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ÖZET 

Tavuk koryoallantoik membran (CAM) modeli, anjiyogenez çalışmalarında gelişimsel süreçleri takip etmek için yaygın olarak kullanılan bir 
modeldir. Bu çalışmada, CAM kullanılarak, embriyonik gelişimin 7. ve 20. günleri (E7 ve E20) arasında görülen anjiyogenez süreci ışık ve 
transmisyon elektron mikroskop analizleri ile takip edilmiştir. Ayrıca, aynı günlerde alınan CAM örnekleri kullanılarak, anjiyogenez meka-
nizmalarında görevli [Vasküler Endotelyal Büyüme Faktörü (VEGF)-A ve Fibroblast Büyüme Faktörü (FGF)-2] ve reseptörlerinin [Vasküler 
Endotelyal Büyüme Faktörü Reseptörü (VEGFR)-2 ve Fibroblast Büyüme Faktörü (FGFR)-2] yanı sıra, insan C-tipi natriüretik peptid (CNP) 
homoloğu olan tavuk CNP-3 ve reseptörü natriüretik peptid reseptörü (NPR)-B'nin mRNA ifade düzeylerinin zamana bağımlı değişimi 
analiz edilmiştir. Işık mikroskobu ve elektron mikroskobu analizleri, endotel tüp benzeri vasküler yapıları yoğun olarak E7-E8 günlerinde ve 
koryonik mezenşim içinde bulunduğunu göstermiştir. E9-E20 günler sürecinde ise mezenşim içinde yer alan vasküler yapıların progresif 
gelişimi, stabilizasyonu ve kompleks dallanması gözlenmiştir. Bu vasküler gelişim sürecinde, VEGF-A ve FGF-2 mRNA ifadesi, CAM 
gelişiminin erken aşamalarında E7 ile E9 arasında ve E8'de pik yapacak şekilde gözlenmiştir. Bu moleküller, CAM gelişiminin geç döne-
minde, E16 civarında ikinci bir pik göstermiştir. CNP-3 mRNA ifadesi E16 ile E20 arasında VEGF-A ve FGF-2 mRNA ifadeleri ile eş 
zamanlı olarak tespit edilmiştir. VEGFR-2 mRNA ifadesi E7-E12 arasında gözlenirken, FGFR-2 mRNA ifadesi ilk pikini E7-E9 arasında ve 
ikinci pikini E16-20 arasında göstermiştir. NPR-B mRNA ifadesi ise en yüksek seviyesi E16’da olmak üzere E7-E20 arasında gözlenmiştir. 
Sonuç olarak elde edilen veriler, CNP-3'ün özellikle CAM gelişiminin geç döneminde (E16-E20 günleri sürecinde), NPR-B reseptörü aracı-
lığıyla, ileri vasküler organizasyonda rol oynayabileceğini ortaya koymuştur. 
Anahtar Kelimeler: CNP. CNP-3. NPR-B. Anjiyogenez. Koryoallantoik membran (CAM). 
 

Analysis of the mRNA Expression of C-Type Natriuretic Peptide-3 and Natriuretic Peptide Reseptor-2 in Angiogenesis  
of Chick Chorioallantoic Membrane: A Descriptive Study 
 

ABSTRACT 

The chick chorioallantoic membrane (CAM) is a widely used model to follow the developmental processes in angiogenesis studies. This 
study aims to describe the putative involvement of CNP-3, the chick homolog of human CNP, and its receptor natriuretic peptide receptor 
(NPR)-B besides known angiogenic factors and their receptors, vascular endothelial growth factor (VEGF)-A/ vascular endothelial growth 
factor receptor (VEGFR)-2 and fibroblast growth factor (FGF)-2/fibroblast growth factor receptor (FGFR)-2, in angiogenesis of the CAM.  
CAM samples between developmental days E7 and E20 were collected for light microscopic and transmission electron microscopic analyses. 
Expression of CNP-3/NPR-B, VEGF-A/VEGR-2, FGF-2/FGFR-2 mRNA in these CAM samples were also studied between E7 and E20. 
Light microscopy and electron microscopy analyzes showed that, vascular organization was mostly within the chorionic mesenchyme as 
endothelial tube-like structures on E7-E8 days. On E9 and later, advanced blood vessels were observed within the mesenchyme. VEGF-A 
and FGF-2 expression were observed in the early stages of CAM development (E7-E9) with a peak at E8. These molecules showed a second 
peak at around E16. Co- expression of VEGF-A, FGF-2 and CNP-3 were seen at E16-E20. VEGFR-2 expression was observed between E7-
E12, whereas expression of FGFR-2 showed its first peak between E7-E9 and its second peak between E16-20. NPR-B expression, on the 
other hand, was observed between E7-E20 with its highest level at E16. In conclusion, the results revealed that CNP-3 may have a role in 
vascular organization via its NPR-B receptor in the later stages, i.e., E16-E20, of CAM development. 
Key Words: CNP. CNP-3. NPR-B. Angiogenesis. Chorioallantoic membrane (CAM). 
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Vaskülogenez ve anjiyogenez embriyoda vasküler 
ağın oluşumunu ve gelişimini sağlayan iki temel sü-
reçtir1-5. Vaskülogenez, mezoderm kökenli anjiyob-
lastların farklanması sonucunda endotel ve primordi-
yal kan hücrelerine dönüşmesi, dolayısıyla de novo 
olarak ortaya çıkan primitif kan damarlarının oluşumu 
şeklinde tanımlanır2-6. Öte yandan, anjiyogenez vaskü-
logenezden farklı olarak, önceden var olan kan damar-
larından endotelyal proliferasyon ve migrasyon meka-
nizmaları ile yeni kan damarlarının oluşma sürecidir. 
Filizlenme ve intussusseptif olarak iki farklı anjiyoge-
nez mekanizması tanımlanmıştır. Filizlenme şeklinde 
görülen anjiyogenez sürecinde endotelyal proliferas-
yon ve hücre göçü sonucunda endotelyal tüp oluşumu 
ortaya çıkar2,6-10. İntussusseptif anjiyogenez ise, önce-
den var olan damarların mikrovasküler büyümesinden 
kaynaklanır ayrıca vasküler ağın yeniden şekillenmesi 
ve genişlemesinden de sorumludur9. 
Bazik fibroblast büyüme faktörü (bFGF, FGF-2) ve 
vasküler endotelyal büyüme faktörü (VEGF) hem 
vaskülogenezde hem de anjiyogenezde anahtar rol 
oynayan önemli faktörler olarak bilinmektedir11. Kan 
damarlarının ilk oluşum sürecinde, mezodermi uyaran 
bir faktör olarak bFGF, embriyoda anjiyoblastlar ve 
hematopoetik hücreler oluşturmak için paraksiyal ve 
lateral mezodermi uyarır. VEGF ise bu hücrelerin 
daha fazla farklılaşmasına neden olur. Anjiyoblastlar, 
VEGF ve reseptörü olan vasküler endotelyal büyüme 
faktörü reseptörü-2 (VEGFR2 / flk-1 / KDR) aracılı-
ğıyla endotel hücrelerine farklılaşır. 
VEGF ailesi; VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C ve VEGF-
D'yi içerir. Bunlar arasında VEGF-A, vaskülogenez ve 
anjiyogenezde önemli role sahiptir. Bu aile biyolojik 
işlevlerini tip III reseptör tirozin kinazlara (RTK) 
bağlanarak gösterir. Vasküler endotelyal büyüme 
faktörü reseptörü-1 (VEGR-1 / Flt-1), VEGFR-2 ve 
vasküler endotelyal büyüme faktörü reseptörü-3 
(VEGFR-3 / Flt-4) bu kinaz ailesinin üyeleridir. Re-
septörler, immünoglobulin benzeri (Ig benzeri) do-
main, transmembran domain ve hücre içi tirozin kalın-
tılarını taşıyan kinaz domaini gibi sinyal kalıntılarını 
içerir. Bu reseptörler yaygın olarak normal fizyolojik 
koşullar altında, endotel hücrelerinin, hematopoetik 
hücrelerin, makrofajların ve vasküler düz kas hücrele-
rinin yüzeyinde ifade edilir12.  
Kan damarı oluşumu için temel olarak VEGF-A ge-
rekli iken; lenfatik damarların oluşumu için VEGF-C 
gereklidir. VEGF-A, VEGFR-1 veya VEGFR-2'ye 
bağlanarak anjiyogenez ve vaskülogenezde aktivite 
gösterirken; VEGF-C, VEGFR-3'e bağlanarak lenfo-
genezin düzenlenmesinde görev alır12 (Şekil 1). 
VEGF-A, anjiyogenezde endotel hücre filizlenmesin-
de VEGFR-2'ye bağlanarak endotel hücrelerinin ge-
çirgenliğinin ve göçünün artmasında rol oynar. 
VEGF-A'nın VEGR-1'e bağlanması, endotel hücre 
bölünmesini düzenleyerek gelişimsel kan damarı olu-
şumunu düzenler ve tüp oluşumu için endotel hücre 

etkileşimini destekler. VEGR-2 “knock-out” farelerde 
hiçbir vasküler oluşum gözlenmemektedir. Dolayısıy-
la, VEGF-A ve VEGR-2 etkileşimi, vaskülogenez 
yoluyla ilkel damarların oluşumu için gereklidir. Ay-
rıca, gelişimin sonraki dönemlerinde ilkel vasküler ağ 
yapısının anjiyogenez ile daha kompleks hale gelmesi 
için de VEGF-A/VEGR-2 etkileşimi gereklidir. 
VEGFR-1 “knock-out” farelerde, anormal derecede 
geniş bir vasküler oluşum gözlenmektedir. VEGR-1'in 
kinaz domaininin, normal vasküler gelişimde önemli 
olduğu bu şekilde gösterilmiştir13,14. 
 

 
Şekil 1.  

VEGF-A ile reseptörleri olan VEGFR-1 ve VEGFR-2 
etkileşimi, sırasıyla yeni damarların oluşumunu ve 

stabilitesini düzenler. VEGF-C, lenfogenezi uyarmak 
için VEGR-3 aracılığıyla etkisini gösterir. 

 
Fibroblast büyüme faktörü (FGF) ailesi ilk keşfedildi-
ğinde, fibroblastlar üzerinde mitojenik etkiye sahip 
oldukları gösterilmiştir. İlerleyen yıllarda, FGF'in 
embriyodaki mezoderm kaynaklı vasküler endotelyal 
hücrelerin farklılaşmasında etkili olduğu gösterilmiştir. 
Ayrıca, FGF endotel hücre mitojeni olarak da bilin-
mektedir. Bununla bağlantılı olarak, embriyoda kan 
damarı oluşumu ve/veya vasküler bütünlüğün korun-
ması için FGF-2 gereklidir. Aynı zamanda hücre bü-
yümesi ve çeşitli hücre tiplerinin farklılaşması için 
güçlü bir düzenleyicidir15-17. FGF ailesinin üyeleri, 
farklı FGF reseptörlerinin varyantları aracılığıyla 
sinyal iletme özelliğine sahiptir17. Bunlardan en çok 
çalışılanları, FGF-1 ve FGF-2'dir. FGF-1 ifadelenmesi 
esas olarak merkezi sinir sisteminde görülürken; FGF-
2, endotel hücreleri dahil birçok hücre tipinde ifade 
edilir. FGF-2, endotel hücre göçü üzerinde de etkilidir. 
Ayrıca, FGF-2 doku iyileşmesi, anjiyogenez, miyoge-
nez, hematopoez gibi çeşitli süreçlerde de rol oynar18. 
FGF-2 etkisini, reseptör tirozin kinazlarla etkileşim 
yoluyla gösterir. Bu reseptör kinazlar, hücre yüzey 
reseptörleri olan fibroblast büyüme faktörü reseptörü-
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1 ila -4 (FGFR1-4) ve hücre yüzeyine bağlanan hepa-
ran sülfat proteoglikanlardır (HSPG'ler). FGFR'ler, 
FGF-2'nin hücreler üzerindeki etkilerine aracılık eder-
ken; HSPG'ler, FGF-2'nin reseptörlerine bağlanmasını 
modüle eder. FGFR1 daha fazla olacak şekilde hem 
FGFR-1 hem de FGFR-2'nin her ikisi de endotel hüc-
relerinde ifade edilir19. FGF-2'nin anjiyogenezdeki 
etkisi, tavuk koryoallantoik membran (CAM) modeli 
ve/veya tavşanın korneası modeli kullanılarak göste-
rilmiştir20,21. 
Natriüretik peptid ailesi, yapısal olarak ilişkili en az üç 
peptid içerir. Bunlar atriyal natriüretik peptid (ANP), 
beyin natriüretik peptid (BNP) ve C-tipi natriüretik 
peptidtir (CNP). ANP ve BNP, esas olarak sırasıyla 
atriyum ve ventrikül tarafından üretilen kardiyak hor-
monlar olarak bilinir. Öte yandan CNP, merkezi sinir 
sisteminde baskındır; ancak aynı zamanda kıkırdak, 
epifiz plağı, kondrositler, osteoblastlar, osteoklastlar, 
endotel hücreleri ve vasküler düz kas hücreleri dahil 
olmak üzere çok çeşitli doku ve hücrelerde ifade edi-
lir22-25. 
Natriüretik peptitler için bilinen üç tip reseptör vardır. 
Bunlar: natriüretik peptid reseptörü-A (NPR-A, GC-A, 
NPR1), natriüretik peptid reseptörü-B (NPR-B, GC-B, 
NPR2) ve natriüretik peptid reseptörü-C (NPR-C, 
NPR3) olarak adlandırılırlar. Natriüretik peptitler, bu 
reseptörlere seçici olarak bağlanır. NPR-A için ligand 
seçiciliğinin sırası ANP> BNP>> CNP, NPR-B için 
CNP>> ANP> BNP ve NPR-C için ANP> CNP> 
BNP şeklindedir22,23,26. NPR-A ve NPR-B, insanlarda 
bulunan 5 transmembran guanil siklazdan ikisidir. 
Üçüncü natriüretik peptid reseptörü olan NPR-C, 
aktivitesini çoğunlukla üç peptid molekülünün lokal 
konsantrasyonunu ayarlayarak gösterir26. Bu özelli-
ğinden dolayı NPR-C, natriüretik peptidlerin klirens 
(temizleme) reseptörü olarak bilinir27. 
CNP'nin, endotel hücreleri, kardiyomiyositler ve vas-
küler düz kas hücreleri üzerinde, kardiyovasküler 
sistemde otokrin ve parakrin etkileri olduğu gösteril-
miştir24,25,28-30. Son çalışmalar, CNP'nin kardiyovaskü-
ler sistemde inflamasyon, anjiyogenez, düz kas ve 
endotel hücre proliferasyonu, ateroskleroz, hipertansi-
yon ve iskemide düzenleyici bir rol oynadığını ortaya 
koymuştur25,31. CNP, bu süreçlerde reseptörleri olan 
NPR-B ve NPR-C aracılığıyla etki gösterir25,31. NPR-
B, vasküler düz kas hücrelerinde ifade edilir. Bu nok-
tada, CNP ve NPR-B etkileşimi, anjiyogenezin ilerle-
mesinden ziyade vasküler tonusun lokal ayarlanmasıy-
la ilişkilidir25. CNP'nin endotelyal hücreler üzerindeki 
göç etkisinin, anjiyogenezde potasyum kanallarının 
ATP aracılı aktivasyonu ile ilişkili olduğu da göste-
rilmiştir. Bu çalışmada32, ölümsüzleştirilmiş fare beyin 
mikrovasküler endotel hücre hattı (BEnd.3) ve insan 
göbek kordonu damar endotel hücreleri (HUVECs) 
kullanılarak potasyum kanalları aracılığıyla CNP ve 
VEGF'in etkileri analiz edilmiştir. Sonuçlar, potasyum 
kanal aktivatörleri, CNP ve VEGF kullanımının anji-

yogenezde benzer sonuçlar verdiğini göstermiştir. Ek 
olarak, aynı sonuçlar CAM analizi ile gösterilmiş ve 
potasyum kanal inhibitörleri kullanıldığında, CNP 
aracılı anjiyogenezin CAM yapısında bozulduğu gös-
terilmiştir. CNP'nin bu etkisine NPR-C'nin aracılık 
ettiği düşünülmüştür32. Başka bir çalışma31, CNP'nin 
konsantrasyona bağlı bir şekilde verildiğinde (1 µM 
konsantrasyonda), aort filizlenme testinde VEGF'e 
benzer bir yanıt ürettiğini ve bu etkinin NPR-C'ye 
bağlı olduğunu; ancak NPR-B’den bağımsız olduğunu 
göstermiştir. Ek olarak, endotelyal CNP'nin, anjiyoge-
nez ve vasküler yeniden modellenme sürecinde iske-
miye yanıt olarak NPR-C aracılı bir etki gösterdiği ve 
reseptörün bu etkiyi Gi uyarımı, ERK1 / ERK2 ve 
PI3Kγ / Akt / protein kinaz-B aracılığıyla gerçekleş-
tirdiği gösterilmiştir31. Bu çalışmalarda, CNP/NPR-C 
sinyal yolunun anjiyogenezdeki rolünün altı çizilmiştir. 
Anjiyogenezin düzenlenmesinde CNP ile VEGF ve 
bFGF arasında ilişki olduğunu öne süren çalışmalar 
vardır. VEGF'in endotel hücrelerinde CNP salınımını 
inhibe ettiği ve CNP'nin VEGF üzerinde aynı etkiye 
sahip olduğu gösterilmiştir31. Başka bir çalışma, bFGF 
ve CNP arasındaki ilişkiyi göstermiştir. bFGF uyarı-
mının aort ve beyin vasküler düz kas hücrelerinde 
CNP mRNA ifadesini azalttığı gösterilmiştir. Ayrıca, 
aort düz kas hücrelerinde bFGF'in etkisi altında TGF-
β aracılı uyarmanın CNP üretimini ve salgılanmasını 
azalttığı gösterilmiştir33. 
C-tipi natriüretik peptid, 2q24-qter bir kromozomal 
lokasyona sahip tek bir gen, natriüretik peptit öncüsü 
C'nin (Nppc) ürünüdür23,26. Houweling ve ark.34, tavuk 
natriüretik peptid öncü gen kümesini tanımlayarak 
karakterize etmiş ve bu genin organizasyonunun, 
memeli Nppb-Nppa kümesiyle karşılaştırıldığında 
yüksek oranda korunmuş olduğunu bulmuştur35. Buna 
ek olarak, tavuk CNP-3, insan CNP'sinin amino asit 
dizisiyle yüksek homoloji göstermektedir34. Dolayısıy-
la tavuk CAM modelinin kullandığı bu çalışmada, 
önceki çalışmalarımızda da23,35 kullanılmış olan CNP-
3/NPR-B dizilerini, revers transkripsiyon polimeraz 
zincir reaksiyonu (RT-PCR) ile analiz yöntemi seçil-
miştir. 
Tavuk embriyosu gelişiminin başlangıcında koryoal-
lantoik membran (CAM) avaskülarize bir yapıdır. 
Yumurtanın inkübasyonunun 5. gününde [(embriyonik 
5. gelişim günü (E5)], CAM vaskülarizasyonu başlar. 
Tavuk embriyosunun allantoisi, inkübasyonun 3. günü 
civarında ventral endoderm arka bağırsak duvarı bo-
yunca ilerler. Embriyoyu ekstraembriyonik söloma 
doğru iter. E4 ve E10 arasındaki dönemde, allantoisin 
mezoderm tabakası (splanknik mezoderm), koryonun 
mezoderm tabakası (somatik mezoderm) ile birleşir ve 
böylece koryoallantoik membran oluşur (Şekil 2). 
Başka bir deyişle, CAM yapısı allantoisin epitel taba-
kası ile koryonun epitel tabakası arasında kalan 
splanknik ve somatik mezoderm tabakaların birleşme-
sinden oluşur. CAM yapısına katılan çift katmanlı 
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mezoderm kan damarları açısından zengindir ve emb-
riyonik dolaşıma iki allantoik arter ve bir allantoik ven 
aracılığıyla bağlanır. Allantoik arterler ve ven embri-
yonik dolaşıma katkı sağlar. Bu yapılar, memelilerde 
bulunan umbilikal arterler ve vene benzer36,37.  
 

 
Şekil 2. 

CAM, allantois ve koryon epiteli ile bunların mezen-
şim tabakalarından oluşur. CAM, embriyonik 4. gün-
den itibaren gelişmeye başlar ve 10. günde gelişimini 
büyük ölçüde tamamlayarak yumurta kabuğunun içini 

tamamen kaplar. Yapısında yoğun bir vasküler ağ 
barındırır. 

 
Tavuk CAM modeli, anjiyogenez çalışmaları için 
yaygın olarak kullanılmaktadır38-40. Endotel hücrelerin 
filizlenmesi ile izlenen anjiyogenez, E5 ila E7 gelişimi 
arasında görülür. Bu, CAM vasküler büyümesinin ilk 
aşaması olarak düşünülmektedir. E8-E12 arasında, 
intususseptif anjiyogenez (intususseptif mikrovasküler 
büyüme) belirgindir ve E13-E14 sırasında vasküler ağ, 
herhangi yeni bir ağ oluşumu veya karmaşık yapı 
olmaksızın hacim ve kütle olarak büyür40,41. CAM'ın 
genel vasküler yapısı, kabuğa en yakın koryonik epite-
le bitişik bulunan kılcal vasküler tabakadan ve CAM 
içinde serbestçe yüzen ve embriyonik hareketler ile 
uyumlu hareket edebilen, daha derin ve daha büyük 
damarlardan oluşur40,42. İlk aşamada henüz olgunlaş-
mamış kan damarları ve düz kas hücreleri mezoderm 
içinde yer alır. Kan damarları E8'e kadar çok hızlı 
büyür ve üzerini örten koryonik epitel hücreleri ile 
ilişkili kılcal pleksusa köken vererek dış çevre ile gaz 
alış-verişine aracılık eder40,43,44. CAM, yüzey alanında 
hızlı büyümeye devam eder ve E10-E11 civarında 
CAM, yumurta kabuğu açıldığında altında açıkça 
görülebilir40,45,46. E12'de CAM, iç kabuk zarının tüm 
yüzeyini kaplar ve E14’e kadar yüzey alanı genişle-
meye devam eder40,47. E16'da CAM'in kılcal vasküler 
ağı ince yapısı, koryonik epitele komşu mezoderm 
içinde ve devamlı bir endotel tabakası ile örtülü, çev-
resindeki perisitlerin koryonik epitel içerisinde görül-
düğü yoğun bir pleksus olarak tanımlanır40,48. CAM’in 
vasküler sistemi E18'de son kompleks yapısına ula-
şır40,49. 
Kan damarlarının oluşumu, vaskülogenez ve anjiyo-
genez süreçlerini içeren kompleks bir olaydır. Büyüme 
faktörleri ve etki gösterdikleri sinyal yolları, bu süreç-
lerde önemli rol oynamaktadır. Bu çalışma, gelişimi 
sürecinde CAM yapısını ışık ve elektron mikroskop 

incelemelerinde tanımlamak ve CAM yapısı içerisinde 
görülen anjiyogenez sürecinde bilinen anjiyogenik 
faktörler olan VEGF-A ve FGF-2’nin yanı sıra CNP-
3'ün mRNA ifade profilini, dolayısıyla süreçteki olası 
katkısını zamansal açıdan analiz etmek için planlan-
mıştır. 

Gereç ve Yöntem 

Tavuk Embriyolarının Elde Edilmesi  

Bu çalışma Başkent Üniversitesi Hayvan Deneyleri 
Yerel Etik Kurulu tarafından onaylanmış ve Başkent 
Üniversitesi Araştırma Fonu tarafından desteklenmiş-
tir (Proje no: DA20/14). “ATAK-S” soyundan fertilize 
tavuk yumurtaları T.C. Tarım ve Orman Bakanlığı, 
Tavukçuluk Araştırma Enstitüsü'nden temin edilmiştir. 
Yumurtalar, 37.5 oC'de ve nemli ortamını koruyan 
yumurta inkübatöründe istenilen süre inkübe edilmiş-
tir. Çalışmada %10 oranında döllenmemiş yumurta 
olabileceği göz önüne alınmıştır ve buna bağlı olarak 
90 adet tavuk yumurtası ile çalışılmıştır.  

CAM Doku Örneklerinin Toplanması, Işık Mikroskobu 
ve Geçirimli Elektron Mikroskobu (TEM) ile CAM 
Örneklerinin Yapısal Analizi 

Steril cerrahi aletlerle yumurtanın kabuğunun sivri 
olmayan tarafında bir pencere açılarak E7'den E20'ye 
kadar CAM doku örnekleri kesip çıkarılan kabuk 
altından toplanmıştır. Örnekler, ışık mikroskopu 
için %4 paraformaldehit içerisinde ve TEM için %2 
glutaraldehit solusyonunda tespit edilmiştir50. Işık 
mikroskop analizi için rutin histolojik teknikler kulla-
nılmıştır. Gece boyu %4 paraformaldehit tespitinden 
sonra, örnekler %70 alkol içerisine alınmış ve artan 
dereceli alkol serisinden (%75, %96 ve %100) geçiri-
lerek dehidrate edilmiştir. Ksilol ile muamele sonra-
sında parafinde 3 saat bekletilen dokular parafin blok-
lara gömülmüştür. Lizin kaplı lamlar üzerine 5 mik-
rometre kalınlığında kesitler alınmış ve ardından he-
matoksilen-eozin ile boyanmıştır. Işık mikroskopik 
analiz için ek olarak, %2 gluteraldehit ile tespit edil-
miş CAM örneklerinden yarı ince kesitler hazırlanmış-
tır. Bunun için dokular gluteraldehit tespiti sonrasında 
küçük parçalara bölünmüş ve ikinci defa osmiyum 
tetroksitle tespit edildikten sonra, fazla suyun uzaklaş-
tırılması için artan derecelerdeki etil alkol serilerinden 
geçirilmiştir. Örnekler propilen oksit, gömme mater-
yalinde (v/v) [10 ml Araldit Resin, 10 ml Dodesenil 
süksinik anhidrit (DDSA), 0.5 ml Benzildimetilamin 
(BDMA), 1 ml Dibütil fitalat] 30 dakika bekletilmiştir. 
Sonrasında, %25 propilen oksit + %75 kısım gömme 
materyalinde (v/v), karıştırıcı üzerinde, oda ısısında, 2 
saat karıştırılmıştır. Son olarak dokular gömme mater-
yali ile gömme kapsülüne gömülmüştür. Hazırlanan 
bloklardan ultramikrotom ile 1 mikrometre kalınlığın-
da kesitler alınarak %1 toluidin mavisi ile boyanıp ışık 
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mikroskobu ile incelenmiştir. Müsküler arterlerinin 
gelişimi, arteriyollerin ilk görüldüğü zaman noktası, 
CAM yapısındaki bağ dokusu kalınlığı ve damar du-
var kalınlığındaki değişim gibi tanımlayıcı parametre-
ler ışık mikroskop ile incelenmiştir. Hematoksilen-
Eozin ile boyanan preparatlar ve toluidin mavisi ile 
boyanan yarı ince kesitler Leica DFC 500 dijital ka-
mera bağlı olan ışık mikroskop ile (Leica DM 3000, 
Almanya) fotoğraflanmıştır. 
TEM analizi sürecinde yarı ince kesitler için hazırla-
nan bloklardan elde edilen 90 nm kalınlığındaki ince 
kesitler kullanılmıştır. Yarı ince kesitler ile işaretlenen 
bölgelerden alınan ince kesitler 100 ya da 200 
mesh’lik bakır gridler üzerine alınmıştır. Alınan kesit-
ler kontrast sağlamak amacıyla, uranil asetat ve kurşun 
sitrat ile boyanmıştır. Elektron mikroskobu, vasküler 
dallanma noktalarını görselleştirmek, endotel hücre-
lerdeki, granül depolayan hücrelerdeki ve koryonik ve 
allantoik epiteldeki değişiklikleri gözlemlemek için 
kullanılmıştır. İnce kesitler Gatan Orius SC-1000 
dijital kamera bağlı olan geçirimli elektron mikroskop 
(Jeol JEM 1400, Japonya) ile incelenmiştir.  

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

Belirlenen gelişim günlerinde CAM örneklerinden 
RNA izolasyonu, daha önce tarif edildiği şekilde23, 
Trizol solüsyonu (Tri-reagent, Sigma, Almanya) kul-
lanılarak yapılmıştır. Bunun için, E7 ile E20 arasında 
kalan süreçte CAM örnekleri günlük olarak toplanmış-
tır (E11, E14, E18 hariç). Toplam RNA konsantrasyo-
nu ve saflığı A260/A280 oranı kullanılarak hesaplan-
mıştır (>1.8). İki aşamalı RT-PCR reaksiyonu için 
üretici firmanın (OneScript® Plus cDNA Synthesis 
Kit abm, Kanada) önerileri doğrultusunda önce 1 µg 
total RNA revers-transkriptaz (RT) reaksiyonu için 
kullanılmıştır ve ardından PCR reaksiyonu ile analizi 
istenen mRNA’lar amplifiye edilmiştir. RT reaksiyon-
ları termal döngü cihazı kullanılarak iki aşamalı şekil-
de gerçekleştirilmiştir (Birinci aşama: 1 döngü 65 oC, 
5 dakika ve +4 oC, 1 dakika. İkinci aşama: cDNA elde 
etmek için (ters transkripsiyon), 1 döngü 50 oC, 50 
dakika, 85 oC, 5 dakika ve +4 oC, 5 dakika). Elde 
edilen cDNA ürünleri PCR için kullanıma kadar -20 
oC'de saklanmıştır.  
Analizi istenen genler için PCR döngü koşulları opti-
mize edilmiştir ve normalizasyon aşamasında kontrol 
olarak kullanılan gliseraldehit fosfat dehidrogenez 
(GAPDH) için PCR protokolünde 27 döngü ve analiz 
edilen diğer tüm genler için 30 döngü optimum olarak 
belirlenmiştir. Analiz edilen genler ve kullanılan pri-
merler Tablo I'de listelenmiştir. Termal döngü cihazı 
kullanılarak gerçekleştirilen PCR koşulları şunlardır: 1 
döngü, 95 oC, 12 dakika (aktivasyon); 25-30 döngü, 
95 oC, 1 dakika (denatürasyon), 55-58 oC, 1 dakika 
(primerlerin yapışması), 72 oC, 1 dakika (uzama); 1 
döngü, 72 oC, 10 dakika (son uzama). Elde edilen 

PCR ürünleri +4 oC'de saklanmıştır. PCR ürünleri 
agaroz jel elektroforezi ve etidyum bromür boyama ile 
görselleştirilmiştir. Elde edilen PCR ürünlerinin dansi-
tometrik analizleri Image J programı kullanılarak 
gerçekleştirilmiştir (https://imagej.nih.gov/ij/ down-
load.html). Her gelişimsel güne ait spesifik gen ifade-
leri, aynı güne ait GAPDH ölçüm sonucu kullanılarak 
normalize edilmiştir ve sonuçlar grafikler şeklinde 
sunulmuştur. 
 
Tablo I. Revers-Transkriptaz Polimeraz Zincir Reak-

siyonu için kullanılan primerler. 

Hedef 
Gen 

Kullanılan Primer  
Sekansları Ürün Gen Bankası  

Ulaşım Numarası 

VEGF-A F: 
CGGAAGCCCAACGAAGTTAT
C 
R: 
CCTTCCCCTTTCCTCGCTTT 

349 bç NM205042.2 (bu 
makale) 

VEGFR-
2 

F: 
AGTCATAGGCAACGACACCG 
R: 
TGCACGCTTTTCCTTGATGG 

529 bç NM001004368.1 (bu 
makale) 

FGF-2 F: 
AAGCGGCTCTACTGCAAGAA
C 
R: 
TTGGTCCGGGCTTGTACTGT 

325 bç NM205433.1 (bu 
makale) 

FGFR-2 F: 
CAGCTGACTCAAGCTCCTCC 
R: 
CATACAGCGGACCATCCTGG 

393 bç NM205319.2 (bu 
makale) 

CNP-3 F: 
AAGAGAGGGATCGTGAGCAA 
R: 
TCCTGGACAGACCCTTTTTG 

201 bç XM427055 (23) 

NPR-B F: GCCTGCTCCGAGTACGTG 
R: GTGCAGGTGGGAGACGAA 

252 bç XM427055 (23) 

GAPDH F: AGTCATCCCTGAGCTGAAG 
R: 
AGGATCAAGTCCACAACACG 

330 bç J00849 (23) 

*dipnot: F: “Forward” primer, R: “Reverse” primer, bç: baz 
çifti 

Bulgular 

CAM Yapısının Işık Mikroskopik Analizi 

CAM gelişimi sürecindeki yapısal değişimleri incele-
mek için, Hematoksilen-Eozin ile boyanmış kesitler 
ve toluidin mavisi ile boyanmış yarı ince kesitler ışık 
mikroskop kullanılarak analiz edilmiştir. E7'de CAM 
mezenşimi içinde endotel tüp yapıları gözlenmiştir 
(Şekil 3A ve B). E12'de ana kan damarlarının çapının 
arttığı ve mezenşimden farklılaştığı öngörülen düz kas 
hücreleri ile bu damarların etrafının sarıldığı ve stabi-
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lize edildiği gözlenmiştir (Şekil 3C). Sırasıyla E12 ve 
E13'te CAM yapısı içinde tanımlanmış müsküler arter-
ler (Şekil 3C) ve orta büyüklükte ven yapıları görül-
müştür (Şekil 3D). 
E15'te, tunika muskularis tabakasındaki düz kas sayı-
sındaki artışla tanımlanan müsküler arterler görüntü-
lenmiştir (Şekil 4A). CAM mezenşim hücre yoğunlu-
ğunun ve buna paralel olarak CAM kalınlığının E15 
ile E17 arasında arttığı görülmüştür (Şekil 4B ve C). 
Müsküler arterlerinin yapısı, tunika adventisyanın 
organizasyonu ile E15-E19 arasında daha fazla geliş-
me göstermiştir (Şekil 4B-D ve Şekil 5A-B). E20'de 
kalın bir mezenşim ve incelmiş koryonik ve allantoik 
epitel yapıları gözlenmiştir (Şekil 4E). Ek olarak, 
gelişimin ileri evrelerinde, CAM mezenşiminde kan 
damarlarının koryona oldukça yaklaştığı gözlenmiştir 
(Şekil 4F). 

CAM Vasküler Yapısının TEM Analizi 

E7'de CAM koryonik epiteli altında ve mezenşim 
içinde endotel tüp yapıları gözlenmiştir (Şekil 6A). 
Koryonik epitel bu aşamada iki tabakalı olarak göz-
lenmiş olup, bu hücre tabakaları arasında desmozom-
lar görülmüştür (Şekil 6A). Ek olarak, hem mezenşim 
hücrelerinde hem de endotel hücrelerinde perinükleer 
alanda bulunan belirgin bir granüllü endoplazmik 
retikulumu (GER) gözlenmiştir (Şekil 6B-D). 
 

 
 

Şekil 3. 
Toluidin mavisi boyama metoduyla E7, E12, E13’de 
boyanan CAM örneklerinin ışık mikroksop ile ince-
lenmesi. E7'de yeni oluşan endotel tüp yapılarının 

mezenşim içerisinde gösterilmesi (yıldız işareti*) (A, 
X400). E12'de koryonik epitel altında ve mezenşim 
tabakasında görülen vasküler yapılar (B, X400). 

E12’de mezenşimde görülen müsküler arter yapısı (ok 
başı) (C, X200). E13’de mezenşim tabakasında görü-
len ven yapısı (D, X200). ae: allantoik epitel, ke: kor-

yonik epitel, Er: eritrositler, V: ven. 
 

 
 

Şekil 4. 
Toluidin mavisi boyama metoduyla E15, E16, E17 ve 

E19’da boyanan CAM örneklerinin mikroskop ile 
incelenmesi. E15'te lümeninde eritrositler ve lümen 
etrafında belirgin tunika media bulunan müsküler 

arter yapısı (kalın ok başı) komşuluğunda ven yapısı 
(ok) (A, X400). E16'da mezenşim tabakasında venöz 
yapılar (oklar) ve gelişmiş müsküler arter (B, X400). 
E17 ve E19'da mezenşim tabakasında duvar yapısı 

gelişkin müsküler arter yapıları (kalın ok başı) (C, D, 
X400) E20'de koryonik epitel altındaki mezenşim 

tabakasında yoğunlaşan lümeni ve duvarı belirgin 
damar yapısı (ok başı) ve yanında ince kılcal damar 
yapısı (ok) görüldü (E, X200 ve F, X400). ae: allan-
toik epitel, ke: koryonik epitel, Er: eritrositler, kz: 

kabuk zarı 
 

 
 

Şekil 5. 
Hematoksilen-Eozin boyama metodu kullanılarak 

E16’da boyanan örneklerin ışık mikroskop ile ince-
lenmesi. E16'da CAM mezenşim içerisinde yer alan 

çeşitli boyutlarda vasküler yapıların gösterilmesi (ok 
başları) (A, B X200). 
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Şekil 6.  
E7’de CAM örneklerinin ince yapısının TEM ile ince-
lenmesi. CAM yapısındaki damarlar. Koryonik epite-

lin iki katlı görünümü ve desmozomlar (A, X8000). 
Koryonik epitele komşu lokalizasyonda kılcal damar 
yapıları (ok başı) (B, X6000). Koryona komşu yerle-
şimli damar endotelinin yakınına yerleşmiş mezenşim 
hücresi ve belirgin GER yapısı (C, X8000). Perinük-
leer bölgeye lokalize GER yapısı (kesikli ok) belirgin 
endotel ile çevrili kan damarı (D, X6000). ke: koryo-
nik epitel, M: mezenşim hücresi, Er: eritrositler, En: 
endotel hücresi, d: desmozom, GER: granüllü endop-

lazmik retikulumu. 
 
E8’de, CAM mezenşim tabakasında artmış kolajen 
sentezi görülmüştür (Şekil 7A). Allantoik epitel hücre-
leri ve bazal lamina arasındaki desmozomlar, E8'de 
açıkça gözlenmiştir. Allantoik epitelde beklenildiği 
gibi damar oluşumuyla ilgili herhangi bir yapı göz-
lenmezken, lipid damlacıklarının varlığı dikkati çek-
miştir (Şekil 7B). Kan damarları, E8'de mezenşim 
içerisinde kolayca ayırt edilebilmiştir (Şekil 7C). Me-
zenşimde görülen bu kan damarları belirgin endotel 
hücrelerine sahiptir (Şekil 7D). Ek olarak, koryonik 
epitel ile yakın temas halinde endotel tüp yapıları 
gözlenmiştir (Şekil 7E) ve bu oluşumlarda intussusep-
tif anjiyogenezi düşündüren sütun benzeri oluşumlar 
görülmüştür (Şekil 7F). 
Koryonik epitel, E12'de çok katmanlı bir yapıda gö-
rülmüştür. Koryonik epitel komşuluğunda gelişen 
CAM vasküler yapıları devamlı şekilde endotel tüpleri 
olarak gözlenmiştir (Şekil 8A). Ayrıca, bu kılcal da-
marlar, E7'ye kıyasla koryonik epitelin yüzeyine çok 
daha yakın yerleşim göstermektedir (Şekil 8B). Ayrıca 
endotel hücrelerde heterokromatin E15'te kan damar-
larının etrafındaki perivasküler hücrelerin artışı gö-
rülmüştür. E15'te vasküler organizasyonun küçük 
çaplı vasküler yapılara kadar ilerlediği, bu yapıların 
duvarlarında perisitlerin, lümenlerinde ise eritrositlerin 
yer aldığı gözlenmiştir (Şekil 9A). Vasküler yapılara 
komşu eozinofilik hücrenin varlığı görülmüştür (Şekil 
9A). Özetle, bu aşamada koryonik epitele komşu vas-
küler organizasyonda artış dikkati çekmiştir (Şekil 9B). 

 
Şekil 7.  

E8’de CAM örneklerinin ince yapısının TEM ile ince-
lenmesi. Mezenşim tabakasında kollajen lifleri (yıldız 
işareti *) (A, X15000).  Desmozomlar, lipid damlacık-
ları ve belirgin bazal membran (B, X20000). Mezen-
şim içerisinde vasküler yapılar (C, X6000, D, X5000, 
E, X8000). Endotel hücrelerinde oluşan sütun benzeri 
yapı (kalın ok) (F, X15000). ae: allantoik epitel, bm: 
bazal membran, d: desmozom, Er: eritrositler, En: 

endotel hücresi. 

 
Şekil 8. 

E12’de CAM örneklerinin ince yapısının TEM ile 
incelenmesi. Koryonik epitel hücreleri arasında sayıca 

artan ve yüzeye yakın konumlanan kılcal vasküler 
yapılar (ok başı ile gösterilen) (A, X6000 ve B, X5000). 
Ayrıca E12’de nükleolus (n) yapıları belirgin görülen 
koryonik epitel hücreleri gözlenmiştir. ke: koryonik 

epitel, Er: eritrositler, En: endotel hücresi, 
n:nükleolus. 

 
Şekil 9.  

E15’de CAM örneklerinin ince yapısının TEM ile 
incelenmesi. Eozinofil benzeri hücre komşuluğunda, 

perisitler ile çevrilmiş bulunan vasküler yapı (A, 
X6000). Nükleolus (n) yapıları belirgin endotel ile 
çevrilmiş bir lümeni ve perisitleri bulunan vasküler 
yapı (B, X12000). Er: eritrositler, n: nükleolus, En: 
endotel hücresi, Prs: perisit, Eo: eozinofil benzeri 

hücre. 
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E20'de E15’e göre daha gelişmiş ve mezenşime yer-
leşmiş kan damarları görülmüştür (Şekil 10A). Ayrıca, 
koryonik epitel altında ve yakın komşuluğunda yayı-
lım gösteren endotel tüp yapısındaki kan damarları da 
gözlenmiştir (Şekil 10B). CAM mezenşiminde farklı 
büyüklükte kan damarları görülmüştür (Şekil 10C-D). 
Bu durum vasküler organizasyonun kompleks bir 
yapıya eriştiğini düşündürmüştür. E20 için en çarpıcı 
bulgu, hem allantoik hem de koryonik epitellerin çok 
katmanlı yapısının ve bu epitel hücreleri arasında 
desmozomların gözlenmiş olmasıdır. Koryonik epitel 
yüzeyindeki parmak benzeri uzantılarla çok katlı bir 
görünüm sergilerken (Şekil 10E); allantoik epitel daha 
fazla katlı bir görünüme sahip olarak görüntülenmiştir 
(Şekil 10F). 

 
Şekil 10. 

E20’de CAM örneklerinin ince yapısının TEM ile 
incelenmesi. Mezenşim içinde etrafında perisit ve 

mezenşim hücresi görülen arter benzeri gelişmiş vas-
küler yapı (A, X6000) ve koryonik epitel komşuluğun-
da sayıca artış gösteren kapiller vasküler yapılar (ok 
başı) (B, X6000).  Mezenşim içerisinde bir vasküler 

yapı (C, X8000) ve mezenşimde daha kalın bir duvara 
ve geniş lümene sahip kan damarı (D, X3000). Koryo-
nik epitelin yüzeyinde parmaksı çıkıntılar (oklar) dik-

kati çekmiştir (E, X12000). Desmozomlar en çok, 
katmanlı allantoik epitelde görülmüş ve allantoik 

epitelde artmış lipid damlacıkları (ld) sayısı gözlen-
miştir (F, X12000). Er: eritrositler, En: endotel hücre-
si, Prs: perisitler, M: mezenşim hücresi, d: desmozom, 

ld: lipid damlacıklar 

CAM Örneklerinde VEGFA, FGF-2, CNP-3 ve Bu 
Ligandların Reseptörlerinin Zamana Bağlı mRNA 
İfadelerinin Analizi  

CAM gelişimi sürecinde görülen vasküler yapılanma-
ya paralel olarak, VEGF-A (Şekil 11A), FGF-2 (Şekil 
11B) ve CNP-3 (Şekil 11C) ve bu ligandların reseptör-
leri olan VEGFR-2 (Şekil 11A), FGFR-2 (Şekil 11B) 

ve NPR-B’nin (Şekil 11C) zamana bağlı mRNA ifade 
düzeyleri RT-PCR ve etidyum bromür boyalı agaroz 
jel elektroforezi ile analiz edilmiştir. Elde edilen dan-
sitometrik analiz sonuçları aynı zaman noktalarına 
karşılık gelen GAPDH ölçüm değerleri kullanılarak 
normalize edilmiştir.  
 

 
Şekil 11. 

E7-E20 sürecinde (E11, E14, E18 hariç) VEGF-
A/VEGFR-2 (A), FGF-2/FGFR-2 (B) ve CNP-3/NPR-

B (C) RT-PCR analizlerinin agaroz jel görüntüleri. 
E7-E20 sürecinde (E11, E14, E18 hariç) VEGF-

A/VEGFR-2 (D), FGF-2/FGFR-2 (E) ve CNP-3/NPR-
B (F) mRNA ifadelerinin dansitometrik analiz sonuç-

ları (sonuçlar aynı zaman noktasındaki GAPDH 
mRNA ifade düzeyine göre normalize edilmiştir). 

 
VEGF-A ve FGF-2 mRNA ifadesi, reseptörleri ile 
uyumlu olacak şekilde E7-E9'da gözlenmiş olup, 
E8'de pik yaptıkları görülmüştür (Şekil 11D-E). 
VEGF-A ve FGF-2'nin mRNA ifade düzeylerinin 
E10-E15 arasında azaldığı tespit edilmiştir (Şekil 
11D-E). VEGF-A mRNA ifadesinde E16-E19 arasın-
da ikinci bir artış gözlenmiş olmasına rağmen, 
VEGFR-2 mRNA ifadesi E12'den sonra azalmış ve 
kaybolmuştur (Şekil 11D). FGF-2 mRNA ifadesi 
E16'da ikinci bir artış gösterirken, FGFR-2 mRNA 
ifadesi E15-E20 arasında kademeli olarak artmış ve 
ikinci kez en yüksek seviyesine E19'da ulaşmıştır  
(Şekil 11E). 
CNP-3 mRNA ifadesi ilk olarak E13'te gözlenmiş 
olup, en yüksek seviyesine E16'da ulaştığı tespit edil-
miştir (Şekil 11F). NPR-B mRNA ifadesinin ise tüm 
CAM gelişimi boyunca gözlenmesine rağmen en yük-
sek seviyesine, ligandı olan CNP-3 mRNA ifadesine 
paralel olarak, E16'da ulaştığı gözlenmiştir (Şekil 11F).  
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Tartışma ve Sonuç 

Bu çalışmada, tavuk embriyosu modeli kullanılarak, 
E7-E20 arasında CAM üzerinde görülen anjiyogenez 
süreci ışık ve transmisyon elektron mikroskop analiz-
leri ile takip edilmiştir. Ayrıca, aynı günlerde alınan 
CAM örnekleri kullanılarak, anjiyogenez mekanizma-
larında rol aldığı bilinen faktörlerin (VEGF-A ve 
FGF-2) ve reseptörlerinin (VEGFR-2 ve FGFR-2) 
yanı sıra, insan CNP homoloğu olan tavuk CNP-3 ve 
reseptörü NPR-B'nin mRNA ifade düzeylerinin zama-
na bağımlı değişimi analiz edilmiştir. Çalışmanın 
amacı, CNP-3'ün ve reseptörü olan NPR-B’nin CAM 
yapısı içerisinde görülen anjiyogenez sürecindeki 
mRNA ifade profilini, dolayısıyla süreçteki olası kat-
kısını zamansal açıdan analiz etmek ve tanımlamak 
olarak planlanmıştır.  
Literatürde CAM gelişimi, koryonik ve allantoik epi-
tel ve bunların mezenşim tabakalarının morfolojisi ve 
moleküler özellikleri dikkate alınarak evrelendirilmiş-
tir41,50. Bu evreleme genellikle gelişimin erken, ileri ve 
geç aşamaları şeklinde ifade etmektedir. Bu doğrultu-
da çalışmamızda, CAM yapısında anjiyogenezi aşa-
malandırmak için ışık mikroskop analizleri kullanıl-
mıştır. Sonuç olarak, damarların gelişim düzeyi ve 
damar duvarının yapısı ve kalınlığı dikkate alınarak 
çalışmamızda E7-E12 erken, E13-E18 ileri ve E18-
E20 anjiyogenezin geç evreleri olarak belirlenmiştir. 
VEGF-A, anjiyogenez sürecinde reseptörlerinden biri 
olan VEGFR-2 aracılığıyla endotel hücre proliferas-
yonunu, göçünü ve endotel hücre sağkalımınını sağla-
yarak önemli bir rol oynamaktır4,5. Bu nedenle CAM 
vasküler gelişimi üzerine yapılan çalışmalar VEGF-A 
üzerinde yoğunlaşmıştır41. Bu çalışmada gösterilen ve 
E7-E9 arasında, diğer bir deyişle CAM vasküler geli-
şiminin erken döneminde artan VEGF-A mRNA ifa-
desi literatürle uyum göstermektedir41,51. Bu veriler, 
E7-E12 arasındaki süreçte, mezenşimde endotel tüple-
rin varlığını gösteren ışık mikroskop analizlerimizle 
de desteklenmiştir (Şekil 3A-B). Anjiyoblastik hücre-
lerin, VEGF-A sinyali ile prolifere olan ve vasküloge-
nez/anjiyogenez süreçlerine katılan endotelyal hücre-
lere farklılaştığı düşünülmüştür. E7-E12 arasında 
VEGF-A’ya eşlik eden VEGFR-2 mRNA ifade profili 
de sonuçları desteklemektedir (Şekil 11D). Bu erken 
dönem, yeni kan damarlarının oluşumu ve gelişmesi, 
yani vaskülogenez oluşması ve anjiyogenezin başla-
ması için uygun zaman olarak kabul edilmiştir. Ayrıca, 
E7’de görülen ve özellikle kan damarlarının endotel 
hücrelerinde bulunan perinükleer bölgede belirgin 
olan granüllü endoplazmik retikulumu (GER) yapısı, 
VEGF-A ve FGF-2 sentezini kapsadığı düşünülen 
protein sentezi ile ilişkilendirilmiştir. Bu bulgular, 
damar oluşumu ve gelişiminde endotel hücre filizlen-
mesi aracılığıyla gerçekleşen anjiyogenezde VEGF-A 
ve VEGR-2 arasındaki ilişkinin uyumluluğunu CAM 

anjiyogenezi için de desteklemektedir. Özellikle, 
E12'de gözlenen koryonik epitelden tomurcuklanan 
endotel tüp yapılarının varlığı henüz oluşmaya başla-
yan kan damarlarını ve bu damarlardan anjiyogenez 
ile gelişen damarların organizasyonunu işaret etmek-
tedir (Şekil 3B). Ayrıca, E8'de gözlemlenen sütun 
benzeri yapılar, bu dönemde literatürde gösterilen41 ve 
VEGF-A ile ilişkili olduğu belirtilen intussuseptif 
anjiyogenez ile de ilişkilendirilebilir. Ancak burada 
instussuseptif anjiyogenez konusunda daha net bilgiler 
elde edebilmek için ileri çalışmalara ve seri kesitlerin 
analizine ihtiyaç duyulmaktadır. 
FGF-2, hem erken hem de geç anjiyogenezde rol oy-
namaktadır ve etkisini VEGF-A gibi diğer anjiyogenik 
faktörlerin ifadesini kontrol ederek göstermektedir52,53. 

FGF-2'nin bu anjiyogenik etkisi, in vitro çalışmalarda 
CAM modeli kullanılarak da incelenmiştir44,51,54. Ça-
lışmamızda, FGF-2 mRNA ifadesi ilk olarak E7-E9 
arasında ve ikinci olarak E16-E20 arasında olmak 
üzere iki pik düzey göstermiştir (Şekil 11E). FGF-2, 
endotel hücrelerinin prolifere olduğu, göç ettiği ve 
anjiyogenez aracılığıyla yeni tübül yapılarını oluştur-
duğu düşünülen bu günlerde VEGF-A ile birlikte ifade 
edilmektedir. FGF-2 ve VEGF-A mRNA ifadelerinin, 
CAM gelişiminin erken aşamalarında birbirleriyle 
örtüşmekte olduğu gösterilmiştir (Şekil 11D-E). E7-
E9 arasında CAM yapısında yeni damarların oluşu-
munun gözlenmesi, FGF-2'nin bir endotel hücre mito-
jeni olarak VEGF-A ile sinerjistik etkiler gösterebile-
ceği hipotezini desteklemektedir. Ayrıca FGF-2’nin 
yalnızca endotelyal hücreler üzerinde mitojenik etkile-
ri yoktur. Fibroblastların çoğalmasını da düzenlediği 
bilinmektedir. FGF’in fibroblastlar üzerindeki bu 
etkisinin, E15 ile E17 arasında müsküler arter yapısı 
gösteren ileri arterlerin duvar yapılarında yer alan düz 
kas ve bağ doku tabakalarının organizasyonunu açık-
layabileceği düşünülmüştür. FGF-2 ve FGFR-2'nin her 
ikisi de endotel hücrelerinde ve vasküler düz kas hüc-
relerinde ifade edilmektedir. FGF-2, bu reseptörü 
aracılığıyla endotel hücreleri üzerindeki etkisini gös-
termektedir17,55. FGFR-2 mRNA ifadesi, E7-E9 ara-
sında ve E16'da kendi ligandı ile eşzamanlı olacak 
şekilde gösterilmiştir (Şekil 11E). Bu gözlem, FGF-
2'nin FGFR-2 ile damar gelişiminin ileri evresinde 
etki gösterdiği hipotezini güçlendirmektedir. 
E20'de CAM mezenşim içerisinde hem büyük lümenli 
ve gelişkin duvar yapısına sahip müsküler arterlerin, 
hem de küçük lümenli ve ince duvar yapısına sahip 
vasküler yapıların varlığı gözlenmiştir. Ayrıca, koryon 
epiteline komşu arterioller ve kapiller vasküler yapılar 
da gözlenmiştir. Vasküler yapıların bu şekilde farklı 
büyüklük ve konumlarda düzenlenmesi ve kompleks 
bir yapıya değişimi, muhtemelen yumurtadan çıkma-
dan önce civcivin artan oksijen ihtiyacıyla ilişkilendi-
rilmektedir. 
CNP'nin kardiyovasküler sistemde rolü olduğu bilin-
mektedir30. CNP'nin, insan aortik endotel hücrelerin-
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den elde edilen hücre kültüründe ifade edildiği göste-
rilmiştir24. Ayrıca CNP reseptörlerinden biri olan 
NPR-B’nin sadece merkezi sinir sisteminde bulunma-
dığı; aynı zamanda kan damarlarında da ifade edildiği 
bulunmuştur28. Bu nedenle, CNP'nin reseptörü NPR-B 
aracılığıyla kardiyovasküler bir role sahip olduğu 
düşünülmektedir56. Ek olarak, CNP'nin NPR-C yoluy-
la vasküler fonksiyonu düzenleme, vasküler yeniden 
modelleme ve anjiyogenezi düzenleme üzerinde etki-
leri olduğu gösterilmiştir31. Çalışmamızda, CNP-3'ün 
ve reseptörü olan NPR-B’nin CAM yapısı içerisinde 
görülen anjiyogenez sürecindeki mRNA ifade profilini, 
dolayısıyla süreçteki olası katkısını zamansal açıdan 
analiz etmek ve tanımlamak amaçlanmıştır.  
CAM yapısı içerisinde görülen anjiyogenez sürecinde 
CNP-3 mRNA ifadesi ilk olarak E13’de görülmüş 
olup, E16'da pik seviyesine ulaşmıştır (Şekil 11F). 
E16'da FGF-2 ve CNP-3'ün eş zamanlı ifade edildiği 
gözlenmiştir (Şekil 11E-F). Bu sonuçlar, FGF-2 ve 
CNP-3'ün, CAM gelişimi ve ileri vasküler organizas-
yon sürecinde anjiyogenezin ileri ve geç aşamalarında 
rol oynayabileceğini düşündürmüştür. Ayrıca, E16’da 
embriyonun artan büyüklüğüne paralel olarak artan 
oksijenizasyon ihtiyacının da CNP-3 ve FGF-2 ifade-
sini uyarmış olabileceği yorumlanmıştır.  
Sonuç olarak bu çalışma, VEGF-A ve FGF-2 tarafın-
dan düzenlenen anjiyogenik sinyal yolaklarına paralel 
olarak, CAM yapısında görülen anjiyogenez sürecinde 
CNP-3/NPR-B sinyal yolağının da etki mekanizmasını 
araştırabilecek gelecekteki çalışmaların temelini oluş-
turmaktadır. CAM vasküler gelişimi sırasında CNP-
3/NPR-B sinyal yolağının anjiyogenezdeki etki meka-
nizmasını açıklayabilmek için daha fazla fonksiyonel 
çalışmaya ihtiyaç vardır. 
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