturmaktadir (38).
Bu organlar kan dolasimindaki degisimleri hizla algilar ve bu degisimlere karsi canliy1

korumaktadir (39).
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Sekil 7. Sirkumventrikiiler organlar (40).

2.4.2 Kan Beyin Bariyerinin Yapisi
Beyin kapiller damarlari morfolojik olarak periferik organlarda bulunan
damarlarla benzerlik gosterse de, beyin damarlari islevsel olarak beyin parankiminde

bulunan diger hiicreler ile baghdir. KBB, 6zel endotel hiicreleri, astrositler, perisit
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hiicreleri ve néronal sonlanmalari igeren kan damarlarindan olugmaktadir. Astrosit
hiicreleri son ayak denilen uzantilarini, bazal laminanin {izerine konumlandirir ve
kisitlayici bir bariyer olusmasina yardimci olur. Bir tiir mezenkimal hiicre olan
perisitler, perivaskiiler boslugu kaplar ve kapiller duvar ile astrosit son ayaklari
arasinda yer alirlar. Perisitler damar tonusu, stabilite, onarim ve anjiyogenezde
diizenleyici bir rol oynadig1 gibi, astrosit islevi de diizenler. Son olarak da néronlar bu
yapiya aktif olarak katilirlar (37).

2.4.2.1 Kan Beyin Bariyerini Olusturan Hiicreler

2.4.2.1.1 Endotel Hiicreleri

KBB’de bulunan endotel hiicreleri, periferik organlarda bulunan endotel
hiicrelerine gore, daha kisitlayici bir ortam olusturmak icin farklilik gosterirler. Bu
farkliliklar MSS’deki endotel hiicreleri kan ve beyin arasindaki iyonlarin, molekiillerin
ve hiicrelerin hareketini sinirlandirlmasini saglamaktadir ve sozii gegen bu farkliliklar

asagidaki gibi 6zetlenebilir.

1) Transeliiler akis1 sinirlandirmak i¢in daha az sayida endositik vezikiil igerirler ve

cok diistik pinositik aktivite gosterirler,

2) Bariyerde bulunan, birbirlerine siki baglantilar ve zonula okludensler ile bagli olan

endotel hiicrelerinde pencere bulunmamaktadir,

3) Paraseliiler akis miktarin1 kisitlayan ve siki baglantilardan kaynaklanan yiiksek

elektrik direnci,

4) Mitokondri saysi periferik mikrodamarlarin hiicrelerinden yaklagik 5-10 kat daha
fazladir. Bu da yiiksek metabolik aktiviteyi gosterir.

5) Ozel tagima sistemlerine sahiptirler.

Endotel hiicreleri, perisitler tarafindan iiretilen kollajenler, glikoproteinler,
lamininler, proteoglikanlar ve diger proteinleri iceren hiicre dis1 matriksi olan bazal
lamina ile ¢evrilidirler. Beyin mikrovaskiilatiirii, KBB bozulmasina bagl olarak felg
ya da inflamasyon oldugu gibi bazal membran modifikasyonlarindan ¢ok etkilenir.
(2,33,40).

Endotel hiicreleri ¢6ziinen maddelerin parasaliiler akisini smirlayan siki

baglantilar tarafindan bir arada tutulurlar. KBB’deki endotel hiicreleri periferdekilerle
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kiyaslandiginda diisiik transitoz oranina sahiptir bu da ¢dziinen maddenin vezikiil
aracili hiicre i¢i tasinmasini biiylik 6l¢iide kisitlamaktadir (41).

Endotel Hiicrelerinin Baglantilari

Subseliiler seviyede kan beyin bariyerinin yapisal biitiinliiglinden sorumlu olan
ana komponentler TJ ve adherens baglantilardir (adherens junction-AJ) (37). KBB
olusurken baglangicta endotel hiicreleri siki baglantilara sahip degildir ve sizdiran bir
yapiya sahiptir. Daha sonra endotel hiicreleri arasinda siki baglanti kompleksleri
olusur. Yapisal olarak transmembran proteinleri ve sitoplazmik yardimer proteinler
sik1 baglantilarin yapisina katilir(42).

Sik1 baglantilar, endotelde en apikaldeki interseliiler baglanti komplekslerini
olustururlar. Kan yolu ile taginan paraseliiler maddelerin difiizyonu ile lipit ve integral
membran proteinlerinin lateral diflizyonu i¢in bir bariyer olustururlar. Ayrica hiicre i¢i
bir sinyallenme platformu olustururlar.

Periferik doku ve organlarda bulunan epitel hiicrelerinde oldugu gibi, beyin
endotel hiicrelerinde de sik1 baglantilar, integral membran proteinlerinden (okludin,
klaudin ve junctional adhezyon molekiilleri), zonula okludens proteinleri, aktin hiicre
iskeleti, protein kinaz, kiiclik GTPaz’lar ve heterodimerik G proteinleri gibi integral
membran proteinlerinden olusur (2).

Vaskiiler endotelyal kaderin (VE kaderin), adherens birlesimi olusturan ve
hiicreler arasi adezyona aracilik eden baslica temel kaderindir. Hem siki hem de
adherens baglantilar, endotel gecirgenliginde anahtar rol oynamaktadir. Siki
baglantilar proteinlerin serbest difiizyonlarini 6nler ve endotel hiicreleri arasindaki
paraseliiler agiklig1 kapatir. AJ’ler ise, hiicreden hiicreye temaslarda 6nemli rol oynar
(35).

Okludin (60 kDa), bir tetraspan integral membran proteinidir ve hem epitel hem
de MSS endotel hiicreleri tarafindan eksprese edilmektedir. Epitel hiicrelerinde
tanimlanan, bariyer i¢in fonksiyonel olarak Onemli oldugu gosterilen ilk siki
baglantiya 6zgli proteindir. Tricellulin (marvelD2) ve marvelD3 ile siki baglanti
kompleksi iligkili protein ailesinin (TAMP) bir {iyesidir. Okludin sinirsel olmayan
dokulardaki endotel hiicrelerine kiyasla, MSS endotel hiicrelerinde daha fazla
bulunmaktadir. Bu da KBB’nin 6nemli bir bileseni oldugunu gostermektedir. Yine de

okludin eksikligi olan mutant farelerde yapilan ¢alismalarda, bu farelerin normal bir
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epitel bariyerine ve isleyen bir KBB’ye sahip olduklar1 gosterilmistir. Ancak bu
farelerde MSS’i kalsifikasyonu gozlenmis ve okludinin KBB boyunca kalsiyum
akisini spesifik olarak diizenledigi diistintilmustiir (2,41).

Klaudinler epitel ve endotel hiicrelerinde bulunan sik1 baglant1 komplekslerinde
eksprese edilen 20-27 kDa agirliginda olan membran proteinlerinden olusan genis bir
ailenin tiyesidir. Beyin endotel hiicreleri agirlikli olarak klaudin-3 ve 5’1 eksprese
ederken, muhtemelen de klaudin-12’yi de eksprese etmektedir. Daha 6nce yapilan
caligmalarda klaudin-3 ve 5’in kan beyin bariyerinde siki baglanti kompleksinin
olusumuna ve biitiinliigiine katkis1 agikga ortaya konulmustur. /n vitro kanitlar,
klaudinlerin paraselliiler bariyerin olusumu igin gerekli oldugunu goéstermektedir.
Klaudinlerin ekspresyonu siki baglanti komplekslerinin olusmasi igin yeterlidir.
Klaudinlerin bozulmasi daha dnce yapilan ¢alismalarda kopek bobrek hiicrelerindeki
paraseliiler bariyer 6zelliklerini azalttig1 gosterilmistir. Farkli klaudin ailesi iiyeleri
farkli dokularda farkli {yeler seklinde eksprese olarak, paraseliiler bariyeri
desteklemektedir. Ornegin, epidermiste klaudin 1, bobrek epitelinde klaudin 16, MSS
miyelin kilifinda klaudin 11 ve PSS miyelin kilifinda ise klaudin 19 eksprese
edilmektedir. MSS endotel hiicrelerinde ise, en fazla klaudin 5 eksprese olmaktadir.
Klaudin-5ten yoksun fareler iizerinde yapilan galismalarda KBB’nin yiiksek oranda
sizdirdig bildirilmistir. Kiiltiire edilmis sigan beyin hiicrelerinde klaudin-5’in eksojen
ekspresyonunun bariyer o6zelliklerini giliglendirdigini gdsterirken, Ohtsuki klaudin-
5’in genetik olarak silindigi farelerde ve Kkiiltiire edilmis insan beyin endotel
hiicrelerinde kan beyin bariyerinin bozuldugunu goéstermistir. Klaudin-5’e ek olarak

KBB’de klaudin-3 ve klaudin-12’de eksprese edilmektedir (2,41).
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Endotel Hiicresi

Sekil 8. KBB molekiillerinin sematik gosterimi (41).

Transmembran adezyon kompleksleri, Zonula Okludens 1-2 (ZO-1, Z0O-2),
Singulin, Jacop, MAGTI'ler ve MPP'ler dahil olmak {izere bir dizi sitoplazmik adaptor
araciligiyla hiicre iskeletine baglanir. Ek olarak, siki baglantilar (Tight Junction- TJ),
tiim endotel hiicreleri baglayan ve VE-kaderin ve trombosit endotel hiicre adhezyon
molekiillerinden (PECAM) olusan ve kateninler tarafindan hiicre iskeletine baglanan
bazal AJ'ler ile etkilesime girer. ZO-1 (225 kDa), ZO-2 (160 kDa) ve ZO-1 (130 kDa)
gibi birkag sitoplazmik protein, TJ transmembran proteinleri ile birlikte, endotel
hiicreleriyle birlikte siki baglanti biitinliigiine katki saglamaktadir. Okludinler C-
terminalleri ile ZO-1 proteinine baglanirlar. Beyin endotel hiicrelerinde ZO-1 ve
okludens proteinlerinin ekspresyonu oldukga fazladir.

llging bir sekilde, klaudin 5, klaudin 12, ZO-1 ve ZO2 dahil olmak iizere
tanimlanan TJ proteinlerinin ¢ogu, tiim dokularda endotel hiicreleri tarafindan
eksprese ediliyor gibi goriinmektedir. Bu nedenle, 6nemli bir soru, neden diger
dokulardaki endotel hiicrelerinin degil, yalnizca MSS endotel hiicrelerinin bu siki
bariyeri olusturdugudur. MSS endotel hiicreleri periferik endotel hiicreleri ile
karsilagtiran transkripsiyonel analiz, jacop ve MPP7 dahil olmak iizere birkag
sitoplazmik adaptoriin ve ayrica Ui¢ hiicreli TJ molekiilleri, LSR ve marveld2'nin
KBB’yi zenginlestirdigini ve bu molekiillerin bu bariyer olusumu icin kritik

olabilecegini diisiindiirmektedir (34,41).
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2.4.2.1.2 Perisit Hiicreleri

Perisit hiicreleri ilk kez 19. yy’da Rouget tarafindan mural hiicreleri (Rouget
hiicreleri) olarak adlandirildi. Daha sonra Zimmermann, bu hiicrelerin konumlarindan
dolay1, mural hiicrelerini perisit olarak olarak yeniden adlandirdi. Perisit hiicrelerinin
orijinleri uzun zamandir tartigma konusudur. Baslangigta miyojenik fenotipleri
eksprese eden perisitlerin diiz kas hiicrelerine benzer olduguna inanilmaktaydi.
Ozellikle perisit hiicrelerinin vimentin ve alpha smooth muscle actin (a—SMA)’den
olusan kasilma iplik¢iklerini igermesi ve vazomasyonda gorev almasi bu fikri
desteklemekteydi. Ancak giliniimiizde perisit hiicrelerinin hem mezensimal kok hiicre
hem de noral krest orijinli hiicreler olduguna inanilmaktadir (43).

Perisit hiicrelerini tanimlayabilmek i¢in bir dizi antijenik belirte¢ bulunmaktadir.
Perisitler i¢in membran bagh belirtegler arasinda trombosit kaynakli biiylime faktorii
beta (PDGFR-), noro/glial antijen-2(NG-2), CD146, alanine aminopeptidaz (CD13)
ve endoglin ile birlikte CD90 ve CD105 gibi mezenkimal kok hiicre belirtegleri
sayilabilmektedir (43).
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Sekil 9. Perisitlerin ultrastriiktiirel 6zellikleri ve perisit-endotel etkilesimleri
(43).

Perisitler, endotel hiicrelerinin adluminal yiizeyinde bulunmaktadirlar. Vaskiiler
bazal membrana gomiiliidiirler ve beyin endotel hiicrelerine gap junctionlar, peg ve
soket diizenlemeler ile fiziksel olarak baglanirlar. Perisitler anjiyogenezi diizenleyerek

ve ekstraseliiler matriksi olusturarak beyin endotel hiicrelerini korur ve stabilize
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ederler. Perisitler uterusdaki bariyer bariyer fonksiyonlari dahil olmak iizere, siki
baglantilarin gelisimi i¢in gereklidir. MSS’deki perisitler, periferde bulunanlara gore
bazi1 farkliliklar icermektedir. Ornegin farelerde periferal organlarda endotel:perisit
oranlart 100:1 perisit bulunurken, MSS’de bu durum 4:1 sekildedir. Bu oran
insanlarda, MSS’de 1:1 ya da 1:3 gibiyken kas dokusunda 1:100 seklindedir (41,44).
Perisit hiicrelerinin anjiyogenez, ekstraseliiler madde birikimi, yara iyilesmesi,
immun sistem hiicrelerinin infiltrasyonunun diizenlenmesi ve sinirsel aktiviteye karsi
kan akiminin diizenlenmesi gibi gorevlerinin yaninda, gelisim sirasinda KBB’nin
olusumunda, diizenlemesinde ve dogum sonrasi yasamda da KBB’nin devamliliginin

saglanmasinda gorev almaktadir. (41,44).

2.4.2.1.3 Astrosit Hiicreleri

Astrositler beyinde en fazla bulunan hiicrelerdir ve néronlarin fonksiyonlarini
diizenlenmesine yardimci bir ortam saglamaktadir. Astrositler ag benzeri yapidaki
astrosit son ayaklari ile endotel hiicreleriyle temas eder ve KBB’nin olusumunda ve
diizenlenmesinde rol oynar. Astrosit hiicreleri KBB’ye iyon ve hacim diizenleme
ozelligi saglayan Aqp-4 ve Kir.4.1K icermektedir. Bu proteinlerin astrositlerdeki
varligi, bazal laminada bir heparan siilfat proteoglikan olan agrin ekspresyonu ile

iliskilidir (44).
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Sekil 10. Astrositler ve KBB (45).
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Hem protoplazmik hem de fibroz astrositler KBB ile temas eder ve iki yonlii bir
iletisim saglar. KBB, kanda bulunan molekiillerin ve hiicrelerin ¢ogunun beyin
parankimine girisini engelleyen ve beynin diizgiin ¢alismasi i¢in gereken spesifik
mikro ortami koruyan bir difiizyon bariyeridir. KBB, aralarinda siki baglantilar
olusturan ve adluminal taraflarinda esmerkezli bir sekilde perisitler, bazal lamina ve
astrosit son ayaklarla cevrili olan beyin kapiller damarlarini kaplayan 6zel endotel
hiicrelerinden olusur. Perikapiller astrosit u¢ ayaklari, glikoz ve amino asitler gibi
besin maddelerinin belirli tasiyicilar aracilifiyla kan dolasimindan girisinin ve atik
metabolitlerin ¢ikiginin kontroliinde yer alir. Perikapiller astrosit u¢ ayaklari, distrofin
ile iliskili protein kompleksi tarafindan zara sabitlenen ve bu bdlgelerdeki su ve K
degisimini diizenlemek i¢in Kir4.1 ile islevsel olarak isbirligi yapan su kanali Agp-4

bakimindan da zenginlestirilmistir (45).
2.4.2.1.4 Néronlar

Noronlar kapiller damarlara yakin kalirlar ve astrosit son ayaklar1 araciligiyla
KBB’yle baglanti kurmaktadirlar. Noronlar ve KBB’deki endotel hiicreleri arasinda 8-
20 um kadar aralik bulunmaktadir. Endotel hiicrelerine olan yakinlik, noronlarin,
ozellikle iyon dengesi agisindan, siirekli degisen ortama yanit vermesini saglar.
Noronlar, kan akisini ve mikrovaskiiler gegirgenligi diizenlemede rol oynar, hiicre dis1
matriks ile etkilesime girer ve anjiyogenezi uyarmak i¢in faktorleri serbest
birakabilir(44).

2.5 Diabetes Mellitus

Diabetes Mellitus (DM) 21. Yiizyilin en 6nemli halk saglig1 sorunlarinda biridir
ve bu nedenle hem sosyal hem de ekonomik yiik olusturmaktadir. Diinya Saglik
Orgiitiiniin (WHO) verilerine gore diinya niifusunun %10’dan fazlas1t DM hastasidir
(46). Uluslararas1 Diyabet Federasyonunun verdigi rakamlar ise, giinimiizde 415
milyon kisinin yani 11 kisiden 1’1 diyabet hastasi ve bu rakamin 2040 yilinda 642
milyona ¢ikacagr disiiniilmektedir. Diyabet prevelans: genetik ve kiiltiirel faktorlere
bagl olarak farkli populasyonlarda degisiklik gosterir. Diinya geneline baktigimiz
zaman, lilkenin ekonomik gelisimi, cinsiyet ve yas diyabet prevalansi ile baglantil
faktorlerdir. Diyabet hastalarmin yaklasik %751 diisiik ve orta gelirli iilkelerde
yasamaktadir (47). DM kalp hastaliklar1 ve felg gibi kardiyovaskiiler hastaliklar ile

bobrek yetmezligi ve retinopatinin baglica nedenidir (46).
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DM’nin tanimlayict 6zelligi, hipergliseminin varligidir. DM’nin en yaygin
goriilen sekilleri pankreas beta hiicreleri hasarina bagli olarak mutlak insiilin
eksikliginin ortaya ¢iktigi, Tip 1 DM ve insiilin direncinin hiperglisemiye yol agtigi
Tip 2 DM’dir (47).

Genel olarak diyabet, vakalarin %5-10"nunu olusturan pankreas beta hiicrelerin
otoimmun aracili disfonksiyonu olan Tip 1 DM, %90’nin1 ise yetersiz, insiilin salgisi
ile kategorize edilen Tip 2 DM olusturmaktadir. Diyabetin siniflandirilmasi genetik
alaninda son yapilan calismalar ile tekrar revize edilmistir. Diinya genelindeki
vakalarin %2-5’ini olusturan genglerde goriilen erigkin tipi diyabet (MODY) ve
neonatal diabetes mellitus (NDM) dahil olmak iizere birka¢ miyojenik hastalik

formunu ortaya ¢ikarmustir (48).

| DIABETES MELLITUS TiPLERI |

GESTASYONEL TiP 1 DIABETES
DIABETES MELLITUS MELLITUS

| MODY | TiP2 DIABETES
MELLITUS

Sekil 11. Diabetes Mellitus’un siiflandirilmasi (48).

Immun-aracili ve idiopatik olmak iizere 2 tip Tip1 DM vardir. immun-aracili Tip
1 DM’de hiicre yikimi oldukg¢a degiskendir. Ozellikle bebekler ve ¢ocuklarda hizli
hiicre yikimi gbzlenirken, yetiskinlerde ¢ogunlukla yavastir. Baz1 hastalarda 6zellikle
cocuklarda hastaligin ilk belirtisi olarak ketoasidoz goriilmektedir. Digerlerinde ise,
enfeksiyon ya da baska stres varliginda hizla siddetli hiperglisemi ya da ketoasidoza
doniisebilen orta diizeyde aglik hiperglisemisi vardir. Idiopatik Tip1 DM nin etiyolojisi
tam olarak bilinmemektedir. Hastalarin bazilarinda kalici insiilinemi vardir ve
ketoasidoza egilimlidirler ancak otoimmuniteyi isaret eden herhangi bir kanit

bulunamamastir.

Tip 2DM’nin olusmasinda birgok farkli neden vardir. Spesifik etiyolojiler
bilinmemekle birlikte, pankreas beta hiicrelerinde otoimmun yikim goriilmez. Bu tiir

hastalarin bir¢ogu obezdir ve obezite bir dereceye kadar insiilin direncine neden olur.
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Ketoasidoz bu tip diyabette nadiren ortaya ¢ikar ve genellikle ketoasidoz genellikle
enfeksiyon gibi baska bir stresin sebebi ile ortaya ¢ikar. Tip 2DM’de hiperglisemi
yavas yavas gelistigi i¢in genellikle uzun siire teshis edilemez. Bununla birlikte bu
hastalar mikrovaskiiler ve makrovaskiiler komplikasyonlar gelismesi bakimindan risk

altindadir.

GDM, hamilelik sirasinda baslayan ya da ilk fark edilen herhangi bir derecede
glikoz intoleransi olarak tanimlanmaktadir. Glikoz toleransinin bozulmasi normal

olarak hamilelik sirasinda, 6zellikle 3. trimesterde ortaya ¢ikar (49).

2.5.1 Gestasyonel Diabetes Mellitus

GDM gebelik sirasinda anormal glukoz tolerans: seklinde tanimlanmaktadir.
GDM’den etkilenen kadinlarin sayisi diinya ¢apinda artmaktadir ve gebeliklerin
yaklagik olarak %2-14’iinii etkilemektedir. GDM, kadinlarda ve yavrularinda ileride
Tip 2 DM goriilme riski artirmaktadir. Ancak giiniimiizde hala GDM’nin etiyolojisi
tam olarak bilinmemektedir. Gebelik boyunca insiilin duyarliliginda kademeli olarak
bir azalma vardir ve insiilin direncinin artmis maternal adipozite ve plasentanin
hormonal etkileri nedeniyle GDM ile iliskili olugu goriilmektedir (50).

GDM hem anne hem de yavrular i¢in gebelik riskleri ile iligkilidir. Obezite ve
Tip 2 DM artisiyla birlikte GDM pervelansi son 50 yilda artmistir. 2014 yilinda obez
ya da asir1 kilolu hamile kadinlarin sayis1 yaklasik olarak 40 milyon kadardir. Yavrular
icin GDM’nin etkisi artmis dogum agirligi, neonatal hipoglisemi, neonatal adipozite,
sarilik ve dogum travmasidir (51).

Saglikli gebelik sirasinda, fetiisiin taleplerini desteklemek i¢in annenin viicudu
baz1 fizyolojik degisikliklere ugrar. Bu degisiklikler kardiyovaskiiler, ream,
hematolojik, solunum ve metabolik sistemlerde adaptasyonlar1 icermektedir. En
onemli metabolik adaptasyon ise, insiilin duyarliligidir. Gebelik boyunca insiilin
duyarliligi gebeligin gereksinimlerine bagli olarak degisir. Gebeligin erken
donemlerinde insiiline olan duyarlilik artar ve gebeligin enerji taleplerine hazirlik
olarak glikozun yag depolarina alinimini tesvik eder. Sonug olarak, kan sekeri hafifce
yiikselir ve bu glikoz, fetiisiin biiyiimesini hizlandirmak i¢in kolayca plasenta boyunca
tasiir. Hayvanlar iizerinde yapilan ¢alismalar, glukoz homeostazini siirdiirmek i¢in

gebe kadinlarin bu degisiklikleri, pankreas B-hiicrelerinin hipertrofisi ve hiperplazisi
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ve ayrica glikozla uyarilan insiilin sekresyonunun artmasi yoluyla telafi ettigini
gostermistir (52).

GDM vakalarinin yaklasik %80°1, gebeligin normal insiilin direncinin kismen
katki sagladigi kronik insiilin direnci arka planinda {3 hiicre disfonksiyonu nedeni ile
gelismektedir. Bu nedenle etkilenen kadinlar daha da fazla insiilin direncine sahip
olma egilimindirler. GDM nin risk faktorleri arasinda obezite/asir1 kilo alimi, bati tarzi
beslenme, etnik koken, genetik polimorfizmler, ileri anne yasi, intrauterin ortam,
ailede GDM gecmisi ve polikistik over sendromu (PCOS) gibi insiilin direnci
hastaliklar sayilabilir. Bu risk faktorlerinin her biri dogrudan ya da dolayli olarak
bozulmus B hiicre fonksiyonu ya da insiilin direnci ile iliskilidir (52).

GDM bebek igin kisa ve uzun vadeli sonuglar olusturmaktadir. Glikoz,
aminoasitler ve yag asitlerinin plasental tasinimindaki artig fetiisiin endojen instilin
tiretimini ve insiilin benzeri biiyiime faktor-1 (IGF-1)’i uyarir. Bunlar birlikte fetal agirt
biiylimeye neden olabilir ve genellikle dogumda makrozomi ile sonuglanir. Daha 6nce
bahsedildigi gibi, asir1 fetal insiilin iiretimi, gelismekte olan pankreas f hiicrelerini
strese sokarak islev bozukluguna ve insiilin direncine prenatal donemde bile neden
olabilmektedir. Dogumdan sonra, bu bebekler hipoglisemi riski altindadir; bu,
muhtemelen maternal hiperglisemiye (fetal hiperinsiilinemi) bagimlilik olusturmasi

nedeniyle, uygun sekilde yonetilmezlerse beyin hasarina neden olabilmektedirler (52).

2.5.1.1 Gestasyonel Diabetes Mellitus ve Beyin Gelisimi

Prenatal ortamin yasamin ilerleyen donemlerinde hastalik gelistirme riskini
artirdig1 giderek daha fazla kabul edilmektedir. Cok sayida ¢alisma, gebelik sirasinda
cesitli stres faktorlerinin norobilissel sorunlar da dahil olmak {izere bir¢ok risk ile
baglantili oldugu tanimlamistir. GDM gebelik sirasinda en fazla goriilen metabolik
hastaliktir. Hem anne hem de cocuk iizerinde 6nemli morbiditeye ve uzun vadede
komplikasyonlara neden olmaktadir. Son dogum kohort ¢aligmalari, gebelik sirasinda
diyabetin otizm spektrum bozuklugu riskini artirdig1 ve potansiyel olarak sizofreniye
neden oldugu bildirilmistir. Deneysel GDM hayvan modellerinde de yavrularin gok
cesitli norogelisimsel, davranigsal ve biligsel anormallikler gosterdigi gozlenmistir
(53).

Daha oOnce yapilan c¢alismalar gebelikte hipergliseminin, yavrularda

norogelisimsel bozukluk riskini artirdigr gosterilmistir. Norogelisim {izerinde
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gozlenen bu etkilerin siddeti, hipergliseminin derecesi ile dogru orantilidir. Gelisim
sirasinda, embriyonik sinir sistemi yiiksek kan sekeri seviyelerine karsi oldukga
hassastir. Norulasyon ve kortikogenez, MSS gelisimi sirasinda kritik olan 2 agsamadir.
Gebeligin erken donemlerinde siddetli hiperglisemi, embriyonik ndral tlipiin
kapanmasini etkileyerek, noral tiip defektleri (NTD) riskini artirmaktadir (54).

Maternal diyabet, insanlarda NTD insidansin1 en az 11/1000 arttiran risk
faktoriidiir (bu oran cografi bolgelere gore %]1,1 ile 4 arasinda degismektedir).
NTD’lerine ¢k olarak, maternal diyabet ayrica entellektiiel zeka, dil, motor aktivite,
O0grenme ve psikososyal gelisimindeki bozukluklar ile de iliskilendirilmistir. Bu
nedenle de NTD’leri disinda, MSS gelisimi sirasinda da defektler ortaya ¢ikabilir.

Maternal diyabet, noronal kok hiicrelerin proliferasyonunu, migrasyonunu,
farklilagsmasin1 ve hayatta kalmasini etkileyebilmektedir. Bu etkiler sinir gelisimini
etkileyen kusurlara ve sonug¢ olarak merkezi sinir sisteminin ¢esitli fonksiyonlarinin
bozulmasina neden olabilmektedir. Bu rahatsizliklarin tiirii ve kapsami, hangi
anatomik yapinin etkilendigine ve noral tiip gelisimi sirasinda meydana geldigi zaman
penceresine baglidir. Bazi ¢alismalar, yiiksek glikoz seviyelerinin anormal néronal
kok hiicrelerin 6liimiine, proliferasyona ve hem in vivo hem de in vitro hiicre kaderi
se¢imine yol agtigin1 gostermistir (55).

Daha once yapilan caligmalarda, gebelik sirasinda diyabet olan annelerin
cocuklarinda, norolojik bozukluklar oldugu gésterilmistir. Ornegin Ornoy’un 2001
yilinda yaptigi caligmada, gebelik diyabeti olan annelerin ¢ocuklarinda bir¢cok
norolojik fonksiyonun kontrollere kiyasla daha kotii oldugu bildirilmistir (56).

GDM’nin yetersiz fetal proglamlama ile iligkili fetal sinir sistemini etkiledigi,
doku, organ ve sistemlerin yapisinda ve islevinde degisikliklere neden oldugu
bilinmektedir. Farelerde olusturulan deneysel GDM modelinde maternal diyabetin Shh
ve beyin faktor-1 gibi indiikleyici sinyallerin ekspresyonunun artirdigi ve bunun
sonucunda 6nbeyin hiperplazisinin artig1 gozlenmistir (57).

Hipergliseminin mikrovaskiiler diizeyde neden oldugu komplikasyonlar i¢inde,
diisiik perflizyon oranlari, kapiller damarlarin duvarlarinda kalinlasma, vaskiiler
gecirgenligin artmasi ve anormal endotel hiicre proliferasyonu sayilabilmektedir (12).
GDM hem anne hem de ¢ocukta uzun vadede metabolik hastalik riskine neden olmakla

birlikte, gebelik sirasinda ortaya ¢ikan bu maternal diyabet MSS’nin gelisimini de
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olumsuz yonde etkilemektedir. GDM’li annelerin ebbekleri 6 aylikken, saglikli
annelerin bebekleri ile karsilastirildiginda daha diisiik zihinsel ve psikomotor geligim

diizeyleri gostermektedir (58,59).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1 Arastirmamn Tipi

Aragtirma deneyseldir.

3.2 Arastirmanin Yeri Ve Zamam

Arastirmanin deneysel ayagi Dokuz Eyliil Universitesi Deney Hayvanlari
Anabilim  Dali  Laboratuvari’nda  gergeklestirilmistir.  Histokimyasal  ve
immunohistokimyasal ~degerlendirmeler Dokuz Eyliil Universitesi Histoloji
Embriyoloji Anabilim Dali’nda gerceklestirilmistir.

3.3 Arastirmanin Evreni Ve Orneklem

Arastirmada toplam ti¢ grup olusturulmustur. Deney gruplart asagidaki sekilde
diizenlenmistir:

Grup 1 (Kontrol Grubu): Higbir sey uygulanmayan disi fareler katima alinmis
ve gebe farelerin normal dogum siireleri beklenip, yavrular gelisimlerinin degisik
zamanlarinda sakrifiye edilmistir.

Grup la (n:7): Higbir sey uygulanmayan gebe farelerden elde edilen yavrular
postnatal 0. giinde KBB gelisimini incelemek icin sakrifiye edilip ve beyin dokular
diseke edilmistir.

Grup 1b (n:7): Higbir sey uygulanmayan gebe farelerden elde edilen yavrular
postnatal 7. giinde KBB gelisimini incelemek i¢in sakrifiye edilip ve beyin dokular1
diseke edilmistir.

Grup 1c (n:7): Higbir sey uygulanmayan gebe farelerden elde edilen yavrular
postnatal 21. giinde KBB gelisimini incelemek icin sakrifiye edilip ve beyin dokulari
diseke edilmistir.

Grup 2 (Sham Grubu): Gebeliklerinin 5. giliniinde sham gruplarina
intraperitoneal olarak streptozotosin (STZ)’nin ¢6zgen maddesi olan sodyum sitrat
buffer, (0.1 ml, 0.1 M sitrat, pH 4.5) uygulamasi yapilmis ve gebe farelerin normal
dogum siireleri beklenip, yavrular gelisimlerinin degisik zamanlarinda sakrifiye
edilmistir.

Grup 2a (n:7): Sodyum sitrat buffer uygulanan gebe farelerden elde edilen
yavrular postnatal 0. giinde KBB gelisimini incelemek i¢in sakrifiye edilip ve beyin

dokular1 diseke edilmistir.
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Grup 2b (n:7): Sodyum sitrat buffer uygulanan gebe farelerden elde edilen
yavrular postnatal 7. giinde KBB gelisimini incelemek i¢in sakrifiye edilip ve beyin

dokular1 diseke edilmistir.

Grup 2c (n:7): Sodyum sitrat buffer uygulanan gebe farelerden elle edilen
yavrular postnatal 21. gliinde KBB gelisimini incelemek icin sakrifiye edilip ve beyin
dokular1 diseke edilmistir.

Grup 3 (GDM Grubu): Gebeliklerinin 5. giininde GDM gruplarina
intraperitoneal olarak sitrat (0.1 ml, 0.1 M sitrat, pH 4.5) i¢inde ¢Oziinmiis olan 40
mg/kg STZ uygulanarak gestasyonel diabetes mellitus modeli olusturulmus ve gebe
farelerin normal dogum siireleri beklenip, yavrular gelisimlerinin degisik
zamanlarinda sakrifiye edilmistir.

Grup 3a (n:7): GDM modeli olusturulan gebe farelerden elle edilen yavrular
postnatal 0. giinde KBB gelisimini incelemek i¢in sakrifiye edilip ve beyin dokulari
diseke edilmistir.

Grup 3b (n:7): GDM modeli olusturulan gebe farelerden elle edilen yavrular
postnatal 7. giinde KBB gelisimini incelemek icin sakrifiye edilip ve beyin dokular
diseke edilmistir.

Grup 3c (n:7): GDM modeli olusturulan gebe farelerden elle edilen yavrular
postnatal 21. giinde KBB gelisimini incelemek icin sakrifiye edilip ve beyin dokulari
diseke edilmistir.

3.4 Calisma Materyali

Calismamizda Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari
Laboratuvarindan temin edilen C57BL/6 susu toplam 18 disi fare kullanilmistir.
Dokuz Eyliil Universitesi Laboratuvar Hayvanlari Bilimi Anabilim Dali, Deney
Hayvanlar1 Laboratuvari’nda Wistar susunun bulunmasi ve literatiir ile uyumlu olmasi
nedeniyle bu tiir ve cins secilmistir. Tiim denekler ¢alisma sonlanincaya kadar Deney
Hayvanlar1 Laboratuvarlarinda 12/12 saat karanlik/aydinlik periyodunda, 20-22 °C
oda sicakliginda barindirilmistir. Denekler dinlendirilmis musluk suyu ve standart
pellet yem ile beslenmistir.

3.5 Arastirmamin Degiskenleri

Aragtirmada Kontrol PO, P7 ve P21 gruplarina higbir uygulama yapilmamaistir.
Sham PO, P7 ve P21 gruplarinda anne farelere gebeliklerinin 5. giiniinde
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intraperitoneal olarak STZ’nin ¢dzgen maddesi olan sodyum sitrat buffer, (0.1 ml, 0.1
M sitrat, pH 4.5) uygulanmis olup, GDM P:0, P:7 ve P:21 gruplarinda anne farelere
gebeliklerinin 5. giinlinde intraperitoneal olarak sitrat (0.1 ml, 0.1 M sitrat, pH 4.5)
icinde ¢6ziinmiis olan 40 mg/kg STZ uygulanmustir.

3.6 Veri Toplama Araglan

Arastirmada; deneklerden elde edilen dokularin takibinde, boyamalarda ve

immiinohistokimyasal incelemelerde Tablo 1. deki demirbaslar ve sarf malzemeleri

kullanildi (Tablo 1).

Tablo 1. Calismada kullanilan demirbas ve sarf malzemeler

Malzeme Adi Markasi/Kod Kullanim Amaci
Etiiv Dedeoglu Etliv Histolojik ¢aligmalar
Mikrotom LEICA RM 2255 Mikrotom | Histolojik ¢alismalar
Distile Su Cihazi Direct-Q Millipore Distile | Histolojik ¢alismalar
Ceker Ocak Ozcam Cam Histolojik ¢alismalar
Su Banyosu TermoFin Histolojik ¢aligmalar
Buzdolab1 Ariston Buzdolabi Histolojik ¢aligmalar
Formaldehit Merck Dokularin fiksasyonu
Etil Alkol Tekkim/TK.200650.02501 | Doku takibi
Aseton Tekkim/TK.911013.02501 | Doku takibi
Xylol Tekkim/TK.090270.02500 | Doku takibi
Parafin Tekkim/TK200661.05004 | Dokularin bloklanmasi
Mikrotom Bigagi Feather/S35 Ince kesitler
Hematoksilen Bio-optica/05-06002 HE boyamasi
Eosin Bio-optica/05-10002 HE boyamasi
Krezil viole Sigma/1.05235 CV boyamasi
Hidrojen Peroksit Sigma/ H1009-5M L Immunhistokmya
Sitrat Sigma/C9999-100ML Immunhistokmya
Aqp-4 Antikor BiossUSA/BS-0634R Immunhistokmya
o SMA Antikor Abcam/ab5694 Immunhistokmya
VE-Kaderin 5 Antikor BiossUSA/ BS-4310R Immunhistokmya
Clauidin 5 Antikor ABM/Y409871 Immunhistokmya
Sekonder Antikor ScyTek/PAR Immunhistokmya
DAB Kit Thermofisher/34002 Immunhistokmya
DAB Substrat Sigma/11718096001 Immunhistokmya
PBS Bioshop Immunhistokmya
Canada/Pbs404.100
Lam Lamtek Preparat hazirhigi
Lamel Lamtek/LT1001820 Preparat hazirlig
Entellan Merck/1.07961.0100 Preparat hazirhigi
Mikroskop Olympus Mikroskop Gorlintiileme
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3.6.1 Arastirmada Kullanilan Yontemler

Deney sonunda elde edilen doku oOrneklerine rutin doku takip prosediirii
uygulandi, ince kesitleri alinmais, ¢esitli histokimyasal ve immiinohistokimyasal boya
uygulamalarina tabi tutuldu. Arastirmada histokimyasal degisiklikler igin
hematoksilen eozin, ve krezil viyole, immiinohistokimyasal olarak endotel hiicreleri
i¢in anti-CDH 5 (Kaderin-5), perisit hiicreleri i¢in anti-o. SMA, KBB permeabilitesinin
nasil etkilendigini anlamak i¢in, anti-klaudin 5 antikorlar ile astrosit hiicreleri ile
BEH’ler arasindaki iliski incelenecek i¢in  anti-Aquaporin-4  (Agqp4)
immunohistokimya boyamasi yapildi.

3.6.1.1 Denek Kan/Glukoz Diizeylerinin Degerlendirilmesi

Deneklerin deney basinda kan/glukoz diizeyleri glukometre ile ol¢tldii.
Hiperglisemik olmayan denekler calismaya dahil edildi. Daha sonra katima alinan ve
gebeliklerinin 5. giiniinde olan, GDM grubundaki deneklere intraperitoneal olarak
sitrat (0.1 ml, 0.1 M sitrat, pH 4.5) i¢inde ¢6ziinmiis olan 40 mg/kg STZ uygulandi.
Uygulamay1 takip eden 3. giinde deneklerin kan/glukoz seviyeleri glukometre ile
tekrar 6l¢iildii. Deney sonunda tiim deneklerin kan/glukoz degerleri 6lciilerek not
edildi. Grup i¢i ve gruplar arasi farklar istatistiksel olarak degerlendirilip, p<0,05 olan

degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

3.6.1.2 Denek Agirliklarinin Degerlendirilmesi

Deney sonunda (sakrifikasyon oOncesi) deneklerin ve beyin dokularinin
agirliklan 6l¢iildi. Sonuglar SPSS 20,0 paket programinda degerlendirildi. Deneklerin
agirlik verilerinin, gruplar arasi karsilagtirilmasinda p<0,05 olan degerler istatistiksel

olarak anlamli kabul edildi.

3.6.1.3 Deneklerin Menstriiel Sikluslarinin Belirlenmesi

Disi farelere herglin 6-12 saat araliklarla vagina smear uygulandi. Vaginal
smearla alman Ornekler lama yayildi. Hazirlanan preparatlar %96’lik, %380’lik,
%70’1ik azalan alkol serilerinden gegirilip, akarsuda 5 dakika bekletildi. Daha sonra
30 saniye eozinde bekletildi. Eozinden ¢ikarilan preparatlar %70°lik, %80’lik ve
%096°lik artan alkol serilerinden gegirilip havada kurutulduktan sonra, preparatlar
incelendi. Vaginal sitolojik veriler Schaberg (1992)’ nin dongiisel degisimlerine bagl

olarak elde ettigi bulgular dogrultusunda degerlendirildi.
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3.6.1.4 Histokimyasal Incelemeler

Beyin dokular1 histokimyasal incelemeler i¢in %10’luk formolde 24-48 saat

bekletilerek fiske edildi. Daha sonra fiksatifin uzaklastirilmasi amaciyla 1 gece akarsu

altinda yikandi. Dehidratasyon amaciyla sirasiyla %70, %80 ve %96’lik etil alkol

serilerinde 20’ser dakika; ardindan 4 farkli aseton serisinde 20’ser dakika tutuldu.

Seffaflastirma amaciyla 30’ar dakika iki farkli ksilene tabi tutuldu. 1’er saatlik 2 kez

yumusak parafin ile immersiyonu saglandiktansonra dokular sert parafin bloklar

igerisine gomiildii. Rotary mikrotom (RM 2255, Leica) aracilig ile Sp kalinliginda

kesitler alind1 (Tablo 2).

Tablo 2. Doku Takip Protokolii

Islem Madde
Fiksasyon %210 Formol
Fiksatiften Uzaklastirma Akarsu
Dehidratasyon %70-80-96-100-

100’°luk alkol

Post Fiksasyon Aseton I-11-111-1V
Seffaflandirma Ksilen I-11
Infiltrasyon Yumusak Parafin I-11
Bloklama Sert Parafin

3.6.1.4.1 Hematoksilen-Eosin Boya Protokolii

72 saat
1 gece

20’ser dk

20’ser dk
30’ar dk
1’er saat

Saklama

Stire

Alnan kesitler deparafinizasyon islemi icin 1 gece 60°C’lik etiivde tutuldu.

Ardindan ilki 20 dakika (etiivde) diger ikisi 10’ar dakikalik ii¢ farkli ksilene tabi

tutuldu. Daha sonra dehidratasyon islemi icin 5 degisim azalan alkol serilerinden

gecirildi, kesitler distile su ile ¢alkalandiktan sonra 10 dakika hematoksilen (01562E,

Surgipath, Bretton, Peter Borough, Cambridgeshire) ile boyandi. Boyamanin ardindan,

boyanin fazlasinin dokudan uzaklastirilmasi i¢in 10 dakika akarsuda yikanan kesitler,

2 dakika eozin (01602E, Surgipath, Bretton, Peter Borough, Cambridgeshire) boyasi
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ile boyandi. Boyamadan sonra sirasiyla %70, %80, %96 ve 2 seri absolii alkolden
gecirilen kesitler seffaflastirma amaciyla 20’ser dakika ii¢ degisim ksilende
tutulduktan sonra entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt, Germany) ile kapatildi
(Tablo 3).

Tablo 3. Hematoksilen-Eosin boya protokolii

Islem Madde Siire
Deparafinizasyon 60 °C Etiiv 1 Gece
Deparafinizasyon Ksilen I (etiivde) 20 dk
Deparafinizasyon Ksilen Il (oda 1sinda) 20 dk
Deparafinizasyon Ksilen III (oda 1sinda) 20 dk
Rehidratasyon %100’k alkol 1 dk
Rehidratasyon %100°1uk, % 96’lik alkol, 1’er dk

% 80’1k, % 70’lik alkol
Yikama Distile su 1 dk
Boyama Hematoksilen 5dk
Yikama Akarsu 5dk
Boyama Eozin 15 sn
Yikama %70-80-96-100-100’lik  Calkalama
alkol
Seffaflastirma Ksilen | 20 dk
Seffaflastirma Ksilen Il 20 dk
Seffaflagtirma Ksilen 111 20 dk
Kapama Entellan
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3.6.1.4.2 Krezil Viyole Boya Protokolii

Alman kesitler deparafinizasyon islemi i¢in 1 gece 60°C’lik etiivde tutuldu.

Ardindan ilki 20 dakika (etiivde) diger ikisi 10’ar dakikalik {i¢ farkli ksilene tabi

tutuldu. Daha sonra dehidratasyon islemi i¢in 5 degisim azalan alkol serilerinden

gecirildi, kesitler distile su ile ¢alkalandiktan sonra 30 dakika krezil viyole ile boyandi.

Boyamadan sonra sirasiyla %70, %80, %96 ve 2 seri absolii alkolden gegirilen kesitler

seffaflastirma amaciyla 20’ser dakika ii¢ degisim ksilende tutulduktan sonra entellan

(UN 1866, Merck, Darmstadt, Germany) ile kapatildi (Tablo 4).

Tablo 4. Krezil Viyole boya protokolii.

Islem
Deparafinizasyon
Deparafinizasyon
Deparafinizasyon
Deparafinizasyon

Rehidratasyon

Yikama
Boyama

Yikama

Seffaflagtirma
Seffaflastirma
Seffaflastirma

Kapama

Madde
60 °C Etiiv
Ksilen I (etlivde)
Ksilen II (oda 1sinda)
Ksilen III (oda 1s1nda)

%100’lik, % 96’lik alkol,
% 80’lik, % 70’lik alkol

Distile su
Krezil Violet

%70-80-96-100-100’lik
alkol

Ksilen |
Ksilen Il
Ksilen Il

Entellan
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20 dk
20 dk
20 dk

1’er dk

1dk
30 dk

Calkalama

20 dk
20 dk

20 dk

Stire



3.6.1.5 Morfometrik Degerlendirmeler

3.6.1.5.1 Hematoksilen-Eosin Boyama Degerlendirmesi

Deney grubundaki her bir denek icin prefrontal korteksten ayri ayr1 5 pm’lik seri
kesitler alind1 ve histomorfolojik degerlendirme i¢in hematoksilen-eosin boyasi ile
boyama yapildi. Beyin dokular1 pia mater, subpial aralik, araknoid membran, intra
serebellar korteks alani ve bu alanlarda bulunan kapiller ile ndropil, néron ve glial
hiicre degerlendirilmesi yapildi.

3.6.1.5.2 Beyin Prefrontal Korteks Bélgesinde Néoron Sayimi

Deneklerin beyin prefrontal kortekslerinden alinan 5 pm’lik seri kesitler
stoklandi. Ayni hiicreleri saymamak icin dort kesit atlanarak yaklagik 20 pm
derinleserek farkli bir seviyeye ulasildi. 1., 5. ve 9. kesitler ve her kesit i¢in rastgele
farkli 5’er alan olacak sekilde toplamda 15°er farkli alandan MSS hiicre sayimi
yapildi. Tarafsiz bir sonug elde edebilmek i¢in sayimlar kor yontemle ImagelJ yazilimi
kullanilarak manuel olarak 6lg¢iildii. Elde edilen hiicre sayimlarinin her bir denek i¢in

ortalamasi alind1 ve istatistiksel olarak degerlendirildi.
3.6.1.6 Immiinohistokimyasal Incelemeler

3.6.1.6.1 Immunhistokimya Boyama Protokolii

Alman kesitler oncelikle 60°C’lik etiivde 1 gece bekletildi daha sonra
seffaflastirma amaciyla 30'ar dakika ii¢ degisim ksilole tabi tutuldu. Azalan alkol
serilerinden gegirilip distile suda calkalandi. Suyu uzaklastirilan dokularin etrafi
pappen ile ¢izildi. Ardindan dokular 15 dakika 37°C de Tripsin ile muamele edildi. 3
kez fosfat tamponlu saline (PBS) ile yikanan kesitler 10 dk Hidrojen Peroksit ile oda
1s1sinda muamele edildi. Tekrar PBS ile yikama yapildi ve 1 saat bloklama soliisyonu
(TA125-UB, Lab Vision, Fremont, CA) ile bekletildi. Primer antikor fare spesifik anti-
CDH 5 (Kaderin-5), anti- a SMA, anti-klaudin 5 ve anti-Aquaporin-4 (Agp4) ile + 4
°C’ de 1 gece bekletildi. Ertesi giin PBS ile yapilan yikamadan sonra anti-mouse
biotin-streptavidin hidrojen peroksidaz ikincil antikoru (85-9043 Zymed Histostain
Kit, San Francisco, USA) ile 30 dakika bekletildi. Yine PBS ile yikanan kesitler
olusturulan immunohistokimyasal reaksiyonun goriiniirliigiinii saptamak amaciyla
diaminabenzidinamine (DAB) (Roche, Germany) ile muamele edildi. Distile su ile

yikanan kesitlere mayer’s hematoksilen ile artalan boyamasi saglandiktan sonra akarsu
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ile yikand1. Artan alkol ve ksilol serilerinden gecirildikten sonra entellan (UN 1866,

Merck, Darmstadt, Germany) ile kapatildi.

3.6.1.6.2 Yari-sayisal Immunohistokimyasal Analiz

Hiicrelerdeki Kaderin-5, o SMA, klaudin 5 ve Aquaporin-4 (Agp4)
molekiillerinin dagilimini belirlemek i¢in i¢in anti-VE CDH 5 (VE-Kaderin-5), anti-o
SMA, anti-klaudin 5 ve anti-Aquaporin-4 (Agp4) antikor boyamasi yapildi. Gruplar
aras1 bu molekiillerinin dagilimini1 belirlemek i¢in, beyin dokusunda prefrontal korteks
bolgesinde immun pozitif hiicre sayim yapildi. Karavasilis ve ark.lariin 2005 yilinda
epitel hiicrelerinin immunreaktivitesini degerlendirmek i¢in kullandiklar1 yontem
calisma  grubumuz  tarafindan  gelistirilerek  semi-kantikatif/yari-sayisal
immunhistokimyasal skorlama yapildi. Her gruptaki deneklerden yine 5 pm’lik seri
kesitler alind1 ve farkli damarlarda toplamda 100 hiicre sayilarak immunpozitif hiicre
degerlendirmesi yapildi. Her bir grup igin sayisal degerler elde edildi ve istatistiksel

olarak degerlendirildi.
3.7 Arastirma Plani

Tablo 5. Arastirmanin Plan1 ve Takvim

Tez Konusunun Blirlenmesi ve Literatiir Aragtirmast
Subat 2018
Etik Kurul ve Yonetim Kurulu Onay1
Haziran 2018
Deneysel Materyalin Toplanmasi ve Dokularin Degerlendirilmesi
Agustos 2020-Eyliil 2021
Laboratuvar Calismalari
Eyliil 2021-Ocak 2021
Tez Yazma
Ocak 2021-Nisan 2021

3.8 Verilerin Degerlendirilmesi

Deney sonunda elde edilen verilerin degerlendirilmesinde SPSS 20,0 paket
programi kullanildi. Veriler ortalama + standart hata olarak gosterildi Gruplar arasi
istatistiksel karsilastirmada Kruskal Wallis Varyans Analizi testi, gruplarin ikili
karsilastirmasinda da Mann-Whitney U testi kullanildi. p<0,05 olan degerler

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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3.9 Arastirmanin Simirhhiklar:

Aragtirma planlanan dogrultuda ilerlemis, herhangi bir aksaklikla
karsilagilmamistir. Arastirmada herhangi bir sinirlilik durumu ortaya ¢ikmamustir.

3.10 Etik Kurul Onay1

Bu calisma Dokuz Eyliil Universitesi Multidisiplin Laboratuvart Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun 26/06/2018 tarihindeki toplantisinda 38/2018

protokol numarasi ile onaylanmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Annelerin Agirhiklarimin Degerlendirilmesi

Deneyde kullanilan annelerin gebelik 6ncesi yani deney baslangic agirlik
ortalamalar1; kontrol gruplarinda 22+1,414 gr, sham gruplarinda 22,50+2,428 gr ve
GDM gruplarinda 22,50+2.428 gr olarak bulundu. Deneklerin gebeliklerinin 18.
giiniindeki agirlik ortalamalart ise; kontrol gruplarinda 32,666+1,211 gr, sham
gruplarinda 3343,162 gr ve GDM gruplarinda 39,166+1,169 gr olarak bulundu (Grafik
1).

Grafik 1. Deney Gruplarinda Annelere Ait Agirlik Degisimleri

ANNELERE AiT AGIRLIK DEGISIMLERI

45

40

35 ¥

30

25 I

20 1

15
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0
KNT DENEY KNT SHAM DENEY SHAM GDM DENEY GDM
_ BASI GEBELIGIN ~ BASI GEBELIGIN ~ BASI GEBELIGIN
AGIRLIKLARI  18. GUNU AGIRLIKLARI 18.GUNU AGIRLIKLARI 18. GUNU

AGIRLIKLARI AGIRLIKLARI AGIRLIKLARI

Bu degerler g6z oOniinde bulunduruldugunda, kontrol, sham ve GDM
gruplarindaki deneklerde deney baslangic ve gebeliklerinin 18. giiniindeki agirliklar:
arasinda istatiksel olarak anlaml1 bir agirlik artig1 saptanmistir (Kontrol p=0,26, Sham
p=0,27 ve GDM p=0,27). Sonuglar SPSS 20,0 paket programinda Wilcoxon Sira
Sayilari Isaretler Testi kullanilarak degerlendirildi (Tablo 6).

40



Tablo 6. Deney Gruplarinin p Degerleri

GRUPLAR p DEGERLERI
KONTROL p=0,26
SHAM p=0,27
GDM p=0,27

Daha sonra deneklerin gebeliklerinin 18. giiniindeki agirlik degisimleri gruplar
arasinda karsilastirildi. Kontrol ve sham gruplart GDM gruplari ile karsilastirildiginda
gebeligin 18. giiniinde, GDM gruplarindaki denekler diger gruplara gore daha
agirdilar. Degerler goz oOniline alindiginda GDM gruplart kontrol gruplart ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak daha agirdilar (p=0.04). Ancak sham ve GDM
gruplar1 arasinda agirlik bakimindan istatiksel olarak fark bulunamamistir (p=0.06).
Sonuglar SPSS 20,0 paket programinda Mann Whitney U Testi kullanilarak
degerlendirildi (Tablo 7).

Tablo 7. Deney Gruplarinin p Degerleri

GRUPLAR p DEGERLERI
KONTROL-SHAM p=1
KONTROL-GDM p=0,04
SHAM-GDM p=0,006

4.2 Annelerin Kan/Glukoz Seviyelerinin Degerlendirilmesi

Deneyde kullanilan annelerin deney baslangic kan/glukoz seviyeleri
ortalamalari; kontrol gruplart i¢in 184+7,48 mg/dl, sham gruplar icin 185,16+6,96
mg/dl ve GDM gruplar1 i¢in 183,16+£9,36 mg/dl olarak bulundu. Deney bitis
kan/glukoz seviyeleri ise; kontrol gruplari i¢in 187,66+6,59 mg/dl, sham gruplari i¢in
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186,5+7,71 mg/dl ve GDM gruplart igin 285+15,15 mg/dl olarak bulundu (Grafik 2).
Bu degerler gbz dniinde bulunduruldugunda kontrol ve sham gruplarindaki deneklerde
deney baslangi¢ ve bitis kan/glukoz seviyeleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
artis saptanmadi (p=0,292 ve p=0,893). GDM gruplarinda deney baslangi¢ ve bitis
kan/glukoz seviyeleri arasinda istatiksel olarak anlamli bir artis saptandi (p=0,028).
Sonuglar SPSS 20,0 paket programinda Wilcoxon Sira Isaretler Testi kullanilarak
degerlendirildi (Tablo 8).

Tablo 8. Deney Gruplariin p Degerleri

GRUPLAR p DEGERLERI
KONTROL p=0,292
SHAM p=0,893
GDM p=0,028
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Grafik 2. Deney Gruplarinda Annelere Ait Kan Sekeri Degerleri

KAN SEKERI DEGERLERI (mg/dl)
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4.3 Yavrularin Agirhiklarinin Degerlendirilmesi

Deneyde elde edilen P:0, P:7 ve P:21 giinliik yavrularin agirliklar1 karsilastirildi.

P:0 grubunda agirliklar ortalama kontrol grubunda 1,22 gr, sham grubunda 1,25
gr, GDM grubunda 1,54 gr olarak bulundu (Grafik 3). P0. giinde gruplar arasinda
agirhik degisimleri karsilagtirildiginda kontrol ve sham gruplari arasinda istatiksel
olarak fark bulunmazken, GDM grubundaki yavrularin agirlik artis1 kontrol ve sham
gruplart ile karsilastirildiklarinda istatiksel olarak anlamliydi (sirasiyla p=0,01 ve
p=0,02) (Tablo 9). Sonuglar SPSS 20,0 paket programinda Mann Whitney U Testi
kullanilarak degerlendirildi.
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Grafik 3. P:0 Giinliik Yavrularin Agirlik Degerleri

P:0. GUNE AIT AGIRLIK DEGISIMLERI
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Tablo 9. Gruplarda p Degerleri

GRUPLAR p DEGERLERI
KNT P:0-SHAM P:0 p=0,496
KNT P:0-GDM P:0 p=0,001
SHAM P:0-GDM P:0 p=0,002

P:7 grubunda agirliklar ortalama kontrol grubunda 4,8 gr, sham grubunda 5,11
gr, GDM grubunda 5,8 gr olarak bulundu (Grafik 4). P7. giinde gruplar arasinda agirlik
degisimleri karsilastirildiginda kontrol ve sham gruplari arasinda istatiksel olarak fark
bulunmazken, GDM grubundaki yavrularin agirlik artis1 kontrol ve sham gruplart ile
karsilastirildiklarinda istatiksel olarak anlamliydi (sirasiyla p=0,03 ve p=0,02) (Tablo
10). Sonuglar SPSS 20,0 paket programinda Mann Whitney U Testi kullanilarak
degerlendirildi.
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Grafik 4. P:7 Ginliik Yavrularin Agirlik Degerleri

P:7 GUNUNE AiT AGIRLIK DEGIiSIMLERI
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Tablo 10. Gruplarda p Degerleri

GRUPLAR p DEGERLERI
KNT P:7-SHAM P:7 p=0,266
KNT P:7-GDM P:7 p=0,003
SHAM P:7-GDM P:7 p=0,002

P:21 grubunda agirliklar ortalama kontrol grubunda 10,62 gr, sham grubunda
10,5 gr, GDM grubunda 12,34 gr olarak bulundu (Grafik 5). P21. giinde gruplar
arasinda agirlik degisimleri karsilastirildiginda kontrol ve sham gruplar1 arasinda
istatiksel olarak fark bulunmazken, GDM grubundaki yavrularin agirlik artis1 kontrol
ve sham gruplart ile karsilagtirildiklarinda istatiksel olarak anlamliydi (sirasiyla
p=0,05 ve p=0,04) (Tablo 11). Sonuglar SPSS 20,0 paket programinda Mann Whitney
U Testi kullanilarak degerlendirildi.
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Grafik 5. P:21 Giinliikk Yavrularin Agirlik Degerleri

P:21 GUNUNE AiT AGIRLIK DEGiSiMLERI
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Tablo 11. Gruplarda p Degerleri
GRUPLAR p DEGERLERI
KNT P:21-SHAM P: 21 p=0,847
KNT P: 21-GDM P: 21 p=0,004
SHAM P: 21-GDM P: 21 p=0,002

4.4 Yavrularin Kan/Glukoz Seviyelerinin Degerlendirilmesi
Deneyde kontrol, sham ve GDM gruplarindan elde edilen PO, P7 ve P21 giinliik
yavrularin kan/glukoz degerleri karsilastirildi.

PO grubunda kan/glukoz seviyeleri ortalamalari; kontrol P:0 grubunda 109,28
mg/dl, PO sham grubunda 111,28 mg/dl, PO GDM grubunda 284,71 mg/dl olarak
bulundu. P7 grubunda kan/glukoz seviyeleri ortalamalari; kontrol P7 grubunda 108,71
mg/dl, P7 sham grubunda 111,42 mg/dl, P:7 GDM grubunda 188,71 mg/dl olarak
bulundu. P21 grubunda kan/glukoz seviyeleri ortalamalar1; kontrol P21 grubunda
105,42 mg/dl, P21 sham grubunda 111,42 mg/dl, P:21 GDM grubunda 112,14 mg/dI
olarak bulundu (Grafik 6).

Bu degerler g6z oniine alindiginda;
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PO grubuna ait kontrol ve sham gruplari karsilastirildiginda kan/glukoz degerleri
bakimindan aralarinda istatiktiksel olarak anlamli fark bulunmamustir (p:0,796).
Ancak kontrol PO ve sham PO gruplari, GDM PO grubu ile kan/glukoz degerleri
bakmindan karsilastirildiginda, GDM PO grubuna ait deneklerinin kontrol PO ve sham
PO grubuna ait deneklerine gore kan/glukoz degerlerinde istatiksel olarak anlamli
arttig1 gorilmiistiir (sirastyla p=0,02 ve p=0,02).

P7 grubuna ait kontrol ve sham gruplar1 karsilastirildiginda kan/glukoz degerleri
bakimindan aralarinda istatiktiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (p:0,847).
Ancak kontrol P7 ve sham P7 gruplari, GDM P7 grubu ile kan/glukoz degerleri
bakimindan karsilastirildiginda, GDM P7 grubuna ait deneklerinin kontrol P7 ve sham
P7 grubuna ait deneklerine gore kan/glukoz degerlerinde istatiksel olarak anlamli

arttig1 gorillmiistiir (sirasiyla p=0,02 ve p=0,02).

P21 grubuna ait kontrol, sham ve GDM gruplar karsilastirildiginda kan/glukoz
degerleri bakimindan aralarinda istatiktiksel olarak anlamli fark bulunmamigtir
(p=0,171, p=0,798). Sonuglar SPSS 20,0 paket programinda Mann Whitney U Testi
kullanilarak degerlendirildi (Tablo 12).

Tablo 12. Deney gruplarinin p Degerleri

GRUPLAR p DEGERLERI
KNT P:0-GDM P:0 p=0,02

SHAM P:0-GDM P:0 p=0,02

KNT P:7-GDM P:7 p=0,02

SHAM P:7-GDM P:7 p=0,02

KNT P:21-GDM P:21 p=0,171
SHAMP:21-GDM P:21 p=0,798
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Grafik 6. Yavrulara Ait Kan Sekeri Degerleri
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4.5. Canh Dogum Sayilarimin Degerlendirilmesi

Deneyde kontrol, sham ve GDM gruplarindan elde edilen canli dogum sayilari

karsilastirildi. Kontrol grubunda bir batinda canli dogum sayist ortalama 9, sham

grubunda bir batinda canli dogum sayisi ortalama 9 ve GDM grubunda bir batinda

canli dogum sayisi ortalama 4 yavrudur (Grafik 7).

Bu degerler goz Oniine alindiginda, bir batindaki canli dogum sayisi

karsilastirildiginda kontrol ve sham gruplar1 arasinda istatiksel olarak anlamli fark
bulunmazken (p=1), GDM gruplarindan elde edilen bir batindaki canli dogum sayisi

kontrol ve sham gruplar1 ile karsilastirildiginda istatiktiksel olarak sayica anlaml

azalma gozlenmistir (sirasiyla p=0.04 ve p=0,04) (Tablo 13).

Tablo 13. Deney gruplariin p Degerleri

GRUPLAR p DEGERLERI
KNT-GDM p=0.04
SHAM-GDM p=0,04
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Grafik 7. Deney Gruplarina Ait Canli Dogum Sayilari
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4.6 Histokimyasal Bulgular

4.6.1 Hematoksilen-Eosin Boyama Degerlendirmesi

Caligmamizda Kontrol, Sham ve GDM gruplarinin beyin dokusunun korteks
alania ait histolojik genel ozelliklerini degerlendirmek i¢cin HE boyama yontemi
uygulandi. Ayni1 bolgedeki saglam néronlart degerlendirmek i¢in de KV ile boyama
yapildi.

Kontrol gruplarina ait PO, P7 ve P21 gruplarinin beyin korteks alani histolojik
olarak olagan goriiniimlii ndronlar ve ndroglia hiicreleri gézlendi. Pia mater, subpial
aralik, araknoid membran ve intraserebral alanlarda kapiller damar dagilimi1 normaldi.
Bu alanlarda olagan dis1 hiicresel infiltrasyona rastlanmadi. Sham gruplarina ait

bulgular kontrol gruplarina benzerlik gostermekteydi.

GDM’li annelerden elde edilen PO giinlik deneklerin beyin dokulart kiiglik
bliylitmelerde incelendiginde, pia mater, subpial aralik, araknoid membran ve bu
bolgelerdeki damarsal yapilar ile noronal yapilarin yine olagan goriiniimiinde oldugu
izlendi. Biiyiik biiyiitmelerde noron, cekirdek ve cekirdek¢igin mikro yapisinda
patolojik bir bulguya rastlanmadi. Glial yap1 olagandi ve néropil de genel goriintimii

desteklemekteydi. Intraserebral alanlardaki kapiller yap1, son derece sinirli/az olarak
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gbzlendi. Intraserebral kortikal alanlarda kapiller dagilimi ve g¢evresindeki iliski

acisindan da bir anormallik gézlenmedi.

GDM’li annelerden elde edilen P7 giinliik deneklerin beyin dokulari
histomorfolojik acidan degerlendirildiginde PO giinlik deneklere benzer bulgulara
rastlanmistir. Pia mater, araknaid membran ve subpial aralik normal histomorfoloji
gostermekte ve noron, noroglial yapilar ve intraserabral kortikal alanlardaki kapiller

yapisinda patolojik bir bulguya rastlanmadi.

GDM’li annelerden elde edilen P21 giinliik deneklerin beyin dokulari
degerlendirildiginde, kiigiik biiyiitmelerde pia mater, subpial aralik, araknoid
memebran ve ¢evresel damar yapisi olagan olarak gozlendi. PO ve P7 gruplarindaki
deneklerle karsilagtirildiginda glial hiicreler belirgin ve 6zellikle kortikal piramidal
noronlarm daha matiirdii. intrakortikal kapiller ag ise diger gruplara gore oldukca

artmis olarak gbzlendi (Sekil 12, 13 ve 14).
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Sekil 12. Kontrol PO (A), P7 (B)ve P21 (C) gruplarina ait HE boyamasi. 1000X
biiytitme (Bar 20 um). Beyin kapilleri (kirmizi ok), néronlar (sar1 ok) ve noropil (Siyah
ok).
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Sekil 13. Sham PO (A), P7 (B)ve P21 (C) gruplarina ait HE boyamasi. 1000X biiyiitme

(Bar 20 um). Beyin kapilleri (kirmiz1 ok), noronlar (sar1 ok) ve noropil (beyaz ok).
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Sekil 14. GDM PO (A), P7 (B)ve P21 (C) gruplarina ait HE boyamasi. 1000X biiyiitme

(Bar 20 um). Beyin kapilleri (kirmiz1 ok), néronlar (sar1 ok) ve noropil (beyaz ok).
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4.6.2 Krezil Viyole Boyama Degerlendirmesi
GDM’li annelerden elde edilen PO giinliik deneklerin beyin dokular1 kiigiik
bliyiitmede incelendiginde kortikal yilizeyel noronalar birbirine ¢ok yakin ve bu

hiicrelere yakin komsulukta yogun glial hiicre yerlesimi gézlendi.

GDM’li annelerden elde edilen P7 giinlik deneklerin beyin dokular
incelendiginde, korteksin derin tabakalarinda matiirasyonunu tamamlamaya calisan
ndronlar ve glial hiicreler izlendi. Intraserebral kapiller yogunlugu gérece olarak az

gozlendi.

GDM’li annelerden elde edilen P21 giinliik deneklerin beyin dokular
incelendiginde, noronalar ve glial hiicrelerin mikroyapilari KV boyasi, HE boyasi

bulgularini destekler nitelikteydi (Sekil 15,16 ve 17).

4.6.2.1. Beyin Prefrontal Korteks Bolgesinde Noron Sayimi

Deneklerin beyin prefrontal kortekslerinden alinan 5 pum’lik seri kesitler
stoklandi. Ayni hiicreleri saymamak ic¢in dort kesit atlanarak yaklagik 20 pm
derinleserek farkli bir seviyeye ulasildi. 1., 5., 9. ve 13. kesitler ve her kesit icin
rastgele farkli 5’er alan olacak sekilde toplamda 15°er farkli alandan MSS hiicre
sayimi yapildi. Tarafsiz bir sonug elde edebilmek icin sayimlar kor yontemle Imagel
yazilimi kullanilarak manuel olarak 6l¢iildii. Elde edilen hiicre sayimlarinin her bir
denek i¢in ortalamas1 alind1 ve istatistiksel olarak degerlendirildi.

Noron hiicresi sayimi sonucunda Kontrol, Sham ve GDM gruplar
karsilastirlldiginda; PO, P7 ve P21 giinliik deneklerde Kontrol ve Sham gruplari
arasinda farklilik gozlenmezken, Kontrol ve Sham gruplart GDM gruplan ile
karsilagtirildiginda GDM gruplarinda hiicre sayisinda istatistiksel olarak anlaml

azalma oldugu goriildii (Grafik 8) (Tablo 14).
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Tablo 14. Deney gruplariin p Degerleri

GRUPLAR p DEGERLERI
KNT P:0-GDM P:0 p=0,02
SHAM P:0-GDM P:0 p=0,03
KNT P:7-GDM P:7 p=0,02
SHAM P:7-GDM P:7 p=0,04
KNT P:21-GDM P:21 p=0,002
SHAMP:21-GDM P:21 p=0,002

Grafik 8. Deney Gruplarina Ait Prefrontal Korteks Hiicre Sayimi
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Sekil 15. Kontrol PO (A), P7 (B)ve P21 (C) gruplarina ait KV boyamasi. 1000X
biiyiitme (Bar 20 um). Noronlar (sar1 ok) ve noropil (kirmizi ok).
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Sekil 16. Sham PO (A), P7 (B)ve P21 (C) gruplarina ait KV boyamasi. 1000X biiyiitme

(Bar 20 pum). Noronlar (sar1 ok) ve noropil (kirmizi ok).
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Sekil 17. GDM PO (A), P7 (B) ve P21 (C) gruplarina ait KV boyamasi. 1000X
biiylitme (Bar 20 um). Noronlar (sar1 ok) ve noropil (kirmizi ok).
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4.7 Immiinohistokimyasal Bulgular

4.7.1 Anti Klaudin 5 ve Anti VE Kaderin 5 immunhistokimya Boyama
Degerlendirmesi
Beyin endotel hiicreleri arasinda siki baglant1 biitiinliigiinii incelemek i¢in anti-

klaudin 5 ve anti-VE kaderin 5 immunhistokimya boyamalar1 yapildi.

GDM’li annelerden elde edilen PO, P7 ve P21 giinliikk deneklerin beyin
dokusundaki immun reaktivite karsilastirildiginda PO grubunda beyin ¢evresi damar
yapilarinda endotele 6zgii immun (+) boyama gozlenirken, intraserebral kapillerde
immunreaktivite goreceli olarak azdi. P7 grubunda beyin yiizeyel kapiller damar
endoteli immun pozitif olarak gozlendi. Seyrek olarak goézlenmeye baslayan
intrakortikal kapiller yapilarda birka¢ yerde siipheli immun pozitif boyanma izlendi.
P21 grubu PO ve P:7 gruplan ile karsilagtirildiginda, kitlesel biiylimeye eslik eden
vaskiilarizasyon artisinin dogal sonucu olarak ¢evresel damarlardaki immun pozitiflik
artmisti. Hemisferler arasi sulkus diizeyinde damar endoteli belirgin immun pozitifti.
Intrakortikal kiigiik kapillerde bu (+) bulguya eslik etmekteydi (Sekil 18, 19, 20, 21,
22 ve 23).

Her gruptaki deneklerden 5 um’lik seri kesitler alindi ve farkli damarlarda
toplamda 100 hiicre sayilarak immunpozitif hiicre degerlendirmesi yapildi. Her bir

grup icin sayisal degerler elde edildi ve istatistiksel olarak degerlendirildi.

Degerler gozoniine alindiginda, GDM PO, P7 ve P21 giinliik denekler, Kontrol
ve Sham gruplarindakiler ile karsilastirildiginda GDM gruplarinda immunpozitif
hiicre sayisinda istatiksel olarak anlamli bir azalma gbzlendi (Grafik 9) (Tablo 15).

Grafik 9. Deney Gruplarma Ait VE-Kaderin 5 ve Klaudin-5 Immunreaktivitesi
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Tablo 15. Deney Gruplarinin p Degerleri

GRUPLAR

KNT P:0-GDM P:0

SHAM P:0-GDM P:0

KNT P:7-GDM P:7

SHAM P:7-GDM P:7

KNT P:21-GDM P:21

SHAMP:21-GDM P:21

VE-Kaderin-5

p DEGERLERI
p=0,002
p=0,003
p=0,002
p=0,002
p=0,002

p=0,002

60

Caludin-5 p DEGERLERI

p=0,006
p=0,004
p=0,013
p=0,015
p=0,002

p=0,002
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Sekil 18. Kontrol PO (A), P7 (B)ve P21 (C) gruplarina ait Klaudin 5 boyamasi. 1000X
biiyiitme (Bar 20 pm). Immun pozitif hiicreler (kirmizi ok).
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Sekil 19. Sham PO (A), P7 (B)ve P21 (C) gruplarina ait Klaudin 5 boyamasi. 1000X

bityiitme (Bar 20 pm). Immun pozitif hiicreler (kirmizi ok).
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Sekil 20. GDM PO (A), P7 (B)ve P21 (C) gruplarina ait Klaudin 5 boyamasi. 1000X
biiyiitme (Bar 20 pm). Immun pozitif hiicreler (kirmizi ok).
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Sekil 21. Kontrol PO (A), P7 (B)ve P21 (C) gruplarina ait VE-Kaderin 5 boyamasi.
1000X biiyiitme (Bar 20 pm). Immun pozitif hiicreler (kirmizi ok ).
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Sekil 22. Sham PO (A), P7 (B)ve P21 (C) gruplarina ait VE-Kaderin 5 boyamasi.
1000X biiyiitme (Bar 20 um). immun pozitif hiicreler (kirmizi ok ).
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Sekil 23. GDM PO (A), P7 (B)ve P21 (C) gruplarina ait VE-Kaderin 5 boyamasi.
1000X biiyiitme (Bar 20 pm). Immun pozitif hiicreler (kirmizi ok).
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4.7.2. Anti Aquaporin-4 Immunhistokimya Boyama Degerlendirmesi
KBB’yi olusturan elemanlardan biri olan astrosit hiicreleri son ayaklarini

inceleyebilmek i¢in anti-Agp-4 immun histokimya boyamasi yapildi.

GDM’li annelerden elde edilen PO, P7 ve P21 giinlik deneklerin beyin
dokusundaki immun reaktivite karsilastirildiginda PO grubuna ait beyin dokusunda
ylizeyel damarlara uzanan glial ¢ikintilar immun poztif alanlarla yakin gelecekte
sekillenen kapillerleri isaret etmekteydi. Benzer olarak intraserebral alanlara sinirh
sayida kapiller ¢evresi az sayida immun pozitif tutulum gostermektedir. P7 grubuna
ait beyin dokusunda beklenen biiylimeye eslik eden kapiller artisi immun pozitif
alanlarin artmasma neden olmustur. P21 grubuna ait beyin dokusunda intraserebral
kapiller artis1 Aqu-4 immunpozitif alanlarin artisi ile karakterizedir. Yiizeyel ve derin

intraserbral alanlarda kapiller ¢evresi yogun immun pozitiflik gostermektedir (Grafik
10) (Tablo 16).

Degerler gozoniine alindiginda, GDM PO, P7 ve P21 giinliikk denekler, Kontrol
ve Sham gruplarindakiler ile karsilastirildiginda GDM gruplarinda immunpozitif

hiicre sayisinda istatiksel olarak anlamli bir azalma g6zlendi (Tablo 16 ve Grafik 10).

Grafik 10. Deney Gruplarma Ait Aqp-4 Immunreaktivitesi
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Tablo 16. Gruplarda p Degerleri

GRUPLAR

KNT P:0-GDM P:0

SHAM P:0-GDM P:0

KNT P:7-GDM P:7

SHAM P:7-GDM P:7

KNT P:21-GDM P:21

SHAMP:21-GDM P:21

Aquaporin-4 p DEGERLERI
p=0,018
p=0,002
p=0,029
p=0,004
p=0,002

p=0,003
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Sekil 24. Kontrol PO (A), P7 (B)ve P21 (C) gruplarma ait Aqp-4 boyamasi. 1000X
biiyiitme (Bar 20 pm). Immun pozitif hiicreler (kirmizi ok).
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Sekil 25. Sham PO (A), P7 (B)ve P21 (C) gruplarina ait Aqp-4 boyamasi. 1000X

bityiitme (Bar 20 pm). Immun pozitif hiicreler (kirmizi ok).
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Sekil 26. GDM PO (A), P7 (B)ve P21 (C) gruplarina ait Aqp-4 boyamasi. 1000X
biiyiitme (Bar 20 pm). immun pozitif hiicreler (kirmizi ok).
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4.7.3 Anti a-SMA Immunhistokimya Boyama Degerlendirmesi
KBB’yi olusturan elemanlardan biri olan perisit hiicrelerini inceleyebilmek i¢in

anti-o. SMA immunhistokimya boyamasi yapildi.

GDM’li annelerden elde edilen PO, P7 ve P21 giinliik deneklerin beyin
dokusundaki immun reaktivite karsilastirildiginda PO grubuna ait beyin dokusunda
yogun ve komsu glial alanlar i¢inde az sayida intrakapiller immun pozitif hiicrelere
rastland1. Intraserebral alanlarda ise immun pozitif hiicrelere rastlanmadi. Beyin
dokusu ylizeyel damarlar ¢evresinde sinirli sayida immun pozitif hiicreler vardi ve
gorece olarak daha biiyliik damarlarda immun poztiflik artis gostermekteydi. P7
grubuna ait beyin dokusunda ylizeyel ve sulkus icerisinde damar kesitlerinin
cevresinde immun (+) alanlar gdzlendi. intraserebral alanlarda kapiller gevresinde
immun pozitif hiicrelere az sayida rastlandi. P7 grubuna ait beyin dokusunda
intraserebral kapiller ¢evresinde immun pozitif hiicre artis1 gozlendi. P21 grubuna ait
beyin dokusunda anjiyogenezin artisina bagli olarak oo SMA immun pozitif alanlarinda
artist gozlendi. Yiizeyel ve derin inraserbral alanlarda kapiller ¢evresi yogun immun

pozitiflik gostermektedir (Sekil 27, 28 ve 29).

Degerler gbzoniine alindiginda, GDM PO, P7 ve P21 giinliik denekler, Kontrol
ve Sham gruplarindakiler ile karsilastirildiginda GDM gruplarinda immunpozitif
hiicre sayisinda istatiksel olarak anlamli bir degisme gozlenmedi (Grafik 11) (Tablo
17).
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Grafik 11. Deney Gruplarma Ait o-SMA Immunreaktivitesi
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Tablo 17. Deney gruplarmin p degerleri

GRUPLAR a-SMA p DEGERLERI
KNT P:0-GDM P:0 p=0,06
SHAM P:0-GDM P:0 p=0,22
KNT P:7-GDM P:7 p=0,561
SHAM P:7-GDM P:7 p=0,606
KNT P:21-GDM P:21 p=0,108
SHAMP:21-GDM P:21 p=0,148
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Sekil 27. Kontrol P:0 (A), P7 (B)ve P21 (C) gruplarina ait a-SMA boyamasi. 1000X
biiyiitme (Bar 20 pm). immun pozitif hiicreler (kirmizi ok).
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Sekil 28. Sham PO (A), P7 (B)ve P21 (C) gruplarina ait a-SMA boyamasi. 1000X

bityiitme (Bar 20 pm). Immun pozitif hiicreler (kirmizi ok).
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Sekil 29. GDM PO (A), P7 (B)ve P21 (C) gruplarina ait a-SMA boyamasi. 1000X
biiyiitme (Bar 20 pm). Immun pozitif hiicreler (kirmizi ok).
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5. TARTISMA

Literatiir aragtirmalarimiz sonucunda, postnatal KBB gelisiminde, BEH’leri, bu
hiicrelere ait siki baglantilar, perisit ve astrosit hiicrelerini de kapsayan bir ¢alismaya
rastlanmamustir. Calismamizda GDM’nin kan beyin bariyeri gelisimi iizerine etkisini
arastirmak i¢in deneysel olarak GDM modeli olusturulmus C57BL/6 susu farelerden
elde edilen yeni dogan, 7 giinliik ve 21 giinliik yavru farelerin kan beyin bariyeri
gelisimlerindeki degisiklikler histolojik olarak incelendi.

Literatiirde GDM’li deneklerde, agirlik artisinin kontrol gruplarina gore daha
fazla oldugu gosterilmistir. Liu ve arkadaslar1 2019 yilinda 36 adet C57BL/6 susu
farede deneysel olarak GDM olusturulmustur. Deneklerin gebeliklerinin 18.giiniinde
viicut agirliklarina bakilmis ve GDM’li grubun, kontrol grubuna gore viicut

agirliklarinin daha fazla oldugunu gostermislerdir (60).

Feng ve arkadaslar da 2019 yilinda fareler ile yapmis olduklar1 deneysel GDM
modelinde, deneklerin gebeliklerinin 18.gliniinde viicut agirliklarna bakmis ve
GDM’li grubun, kontrol grubuna gore viicut agirliklarinin daha fazla oldugunu
gostermiglerdir (61).

Bizim calismamizda literatiirle uyumlu olarak gebeliklerinin 18. giiniindeki
kontrol ve GDM gruplan karsilastirildiginda GDM’li gruplarda kontrol gruplarina
gore istatiksel olarak anlamli agirlik artist gozlemdi. Sham ve GDM’li gruplar
karsilastirildiginda GDM’li gruplarda sham gruplarina gore agirlik artisi gézlendi.
Ancak istatiksel olarak anlamli degildi.

Daha once yapilan caligmalarda STZ’nin sigan ve fare gibi ¢esitli denek
tiirlerinde kan/glukoz seviyelerini artirdig1 ve deneysel diyabet modelini olusturdugu
gosterilmistir. 2021 yilinda Zhang ve arkadaglarimin C57BL/6J farelerinde
inflamasyon cevabini arastirmak icin yaptiklar1 ¢aligmada, farelerin gebeliklerinin 6.
giinlinde intraperitoneal olarak 40 mg/kg STZ enjeksiyonu yapilmistir. Kan/glukoz
degeri 11. 1 mmol/L (200 mg/dL) iizerinde olan denekler GDM’li kabul edilmis ve
GDM’li deneklerin kontrol gruplarina gore kan/glukoz seviyelerinde artis oldugunu
gostermislerdir (62). Schumacher ve arkadaslarinin 2018 yilinda C57BL/6N fareleri
ile yaptiklart deneysel diyabet modelinde 60 mg/kg STZ kullanmislar ve kan/glukoz
degeri 300-500 mg/dl aras1 olan denekleri diyabet kabul etmislerdir. DM’li deneklerin

kontrol gruplarina gore kan/glukoz seviyelerinde artis oldugunu gostermislerdir (63).
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Shankar ve arkadaglarinin 2020 yilinda yaptiklart c¢alismada C57BL/6N
farelerine 150 mg/kg STZ enjeksiyonu yapmislar ve kan/glukoz seviyeleri 200
mg/dl’den yiiksek olan fareler diyabet kabul edilmistir. DM’li deneklerin kontrol
gruplarina gore kan/glukoz seviyelerinde artis oldugunu gostermislerdir (64). Shekler
ve arkadaslarinin 2020 yilinda C57BL/6 farelerle yaptiklari ¢alismada, deneklere
gebeliklerinin 1. gilinlinde intraperitoneal olarak 120 mg/kg STZ enjeksiyonu
yapilmistir. Kan/glukoz seviyeleri 200 mg/dL’den yiiksek ¢ikan denekler diyabet
kabul edilmistir. GDM’li deneklerin kontrol gruplarina gére kan/glukoz seviyelerinde
artis oldugunu gostermislerdir (65). Xu ve arkadaslarinin 2019 yilinda fareler tizerinde
yaptiklar ¢aligmada, farelerin gebeliklerinin 1.giintinde 200 mg/kg STZ injeksiyonu
yapilmistir. Kan/glukoz seviyeleri 260 mg/dl iizerinde olan denekler diyabet kabul
edilmistir. GDM’li deneklerin kontrol gruplarina gore kan/glukoz seviyelerinde artis
oldugunu gostermislerdir (66). Chen ve arkadaslarinin 2019 yilinda C57BL6J fareleri
ile yapmis olduklar1 calismada GDM’li gruplara gebeliklerinin 6.glinlinde 40 mg/kg
STZ injeksiyonu yapmislar ve kan/glukoz degeri 11.1 mmol/L yani 200 mg/dl’den
fazla olan denekler GDM’li kabul edilmistir. GDM’li deneklerin kontrol gruplarma
gore kan/glukoz seviyelerinde artis oldugunu gostermislerdir (67).

Bizim c¢alismamizda da literatiirde yapilan ¢alismalarla uyumlu olarak GDM
gruplarini, kontrol ve sham gruplar ile karsilastirdigimizda kan/glukoz seviyelerinde
anlamli bir artis oldugu gozlemlendi.

Lu ve arkadaglarinin 2019 yilinda yaptiklar1 deneysel GDM modelinde, GDM’li
annelerden elde edilen yavrularin kontrol gruplarina gore agirliklarinda anlamli artig
oldugu bildirilmistir (68). Nadif ve arkadaslarinin 2015 yilinda farelerle yaptiklari
GDM c¢alismasinda GDM’li annelerden elde edilen yavrularin kontrol gruplarina gore
agirliklarinda anlamli artis oldugu ifade edilmistir (69).

Bizde ¢alismamizda literatiirle uyumlu olarak GDM’li gruplardan elde dilen
yavrularin kontrol ve sham gruplarindaki yavrularma gore agirliklarinda artis

oldugunu gézlemlendik.

Xu ve arkadaslariin 2019 yilinda yaptiklar1 ¢alismada deneklerde STZ ile
deneysel GDM modeli olusturulmustur. Bu ¢alismada GDM’li gruptan elde edilen
yeni dogan yavrularin kan/glukoz degerlerinin kontrol gruplarina gore yiiksek oldugu

ifade edilmistir. Ancak postnatal 14. giine kadar, GDM’li gruptan elde edilen
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yavrularin kan/glukoz degerlerinin diistiigiinii ve kontrol grubu ile ayni1 seviyeye
geldigini belirtmislerdir (66).

Bizim de ¢calismamizda da yapilan ¢alismalarla uyumlu olarak GDM grubundaki
annelerden elde edilen postnatal 0 ve 7 giinliik yavrularin, kontrol ve sham grubundaki
annelerden elde edilen postnatal 0 ve 7 giinliik yavrularin kan/glukoz degerleri
karsilagtirildi. Anlamli artis oldugu, ancak GDM grubundaki annelerden elde edilen
postnatal 21 giinliik yavrularin kan/glukoz degerleri kontrol ve sham 21 giinliik
denekler ile karsilastirildiginda anlamli bir farklilik olmadig1 gozlemlendi.

Literatiirde GDM’li deneklerden elde edilen bir batindaki canli dogum sayisinin,
kontrol gruplarindan elde edilen bir batindaki canli dogum sayisina gore daha az
oldugu ifade edilmistir. Feng ve arkadaslarinin 2019 yilinda fareler ile yapmis
olduklar1 deneysel GDM modelinde, kontrol gruplart ile GDM gruplarindan elde
edilen canli dogum oranlart karsilastirilmistir. Calismada GDM’li annelerden elde
edilen canli yavru sayisinin, kontrol grubundakilere gore daha diisiik oldugu
gosterilmistir (70). Xu ve arkadaslarinin 2019 yilinda yaptiklari ¢alismada deneklerde
STZ ile GDM indiiklenmistir. Bu ¢alismada GDM’li gruplardan elde edilen canli
dogum oraninin, kontrol grubuna gore daha diisiik oldugu gosterilmistir (66). Jiang ve
arkadaslarinin 2019 yilinda yaptiklar1 deneysel GDM c¢alismasinda canli dogum
sayilart karsilagtirilmistir. Bu ¢alismada GDM’li gruptan elde edilen canli dogum
sayisinin, kontrol grubuna gore daha diistik oldugu gosterilmistir (61).

Bizim c¢aligmamizda da literatiirle uyumlu olarak GDM’li gruplardaki
annelerden elde edilen canli dogum sayilari, kontrol ve sham gruplarindan elde edilen
canli dogum sayilanyla karsilastirildiginda GDM’li gruplardaki canli dogum
sayilarinin, kontrol ve sham gruplarindaki canli dogum sayilarina gore istatiksel olarak
anlamli azalma oldugu gbzlemlendi. Kontrol ve sham gruplarindan elde edilen canli
dogum sayilar1 arasinda istatiksel olarak fark bulunamadi.

Lofti ve arkadaslarinin 2016 yilinda yaptiklar1 calismada deneklere STZ ile
deneysel GDM modeli olusturulmus ve GDM’li annelerden elde edilen yavrularda
kontrol grubuna gore PO, P7 ve P14 giinliik yavrularin néron saylarinda anlamli azalma
oldugunu ifade etmislerdir (71). Saleh ve arkadaslarinin 2016 yilinda sig¢anlar ile

yaptiklar1 deneysel GDM modelinde yeni dogan ve 21 giinliik yavrularin beyin hiicre
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sayilarint kargilagtirdiklarinda, GDM’li annelerden elde edilen yavrularin hiicre
sayilarinin, kontrol gruplarina gére anlamli olarak azaldigini bildirmislerdir (72).

Bizim c¢aligmamizda da literatiirle uyumlu olarak GDM’li gruplardaki
annelerden elde edilen yavrularin beyin prefrontal korteks bolgelerinde hiicre sayilari
karsilagtirildiginda, GDM’li gruplardaki hiicre sayilarmin, kontrol ve sham
gruplarindaki hiicre sayilarima gore istatiksel olarak anlamli azalma oldugu
gozlemlendi. Kontrol ve sham gruplarindan elde edilen hiicre sayilar1 arasinda
istatiksel olarak fark bulunamadi.

Leach ve arkadaslarinin 2004 yilinda maternal diyabetli ve saglikli gebelerden
elde ettikleri plasentalarda VE-Kaderin-5 immunreaktivitesini incelemislerdir.
Diyabetle komplike olmus gebeliklerde fetoplasental damarlarda VE-Kaderin-5 ve (3-
kateninde molekiiler diizensizlikler oldugunu ve bunun bariyer biitiinliiglinii bozan
nedenlerden biri oldugunu ifade etmislerdir (73).

Huber ve arkadaslarinin 2006 yilinda STZ ile maternal diyabet olusturulan
sicanlarda, yavrularinin ortabeyin, bazal ganglia, korteks ve hipokampuslarinda KBB
gecirgenligi aragtirlmistir. Caligmacilar maternal diyabetin bu bolgelerde, serebral
kapillerdeki KBB gecirgenligini artirdigini bildirmislerdir. Ayrica artan mikrovaskiiler
gecirgenlikte KBB endotel hiicre siki1 baglant1 diizenlemesinin arastirilmasina ihtiyag
duyuldugunu ifade etmislerdir (74).

Bizim c¢alismamizda da literatiirii destekler nitelikte, maternal diyabetle
komplike olmusg gebeliklerden elde edilen PO, P7 ve P21 giinliik deneklerin, KBB’yi
olusturan elemanlardan biri olan endotel hiicrelerinin siki baglanti komplekslerinden
olan VE-Kaderin-5 ve Klaudin-5’in ekspresyonunda azalma oldugu istatistiksel olarak
gosterildi. GDM’de postnatal 0, 7 ve 21 giinliik farelerde kaludin-5 ekspresyonu ilk
kez bizim ¢alismamizda gosterilmistir.

Cohen ve arkadaglarmin 2019 yilinda yiiksek glikoz ile kiiltiirlenmis neonatal
astrosit hiicrelerinde yaptiklar1 ¢alismada, hipergliseminin astrositlerin mitojenik
aktivitesini  bozdugunu ve bunun diyabette gOriilen mikroanjiyopatiyi
aciklayabilecegni 6ne siirmiislerdir (75). Li ve arkadaslarinin 2018 yilinda yiiksek
glikoz ile kiiltiirlenmis primer astrosit hiicrelerinde, hipergliseminin astrosit enerji
metabolizmasini ile fenotipini bozdugunu ve astrosit proliferasyonunu inhibe ettigini

bildirmislerdir (76).
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Bizde ¢alismamizda, onceki ¢aligmalarla uyumlu olarak hipoglisemide KBB’de
bulunan astrosit hiicrelerinin proliferasyonunun kontrol ve sham grubuna gore azalmis
oldugunu bulduk. Ayrica ilk kez bizim calismamizda GDM’de PO, P7 ve P21 giinlik
yavrularda astrosit hiicrelerinin akibeti incelendi. Calismamizin sonucunda, GDM nin
postnatal donemde astrosit hiicrelerinde kontrol grubuna gore sayisal olarak azalama
oldugunu gosterdik.

Mae ve arkadaglarinin 2018 yilinda hiperglisemik fareler iizerinde yaptiklari
calismada uzun siireli sistemik hipergliseminin fare KBB’sinde perisit hiicre kaybina
neden olmadigini bildirmisglerdir (77).

Bizde ¢calismamizda, dnceki caligsmalarla uyumlu olarak hipoglisemide KBB’de
bulunan perisit hiicrelerinin proliferasyonunun kontrol ve sham grubuna gore farkli
olmadigin1 gosterdik. Ayrica ilk kez bizim ¢alismamizda GDM’de PO, P7 ve P21
giinliik yavrularda KBB’de bulunan perisit hiicrelerinin dagiliminin saglikli yavrularla

ayni oldugu gosterildi.
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6. SONUCLAR VE ONERILERI

Sonugta, tiim bulgularimiz genel bir degerlendirmeye alinirsa literatiirle
uyumludur. Ek olarak 6zgiin/yeni bulgularimiz literatiire katki yapmaktadir. Elde
ettigimiz sonuglar dogrultusunda, maternal diyabetin KBB elemanlar1 olan endotel
hiicrelerin sik1 baglanti proteinlerinin ve astrosit son ayaklarindaki endotel hiicreleri
ile baglanti kuran Aqp-4 proteininin ifadesini azalttig1 gozlemledik. Bunlarin maternal
diyabette KBB gelisimini iizerine olumsuz etkileri oldgunu ve KBB’nin geg¢irgenligini

artirdigini diistinmekteyiz.

fleri ¢alismalarda, arastirmamizda kullanidigimiz semi-kantitatif degerlendirme
yontemlerinin yanisira, ultrastriiktiirel olarak elektron mikroskobik bulgular ve
biyokimyasal parametrelerle de desteklenmesi ile maternal diyabetin KBB gelisimi

tizerindeki bilgilere 151k tutacagini diisiinmekteyiz.
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