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ANTI FGF-9°UN IN VITRO EMBRiYONIK GELiSiM UZERINE ETKiLERi
OZET

Gelisen teknoloji insan hayatin1 kolaylastirirken ortaya ¢ikan yan iiriinler ise insan sagligimi
olumsuz yonde etkilemektedir. Bu zararli iiriinler anne karnindaki embriyoyu etkileyerek
0li dogumlara ya da sakat dogmasma neden olmaktadir. Sicanlarda embriyonik gelisimin
9,5.-11,5. giinler aras1 organ taslaklarinin gelistigi donemi kapsamaktadir. Bu donemlerde
teratojenlere maruz kalmak gebeligin sonlanmasina ya da malformasyonlara neden
olmaktadir. Teratojenlerin ve ilaglarin etkilerinin 6nceden belirlenebilmesi ve dogumsal
malformasyonlarin etkilerinin erken saptanabilmesi i¢in in vivo (canhda) ve in vitro
(organizma disinda) calismalar baglamistir. 9,5 ve 11,5 giinliik embriyonik periyodu
kapsayan in vitro embriyo kiiltiirii teknigi anti fibroblast biiylime faktorlerin embriyo
tizerindeki etkilerinin ¢aligilabilmesi i¢in uygun bir donemdir. Sunulan ¢alismada, embriyo
kiiltiir ortamina monoclonal fibroblast growth factor-9 (anti FGF-9) ilave ederek embriyo
kiiltiirti iizerine olan etkisi arastirildi. 48 saatlik kiiltiir periyodu sonunda degisik dozlardaki
(1 mikrogram, 2 mikrogram ve 4 mikrogram) anti FGF-9’un embriyolar lizerine etkisi
morfolojik olarak degerlendirildi. Toplam morfolojik skor kontrol grubunda 59.6+0.51 iken
deney gruplarinda (1, 2 ve 4 mikrogram) sirasiyla 43.714.94; 42.4£13.52 ve
29.2+10.97°dir. Morfolojik skorlama sistemine gore toplam morfolojik skor, vitellus kesesi
cap1, embriyo bas-ki¢c uzunlugu ve somit sayist karsilastirildiginda deney gruplarinda
anlamli bir gerilemenin oldugu tespit edildi. Sonuglar, anti FGF-9’un embriyonik gelisimde

gerilemeye neden olabilecegini ortaya koymaktadir.

Anahtar kelimeler: Rat, In vitro, Embriyo Kiiltiirii, FGF-9, Anti FGF-9



THE EFFECTS OF ANTI FGF-9 ON EMBRYONIC DEVELOPMENT IN VITRO
ABSTRACT

Tecnological impruments make human life easier but its products culd be harmful for life
and development. These harmful products cause abortions and malformed babies.
Primordias of embryonic organs develop during 9,5-11,5" days of embryonic development
in rats. Exposure of teratogens during this period results with abortion or embryonic
malformations. In vivo (in living organisms) and in vitro (out of living organisms) studies
are being made to understand the effects of drugs and teratogens. These studies help us to
detect the malformations at an early stage. In vitro embryo culture technique that include
between the 9,5 and 11,5™ days of the embryonic period culd be suitable for studying the
effects of anti fibroblast growth factors on the embryo. In this study, monoclonal fibroblast
growth factor-9 (anti FGF-9) is applied to the embryonic culture and its effects were
observed. After the 48 hours of culture period, effects of different doses of anti FGF-9 (1
microgram, 2 microgram, 4 microgram) on the embryos were evaluated morphologically.
Total morphologic score in the control and research group (1, 2 and 4 microgram) were
59.610.51, 43.744.94; 42.4£13.52 and 29.2+10.97 respectively. According to Morphologic
Scoring Systems, there were a significant regression in the research group in the total
morphologic score, yolk sac diameter, crown-rump lengths and somite number when
compared to the control group. As a result it was clear that. The results suggest that anti

FGF-9 may cause a regression in the embryonic development period.

Key words: Rat, In vitro, Embryonic Culture, FGF-9, Anti FGF-9
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KISALTMALAR
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1. GIRIS VE AMAC

Fibroblast biiyiime faktorleri (Fibroblast Growth Factorler: FGFs) ilk kez 1975 yilinda
tanimlanmis olup inek beyninden ve hipofizinden ekstrakte edilmistir. 23 iiyeye sahip
olan FGFs nematodlardan (yuvarlak solucan) insanlara kadar hem omurgasizlarda hem
de omurgalilarda bulunmaktadir. Fibroblast biiyiime faktorleri heparin ve diger anyonik
molekiillere sikica baglanan polipeptit ailesidir. FGFs embriyonik ve fetal gelisimde,
damarlanmada, yara iyilesmesinde ve kanser olusumu ic¢in ilk adimda, yeni doku
olusumunda ve sekillenmesinde, yangida, sinirsel korumada, hiicre cogalmasinda,
gociinde, yuvalanmada ve tiimor gelisimi gibi bircok ©nemli biyolojik siirecin

diizenlenmesinde etkilidir.

FGF-9 heparin baglayan bir molekiildiir ve glikozlanmis tek bir zincirden ibarettir. FGF
ailesinin diger iiyeleriyle %30 benzerlik gosteren 208 aminoasitten olusur. Agirhigi
glikozlanma derecesine baglh olarak 20-30 kilo Dalton (kDa) arasinda degisir. Sican
FGF-9’u ile insan FGF-9 molekiilleri arasinda %94 oraninda benzerlik vardir. Insan,
fare ve sicanlara ait FGF-9’lar yapisal olarak %93 oraninda birbirine benzerler. FGF-
9’un beyin ve bobrek iizerine etkisi vardir. FGF-9 insan glioma hiicrelerinden ve sican

merkezi sinir sisteminden bol olarak iiretilir.
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In vitro embriyo Kkiiltiirii teknigi New ve Stein tarafindan 1964 yilinda ortaya
konmustur. In vitro embriyo Kkiiltiir teknigi giiniimiizde, tipta kullamilan ilaglarm
embriyo gelisimi lizerindeki etkilerinin incelenmesinde, embriyonik gelisim siirecinde
etkili olan faktorlerin ve mekanizmalarin arastirilmasinda ve gelisim siirecinde degisen
fiziksel ve kimyasal cevrenin embriyo iizerindeki rollerini ortaya koymak icin

kullanilmaktadir.

Bizim bu calismadaki amacimiz anti FGF in kiiltiir ortamina ilave edilmesi ile FGF-
9’un bloke edilmesinin sonucunun in vitro sartlarda 9,5-11,5 giinlik embriyolar

tizerindeki etkisinin ne olduguna bakildi.



2. GENEL BILGILER

2.1. BUYUME FAKTORLERI

Polipeptit biiyiime faktorleri cesitli hiicre tiplerine veya nispeten sinirli hedef gruba etki
edebilirler. Bu mediatorler; biiylimeyi uyarmalarinin Otesinde onarim ve yara
iyilesmesinde 6nemli olan hiicre hareketi, kasilmas1 ve farklilasmasini etkilerler. Yara
iyilesmesi ve bag dokusu ile onarimda, en sik dokudaki bir hiicre tarafindan salgilanan
ve komsu hiicrelerin aktivasyonunu diizenleyen bir faktor (parakrin stimiilasyon) olarak
rol alsa da; endokrin, parakrin veya otokrin yollarla etkili olan ¢esitli biiyiime faktorleri
vardir. Kompensatuar epitelial hiperplazinin 6nemli oldugu hasarli bolgelerde kendi
tiretimi faktorlere karsi reseptor tasiyan hiicreler de otokrin stimiilasyon gosterebilir
(ornegin; karaciger yenilenmesi). Farkli ve genis etkilere (angiogenezis, kemotaksis,
hiicre ¢cogalmasi, fibroblast gocii, yara iyilesmesi, kollagen yapimi ve kollagen salinimi)

sahip ¢ok sayida biiyiime faktorii bulunmaktadir (1).

FGFs heparin ve diger anyonik molekiillere sikica baglanan polipeptit ailesidir. Bu
yiizden bazal membrana karsi yogun bir affinite gosterirler. Ozellikle bFGF
angiogenezisteki tiim basamaklarda uyaric1 etkiye sahiptir. Aktif makrofaj ve diger

hiicrelerce serbestlestirilir (1).

FGFs cok hiicreli canlilarda, omurgali ve omurgasizlarda, hiicre farklilagmasinda,

gociinde, yasamin devaminda ve apoptosiste 6nemli rol oynamaktadir (2- 4).
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FGFs embriyonik ve fetal gelisimde, damarlanmada, yara iyilesmesinde ve kanser
olusumu i¢in ilk adimda, yeni doku olusumunda ve sekillenmesinde, yangida (5, 6)
sinirsel koruma, hiicre ¢cogalmasinda, gociinde, yuvalanmasinda ve tiimor gelisimi gibi

bir¢cok dnemli biyolojik siirecin diizenlenmesinde ise karisir (7, 8).

FGFs omurgalilarda bircok embriyonik organin gelismesini saglamak icin
indiiklenmesinden, daha sonraki gelisiminden ve diizenlenmesinden sorumludur (9).
FGFs aktif makrofajlarda sentezlenir. Yeni kan damar1 sentezinin (angiogenezis) tiim
basamaklarinda etkilidirler. Yara iyilesmesi alanina endotel, makrofaj ve fibroblast
gelmesini kolaylastirirlar. Epidermis ¢ogalmasini hizlandirirlar. Fetiiste iskelet kas1 ve
akciger matiirasyonunda rolleri vardir. Mezenkimal hiicrelerin angioblasta doniismesini

saglarlar. Kan hiicrelerinin ve kemik iligi stromasinin gelisimini arttirirlar (10).

FGF ailesine mensup iiyeler embriyonik donemde, fetal periyotta ve cocukluk caginda,
ozellikle sinir sistemi gelisiminde ¢ok onemli rollere sahiptirler. FGF ailesine mensup
23 iiyenin en az 10 adedi merkezi sinir sistemi gelisimi esnasinda gorev iistlendigi
gosterilmistir.  FGF-1 ve FGF-2 merkezi sinir sisteminin farkli kisimlarmdan
embriyonik 9. giinden itibaren goriilmektedir ve FGF-1 yetigkinlerde de varligin1 devam

ettirmektedir (2).

FGF’lerin fonksiyonu hiicre biiyiimesiyle sinirli degildir. Gergekten, FGF’lerin bazi
iyeleri fibroblast ¢ogalmasii olusturmasina ragmen, orijinal FGF molekiilii (FGF-2
veya bFGF)’de diger hiicreler ile birlikte endoteliyal hiicrelerin, kondrositlerin, diiz kas
hiicrelerinin ve melanositlerin ¢ogalmasini indiikledigi bilinmektedir. Ayni1 zamanda
adiposit farklilasmasini tesvik edebilir, makrofaj ve fibroblastlarin Interleukin-6 (IL-6)
iretimini tesvik eder. Astrosit gociinii uyarir. Noronlarin yasamini uzatir. FGFs genel
olarak bilinen proliferatif aktivitelerinin yami sira onlarin kismen de olsa gelisimde,

angiogeneziste, hematopoesiste ve tiimor gelisiminde hayati rolleri oldugu bilinmektedir

3).
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2.2. FIBROBLAST BUYUME FAKTORLERI

Fibroblast Biiyiime Faktorleri (Fibroblast Growth Factors: FGFs) 1970’11 yillarda
sigirlarda hipofiz bezinin bir iiriinii olarak ortaya cikarilmis olup 1980’1 yillarda
fonksiyonlar1 daha iyi anlagilmistir (1, 2, 11, 12). Giiniimiize kadar 23 iiyesi belirlenen
FGFs, nematodlardan (yuvarlak solucan) insanlara kadar, hem omurgasizlarda hem de

omurgalilarda yaygin olarak bulunmaktadir (3).

Insanda FGF genleri genom (genetik materyal) icerisinde daginik olarak bulunurlar.
Insanda 22 adet FGF geni tanmimlanmis ve FGF-16 hari¢ tiimiiniin kromozom
yerlesimleri bilinmektedir. Bu genlerin yerlesimleri gostermektedir ki FGF gen
familyas1; hem gen hem de kromozomal kopyalama ve de bunlarin gelisim esnasindaki

yer degistirmeleri tarafindan olusturulur (3).

Fgf genleri hem omurgasiz hem de omurgalilarda tespit edilmistir. Ilging bir durum Fgf
benzeri bir genin niikleer polyhedrosis viriis genomunda kodlandiginin gosterilmesidir.
Ancak benzer durum (Fgf benzer sekanslar) bakteri (Escherichia coli) ve maya

(Saccharomyces cerevisiae) gibi tek hiicreli organizmalarda bulunmamustir (3).

Sineklerde (Drosophila) ve Iplik kurdunda (Caenorhabditis elegans) genomlar ortaya
konmasina ragmen Drosophila’da sadece bir Fgf geni (dalsiz), C. elegan’da iki adet
Fgf geni belirlenmistir. Bu durumun aksine omurgalilarda ¢ok sayida Fgf geni tespit

edilmistir (3).

FGF ailesine ait bireyler biiylime faktorleri icerisinde iizerinde en ¢ok calisma yapilan
grubu olusturmaktadir (1). FGF ailesine mensup iiyelerden ilk kesfedilenlere Bazik
fibroblast biiyiime faktorii (bFGF) (FGF-2) ve Asidik fibroblast biiyiime faktorii (aFGF)
(FGF-1) gibi isimler verilmisse de daha sonra aile {iyelerinin sayis1 arttik¢a

isimlendirmede 1’den 23’e kadar sayilarin verilmesi genel kabul gormiistiir (13).

FGFs omurgalilarda 17-34 Kilo dalton (kDa) arasinda degisen bir biiyiikliige sahip iken,
Drosophila’da 84 kDa biiyiikliige sahiptir (3). FGFs ana yapilarinda (korunmus
bolgelerinde) 120 aminoasit bulundururlar. Bu aminoasitlerin %30-60’1n1 paylaganlar
FGF ailesinin bir iiyesi olarak kabul edilirler (2). FGF’lerin ¢ogu merkezi bolgelerinde
saglam ve iyi korunmus 28 aminoasit ve 6 benzer aminoasit artig1 ihtiva etmektedir. lyi

korunan aminoasitlerin 10’u FGF reseptoriiyle (FGFR) reaksiyona girer (3).
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2.3. FIBROBLAST BUYUME FAKTOR RESEPTORLERI (FGFR)

FGFs biyolojik aktivitelerini yapisal olarak tyrosine kinase ile iliskili Fibroblast biiylime
faktor reseptorii (FGFR) ile gerceklestirirler. FGFR’ler membrana baglanan tyrosine
kinase IV’iin alt grubuna aittirler. Simdiye kadar 4 adet FGFR (FGFR-1, FGFR-2,
FGFR-3 ve FGFR-4) tespit edilmistir (2, 14). FGFR1-4, FGF ailesinin 23 iiyesine ait
polipeptidler ile baglanabilen yapisal 6zelliklere sahip proteinlerden meydana gelmistir

(5).

FGFs heparin baglayan biiyiime faktorleri ailesinden olup, kendi pro-angiogenik
etkilerini degisik endotel hiicrelerinin yiizey reseptorleriyle (tyrosine kinase reseptorleri,

heparan siilfat proteoglycanlar1 ve integrinler) etkileserek ortaya koyarlar (6).

FGFs 4 tane birbirleriyle iliskili transmembran reseptoriine baglanir ve onlar1 aktive
eder. Bu reseptorler tyrosine kinase reseptor familyasinin bir alt grubunu olustururlar.
FGFR’lerinin ekstraselliiler bolgeleri iki ya da {i¢ adet immunoglobulin benzeri (Ig-like)

alan ihtiva eder. Bu alanlar farkli uclarla degisik sekillerde baglanirlar (15).
2.4. FGF AILESI

Fibroblast Growth Factor-1 (FGF-1): FGF-1 aym1 zamanda asidik growth factor
(aFGF, FGFa) olarak da bilinir. 17-18 kDa agirliginda glikozlanmamis polipeptid olup
her ii¢ germ tabakasinin bazi hiicrelerinden iiretilir (13). Hem FGF-1 ve hem de FGF-2

ilk once sigirlarin hipofiz bezinden izole edildi (11).

Insanlarda 155 aminoasitten sentezlenmis bir protein olan FGF-1 hiicre
sitoplazmasindaki bilinen kanallardan iiretilen bir peptid degildir. Onun iiretim siireci
hiicre ¢ekirdegi ile iliskilidir (11). Ancak FGF-1in cekirdek igerisindeki izledigi iiretim
rotas1 agik degildir (13). FGF-1’in mitogenezisi indiikleyebilmesi i¢cin onun ¢ekirdek
icerisinde yerlesim gostermesinin onemli oldugu, uzaklastirildiginda mitojenik etkisinin
ortadan kalkmasiyla anlagilmistir (11). Insan ve farelere ait FGF-1’lerin aminoasit
benzerligi %96 iken insan ve si¢anlara ait FGF-1’lerin aminoasit igerigi %95 benzerdir

(13).

Yapilan calismalar FGF ailesine ait iiyelerin merkezi sinir sitemi gelisiminde erken
donemde salindigin1 gostermistir. Bunlardan FGF-1, FGF-2 ve FGF-15 gelisen neural

tiip boyunca salgilanir ve hem embriyonik hem de yetiskin merkezi sinir sisteminde
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bulunurken FGF-8 ve FGF-17 embriyonik gelisimin neurogenezis ve iireme fazinda

gelismekte olan beynin belirli bolgelerinde lokalize olarak bulunur (2).

Fibroblast Growth Factor-2 (basic FGF: bFGF): FGF-2 18 kDa agirliginda 155
aminoasit uzunlugunda, hem hiicre i¢inde hem de hiicre disinda aktiviteye sahip
glikozlanmamis polipeptid olup % 55 oraninda FGF-1 ile benzerlik gosterir. Bir fgf-2
geninden sekillenen FGF-2 polipeptitlerinin 4 ayr: tipi vardir. Bunlarin agirhiklar: 18
kDa, 22.5 kDa, 23.1 kDa ve 24.2 kDa’dur (11, 13).

FGF-2 angiogenezis i¢in gereklidir ve ayn1 zamanda tiimér dokusundan da bol olarak
tiretilir. Tiimor dokusunda parakrin ve otokrin tarzda ya tiimor hiicrelerinden ya da
makrofajlar tarafindan iiretilebilir. Bu Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) gibi
diger onemli angiogenik faktorleri ya da plasminogen aktivatorlerin diizenlemesini
etkileyerek endotelial hiicrelerin apoptosisini engeller ve damarlanmanin artmasina yol
acar. FGF-2’nin blokaj1 in vitro ve in vivo ortamda angiogenezisin inhibasyonuna yol
acar. FGF-2 geni olmayan transgenik farelerde embriyonik biiyiimenin damar

gelisiminin bozuldugu gosterilmistir (12).

FGF-2 iiretimi yaptig1 bilinen hiicreler; embriyonik ve neuroektodermal dokulardaki
cok sayida bulunan, visseral ve vaskular diiz kas hiicreleri, kalp kas1 hiicreleri, kolon ve
bronglar1 doseyen epitel hiicreleri, noronlar, beyincikteki Purkinje hiicreleri,
megakaryositler ve plateletler, endotel hiicreler, mast hiicreleri, glomerullardaki paryetal

epitelial hiicreler ve podositler, astrositler, degisik T hiicreleri ve fibroblastlardir (13).

Fibroblast Growth Factor-3 (FGF-3): ilk defa farelerdeki meme karsinogenezisi
sirasinda tanimlandi. FGF-3 molekiilii 28-32 kDa agirliginda 222 aminoasit dizisinden
olusan bir yapiya sahiptir. Insan ve farelerde bulunan FGF-3 %81 oraninda birbirine
benzer. FGF-3 iiretimi DNA sentezini indiiklerken hiicre ¢ogalmasi {izerine inhibitor
etki gosterir. FGF-3 genellikle gelismekte olan hiicrelerde ve kanserlerde ortaya ¢ikar,
normal insan hiicrelerinde goriilmez. Embriyonik gelisim sirasinda primitif ¢izgi
mezoderm hiicrelerinde, yutak ceplerine ait endoderm ve yutak kavislerine ait ektoderm
hiicrelerinde, arka beyin neuroepitelyumunda, i¢ kulagin duyu hiicrelerinde goriiliir.

Gogiis kanserinde ve kolon kanseri hiicre kiiltiirlerinde goriiliir (11, 13).

Fibroblast Growth Factor-4 (FGF-4): FGF-4 ilk defa mide kanserli insanlarda Kaposi
sarkom Orneklerinde ortaya kondu. FGF-4, 22 kDa agirhiginda 176 aminoasitten

meydana gelen bir glikoproteindir. insan ve farelere ait FGF-4 %87 oraninda birbirine
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benzerdir. FGF-4 hem fibroblastlar hem de endotel hiicreleri iizerinde mitojenik etkiye
sahiptir. FGF-4 iiretimi yapan hiicreler hem kanserli dokularda hem de embriyonik

dokularda bulunur.

FGF-4 iiretimi yapan embriyonik hiicreler, primitif ¢izgi mezoderminde, molar dislere
ait mine taslaginin epitelyumunda, dislerin keskin kenar ektoderminde, olgun somit

myotomlarinda ve Hensen diigiimiinde bulunur (11, 13).

Fibroblast Growth Factor-5 (FGF-5): ik kez insan tiimér hiicre kiiltiirlerinde tespit
edilmistir. 32-38 kDa agrrhgindadir. Oncii FGF-5, 268 aminoasit uzunlugunda iken
olgun FGF-5, 251 aminoasit uzunlugunda bir polipeptiddir. FGF-5’in temel bolgesi
%40 olarak FGF-1 ile %50 olarak FGF-2 ile benzerlik gosterir. FGF-5 yogun olarak
glikoz iceren karbonhidrat molekiillerinin reseptor aktivasyonu igin gereklidir. insan ve
farelerin oncii FGF-5’leri % 85 oraninda benzerlik gosterirken olgun FGF-5’leri % 88

oraninda benzerlik gosterir.

Hem embriyonik hem de olgun hiicreler FGF-5 {iiretimi yapar. Embriyodaki FGF-5
iretimi yapan hiicreler myotomlarda, lateral splanchnic mesodermde ve ganglion
spiralede bulunur. Erigkinlerde, hippocampus, thalamus, iskelet kaslari, pankreasin
Langerhans adacigindaki bazi hiicrelerden ve ductus hiicrelerinden, fibroblastlardan ve

asiner hiicrelerden FGF-5 iiretimi yapilir (11, 13).

Fibroblast Growth Factor-6 (FGF-6): Hst-2 olarak da bilinen FGF-6, bir FGF-4/hst
homolog genin iiriinii olarak tespit edilmistir. Insanda olgun FGF-6 25 kDa glikozlu
polipeptid olarak iiretilir. Fareler {izerinde yapilan ¢alismalar oncii FGF-6’nin standart
yapisinin 198 aminoasit uzunlugunda oldugunu ortaya koymustur. Insan ve farelere ait
FGF-6’lar %93 oraninda birbirine benzer. Fibroblastlar i¢in mitojenik ve endotel
hiicreleri iizerinde marjinal aktivite rolii oynayan FGF-6 tam olarak glikozlandiginda
endotel hiicreleri iizerine de mitojenik aktivite gosterir. FGF-6'nin iskelet kaslar1
izerindeki etkisi 1iyi bilinmektedir. FGF-6 sadece myotomlarda ve kaslarda

iretilmektedir (11, 13).

Fibroblast Growth Factor-7 (FGF-7): FGF-7 baslangicta keratinocyte growth factor
(KGF) olarak isimlendirilmis olup 28 kDa agirliginda tek zincirli bir glikoproteindir.
Oncii molekiil 194 aminoasit icerir, olgun molekiil ise 163 aminoasit icerir. Insan ve

farelerin olgun FGF-7’leri %96 oraninda birbirine benzer. Eriskinlerde FGF-7
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fibroblastlardan, diiz kas hiicrelerinden ve ovaryumdaki theca hiicreleri tarafindan

iretilir. Embriyoda ise gelisim evreleri siirecinde olusan mezensimde bulunur (11, 13).

Fibroblast Growth Factor-8 (FGF-8): Baslangicta testesteronla stimiile edilmis fare
Shionogi kanser hiicrelerinden iiretilen androjen indiikleyici growth faktor (AIGF)
olarak izole edilmistir. Baslangicta 28-32 kDa agwhiginda birbirine eklenmis iki
alternatif sekilli bir glikoproteindir. Cok eklentili formlar insan ve fare FGF-8’lerinde
vardir. Farelerde 8 izoform var iken insanda 4 adet izoform vardir. Fare ve insana ait
bazi formlar % 100 birbirine benzer iken bazilar1 %98 birbirine benzerdir. Fetusta
FGF-8 iiretimi yaptig1 bilinen bolgeler; embriyonik infundibulum, ekstremite
tomurcuklarinin u¢ kisimlarindaki ektoderm, birinci yutak cebinden gelisen agiz epiteli,
embriyonik ektodermden gelisen primitif ¢izgi, nefrojenik uzantilar, Bowman kapsiilii,

i¢ kulak labirenti, ovaryum follikiilleri ve spermatogoniumlardir (11, 13).

Fibroblast Growth Factor-9 (FGF-9): FGF-9 aym1 zamanda glia aktivator faktor
(GAF) olarak da bilinir. Ik kez insan glioma hiicre kiiltiirlerinde tanimlanmstir. FGF-9
heparin baglayan bir molekiil olup, glikozlanmis tek bir zincirden ibarettir. Agirhgi
glikozlanma derecesine bagh olarak 23-30 kDa agirhigindadir. FGF ailesinin diger
iyeleriyle %30 benzerlik gosteren 208 aminoasit ihtiva eder. Molekiil tiirlere gore fazla
farklhilik gostermez. Sigan FGF-9’u ile insan FGF-9 molekiilleri arasinda %94 oraninda
benzerlik vardir. FGF-9’un merkezi sinir sistemi ve hiicre aktivasyonu iizerinde essiz
bir spektrumu vardir. FGFs gibi fibroblastlar iizerinde mitojenik etkiye sahip olmasina

karsin insan umblikal ven endothelial hiicreler iizerine FGF-9’un etkisi yoktur.

FGF-9 oligodentrositlerin, astrositlerin, fibroblastlarin ve pheochromacytoma
hiicrelerinin proliferasyonunu stimiile eder. Insan FGF-9 murine fibroblastlarina transfer
edildigi zaman kanserojen etki gosterir. FGF-9’un beyin ve bobrek iizerine etkisini
gosteren caligmalar vardir. FGF-9 6zellikle FGFR-2 ve FGFR-3 ile baglant1 kurarken
FGFR-1 ve FGFR-4 ile iliskisi yoktur. FGF-9’un biyolojik gereksinimlerde ve patolojik
durumlarda oynadig1 rol ortaya konmasindan bu yana, ¢alismalarda FGF-9’un tayin
edilmesi arzu edilmektedir. Diger FGF baglar1 gibi, FGF-9’un biyolojik aktivite

gostermesi ve reseptore baglanabilmesi i¢in heparin siilfata ihtiya¢ vardir (16).

FGF-9 insan glioma hiicrelerinde ve sican merkezi sinir sisteminde bol olarak iiretilir.
Insan FGF-9’u icin kodlanan gen, 11q11-13 kromozomunda bulunur. insan, fare ve

sicanlara ait FGF-9’lar yapisal olarak %93 oraninda birbirine benzerler. FGF-9’un
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yetiskin dokuda potansiyel bir mitojen oldugu ve sinir hiicrelerinin varliginin devami

icin 6nemli bir faktor oldugu bulunmustur (7).

FGF-9 eksikligi olan yavru farelerin, mezensim miktarmin azalmasiyla birlikte akciger
hipoplazisi gosterdigi ve dogumdan kisa bir siire sonra oldiikleri gosterilmistir. Buna ek
olarak FGF-9 yoklugunda farelerin embriyogenez sirasinda erkekten disiye cinsiyet
doniisiimiine yol actigir goriilmiistiir. Bu durum FGF-9’un testis gelisimdeki kritik
roliinii gosterir. FGF-9’un prostat stroma hiicrelerinde eksprese edildigi tespit edilmistir.
Prostatik hiicre ¢ogalmasinda FGF-9’un otokrin ve parakrin bir faktor olarak rol aldigi
gosterilmistir. FGF-9 uterusta da iiretilir ve uterus endometrium hiicreleri i¢in mitojenik
bir aktiviteye sahiptir. FGF-9’un ekspresyonu ovaryum steroid hormonlariyla

diizenlenir (7).

FGF-9, beyinde yiiksek miktarda eksprese edilen glikozlanmis ve norotropik bir
polipeptidtir (17).

FGF-9’un kemik gelisimi sirasinda, yassi kemiklerde sutural mezensimde iiretilir ve
endochondral kemiklesmenin diizenlenmesinde aktif rol oynar. Dogumdan sonra bu rol
azalarak devam eder. Uzun kemiklerin gelisiminde, endochondral gelisimin

baslangicinda FGF-9 yogunlasan mezensimden iiretilir (18).

FGF-9 calvarium’u olusturan kemiklerden iiretilir ve olgun osteoblastlardan meydana

gelen hiicre ¢ogalmasini stimiile eder (19).

Insan ve sican dokular1 iizerinde yapilan ¢alismalar FGF-9’un merkezi sinir sisteminin
cesitli kisimlarindan (medulla spinalis motor noronlarindan, ganglion spinaleden,
astrositlerden, beyin sapindan, beyincikten, korpus kallosumdan) iiretildigini
gostermektedir. Merkezi sinir sistemi gelisimi esnasinda E10.5-E14 giinler arasinda
iretiminin asir1 derecede azalmasi, bulbus olfactorius’un ve medulla spinalis motor

noronlarin gelisimini sinirlandirdigi ifade edilmektedir (2).

Fibroblast Growth Factor-10 (FGF-10): FGF-10 ilk defa sican embriyolarinda
tamimland1. 30 kDa agirliginda, 209 aminoasit uzunlugunda bir glikoproteindir. Insan ve
fare FGF-10’lar1 % 94 oraninda benzerken, insan ve sican FGF-10lar1 %100 birbirine

benzerlik gosterir.
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FGF-10 iiretimi yapan hiicreler yetiskinlerdeki fibroblastlar ve Oncii adipositler ile
fetustaki akciger mezenkimi, arka ekstremite tomurcuguna ait mesoderm, prostat ve

seminal vezikiil hiicreleridir (11, 13).

Fibroblast Growth Factor-11, -12, -13, -14 (FGF homolog faktorleri: FHFs):
Fibroblast homolog faktorleri insana ait retina dokusunda yapilan arastirmalarda birlikte
ortaya konmustur. Bu FHFs kendi aralarinda %58- %71 aminoasit benzerligine sahiptir.
Diger FGF’lerle ise %30 benzerlige sahiptirler. FHFs cekirdek yerlesimli sinyaller
tiretirler, bunlarin higbirisinin {iretim yolu ortaya konmamistir. FGF-11 embriyonik

gelisimin degisik sathalarinda goriiliir.

FGF-12, embriyoda iskeleti olusturan mezenkim cevresinde, glomeriillerde, atrium

kasinda goriiliirken, yetiskinlerde FGF-12 mesajlari ¢esitli bolgelerde bulunur.

FGF-13, fetal ependimde, ganglion spinalede ve kranial sinirlere ait ganglionlarda, kalp

kasinda ve bobrek toplayici kanallari ile ilgili mezensimde bulunmustur.

FGF-14 embriyonik donemde, merkezi sinir sistemi icerisinde gd¢ eden noron ve glia
hiicrelerinde, arkus aortada ve onun dallarinda, beyincigin graniiler hiicrelerinde ve

korpus mamillarede bulunurken erigkinlerde sadece spermatositlerde bulunur (11, 13).

Fibroblast Growth Factor-15 (FGF-15): Bu molekiiliin sadece farede mevcut oldugu
bilinir. 218 aminoasit uzunlugunda bir molekiil olup embriyonik gelisimde rol aldig1

diistiniilmektedir (11, 13).

Fibroblast Growth Factor-16 (FGF-16): Insan FGF-16’s1 16 kDa agirhginda 207
aminoasit uzunlugunda bir polipeptidtir. insan ve sicanlara ait FGF-16’lar %98 oraninda

birbirine benzer. FGF-16 kahverengi yag hiicrelerinden salinir (11, 13).

Fibroblast Growth Factor-17 (FGF-17): FGF-17, FGF-8 molekiiliiniin bir benzeridir.
Insanda standart yap1 216 aminoasit uzunlugundadir. Ug alt tipinin (A,B ve C) varlig
rapor edilmistir. Insan FGF-17B’si fare ve sican FGF 17B ile %93 oraninda benzerlik
gosterir. FGF-17 embriyoda rhombencephalon ve mescencephalon birlesim yerinde,
telencephalon ve diencephalon gecis kisminda, biiyiik arterlerin duvarlarinda bulunan
diiz kaslarda, kondrositlerde, primer osteoblastlarda ve mezenkimal hiicrelerinde

bulunmustur (11, 13).
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Fibroblast Growth Factor-18 (FGF-18): Insan FGF-18’i 31kDa agirliginda heparin
baglayan glikoprotein olup fetal ve yetiskin dokularinda bulunur. Oncii molekiilii 207
aminoasit uzunlugunda olup olgun segmenti ise 181 aminoasit uzunlugundadir. Insan
FGF-18 hem fare hem de sican FGF-18 ile % 99 oraninda benzerdir. FGF-18, hem
eriskin hem de fetal akciger solunum respiratdr sisteminde bulundugu icin akciger

fizyolojisi ile ilgili olabilecegi diisiiniilmektedir (11, 13).

Fibroblast Growth Factor-19 (FGF-19): FGF-19 sadece insanda bilinir ve 216
aminoasit uzunlugunda bir molekiildiir. FGF-19 iiretimi yapan embriyonik dokular,

deri, kikirdak, retina, safra kesesi ve ince bagirsaktir (13).

Fibroblast Growth Factor-20 (FGF-20): Insanda FGF-20, 23kDa agirhiginda, 211
aminoasit uzunlugunda bir molekiildiir. FGF-20, FGF-9 ile %72 oraninda benzerlik
gosterir. Uretim tarzi da FGF-9’a benzemektedir (13).

Fibroblast Growth Factor-21 (FGF-21): FGF-21, 209 aminoasit uzunlugunda bir
polipeptitdir. Insan FGF-21"i, fare FGF-21"i ile sadece %75 oraninda benzerlik gosterir.

Ayricalikli olarak karacigerde salinir (13).

Fibroblast Growth Factor-22 (FGF-22): FGF familyasinin son kesfedilen iiyelerinden
birisi olup, FGF-7 ve 10 ile benzerlik gostermektedir. FGF-22, 170 aminoasit
uzunlugunda bir molekiil yapisina sahiptir. FGF-7, FGF-10 ve FGF-22’nin
notralizasyonu, in vivo sartlarda graniiler hiicreler ile yosun fibrillerin temas ettigi
noktalarda presinaptik farklilasmay1 inhibe eder. Gelismekte olan fare embriyolarinda
16.5 giine kadar beyin, dil ve deride bol olarak bulunurken diger dokularda tespit
edilememistir. Deri yaralanmalarinda, yaralanmay1 takip eden 5. giinden itibaren FGF-
22 mRNA seviyeleri asagr dogru diiserken iyilesmenin ileriki siireclerinde iiretimi
oldukca artmaktadir. Deri gelisiminde ve tamirinde, beyindeki presinaptik

organizasyonun gelisiminde etkili oldugu ileri siiriilmektedir (20, 21, 22).

Fibroblast Growth Factor-23 (FGF-23): FGF-23 diger aile iiyelerinden daha biiyiik
molekiil yapisina sahip olup oncii molekiilii 251 aminoasit uzunluguna sahiptir ancak bu
molekiillerin ilk 24’ii azaltilarak {iretilir ve molekiil uzunlugu 227’ye diiser. FGF

tiyelerinden farkli olarak fosfat ve D vitamini metabolizmasinda etkilidir (23, 24).
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2.5. FGF’LERIN BIYOLOJIK FONKSIYONLARI
2.5.1. Angiogenezisin Biyolojik Islevi ve Yara Iyilesmesi

FGF’lerin angiogenezisin diizenlenmesinde ©Onemli bir biyolojik faktor oldugu
bilinmektedir. Angiogenezis; yara iyilesmesinde énemli bir rol oynar. FGF-2’nin hem
yara iyilesmesini kolaylastirdig1 ve hem de sican, kopek ve domuz gibi hayvanlarda

miyokard enfarktiisiiniin iyilesmesini hizlandirdig: tespit edilmistir (11, 25).

Yara iyilesmesi 4 asamali bir siirecte gerceklesir. Bu safhalar; enflamasyon,
kontraksiyon, onarim ve yenilenme siire¢lerinden ibarettir. Baslangi¢ safhasi olan
enflamasyon safhasinda, cok sayidaki enflamasyon hiicreleri ve plateletler yara
bolgesine akin ederek fibrin ve fibrinojenden zengin bir sivi ¢ikarirlar. Daha sonra
pericit ya da mezenkimal stroma hiicrelerinden farklilasan miyofibroblastlar hasarl
kismi diizeltmek i¢in harekete gecerler. Onarim sathasinin en onemli agsamas1 zengin bir
damar dokusunun olusumunu saglayan graniilasyon fazidir. Graniilasyon fazinda
endotel hiicrelerinin ve fibroblastlarin kollogen ihtiva etmeyen ekstraselliiler matriks
icerisine dogru gociiyle yeni kilcal damarlarin olusumu baslar. Onarim safhasinin
sonunda ise kollagen doku birikimi ve yeni kan damarlarinin olusumu ile gerceklesir.
Son yenilenme safthasinda ise kaybolan epitel hiicreler yerini yeni hiicrelere birakir. Bu
demektir ki FGFs yara iyilesmesinin en az 3 veya 4 safhasinda onemli roller
istlenmektedir. Bunlar, enflamasyon, onarim ve yenilenme safhalaridir. FGFs sadece
hiicre dis1 sivida degil ayn1 zamanda endotel hiicreleri ve fibroblastlar icinde de

bulunurlar (11).

Yukarida bahsedildigi iizere, yara onarimi esnasinda bu hiicrelerden FGF’lerin {iretimi
yaranin olusumu ile baslamaktadir. Yapilan arastirmalar, ¢esitli biiylime faktorlerinin
mekanik olarak hasarlanmis yarali endotel hiicreleri tarafindan {iretildigini ortaya
koymustur. Mekanik etkinin hiicre icinden FGF-2’nin iiretimini tetikledigi ileri
stiriilmiistiir. Tabi ki hiicre icinden ve dokudan FGF’in iiretiminin mekanik bir etki

sonucunun disindaki baska faktorlerle de olabilecegine dair isaretler mevcuttur (11).
2.5.2. Enflamasyonda FGFs

Enflamasyonda FGF’lerin rolii, enflamasyonlu eklem sivisinda FGF-1’in varligiyla
belirlenmektedir. Eklem iltthabi ve doku reddi, lenfositlerin cogalmasiyla

karakterizedir. Giiclii bir lenfosit biiylime faktorii olan interleukin-2’nin olusumunu
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FGF-1’in stimiile ettigi gosterilmistir. Diger faktorlerle birlikte FGFs, enflamasyon
hiicrelerinin enflamasyon sahasima transferini tesvik etmektedir. FGFs, enflamasyona
kars1 olusturulan cevabin 6nemli yapitaglarindan olan platelet iiretimini diizenleyerek
yara iyilesmesinin baglangic safthasinda ©Onemli bir rol oynar. FGF-4’tin Oncii
megakaryosit hiicrelerin olusumunu stimiile ettigi gosterilmistir. FGF-2’siz farelerin

serumlarinda platelet seviyeleri anormal diizeydedir (11).
2.5.3. Onarim Safhasinda FGFs

Onarim safhasinda FGF’lerin potansiyel rolii, endotel hiicrelerinin ve fibroblastlarin
cogalmasini indiikleyici etkisinden dolayidir. FGF’lerin diger 6nemli bir rolii adhesion
(yapisma) molekiilleri ve proteolizin diizenlenmesi ile endotel hiicrelerin gociinii
kolaylastirmasindan ileri gelmektedir. FGF-2 fibroblastlar ve endotel hiicrelerinde
bulunan urokinase-type plasminogen active edici (uPA) geni indiikler. uPA zymogen
plasminogenleri plasmine c¢eviren bir serin proteazdir. Bu madde pihtilasmanin
baslangic asamasinda diger maddeler arasinda fibrin birikimini saglar. uPA, uPA
reseptoril araciligi ile hiicre yilizeyine yerlesir ve endotel hiicrelerinin fibrin pihtisinin
icerisine dogru gociinii kolaylagtirmak suretiyle hiicre ¢evresinde fibrinolizisi baslatir.
FGF-2 aym1 zamanda yara iyilesmesi siirecinde, hiicre yiizeyini birlestirici molekiilleri
diizenleyerek endotel hiicrelerin hareketini kolaylastirir. FGF-2 uygulanan insan kilcal
damarlarinda endotel hiicrelerinin yiizeyinde hiicre yiizeyi birlestirici molekiillerin artis

gosterdigi tespit edilmistir (11).
2.5.4. FGF’lerin Regenerasyondaki Rolii

FGF’lerin yara iyilesmesinin final fazi olan rejenerasyondaki rolii, kimyasal olarak zarar
verilen bobrek proksimal tiibiiliiniin iyilesmesi sirasinda ortaya kondu. FGFs 6zellikle
de FGF-7 epitel rejenerasyonunu kolaylastirdigi, bobrek gelisiminin ileriki safhalarinda

oldugu gibi epitel farklilagsmasini sagladigi ileri siiriilmektedir (11).
2.5.5. Gelisim Siirecinde FGF’lerin rolii

FGF’lerin implantasyondan onceki gelisim siirecinde bile rol oynadigi bilinmektedir.
FGF sinyalleri farelerde 5. hiicre boliinmesi sathasinda embriyonik ve ekstraembriyonik
hiicrelerin  boliinmesini indiikler. FGF’lerin iic germ tabakasinin olusumunda
(gastrulasyonda) onemli rolii vardir. FGF’lerin kurbagalarda mesodermi indiikleyen

faktor oldugu ortaya kondu. FGF-3 ve FGF-4’lin mesodermi indiikleme kapasitesinde
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olduklari, FGF-5’in gastrulasyonu diizenleyici faktor oldugu tespit edilmistir. Fare
embriyolarinda ise FGF-8’in primitif cizgi boyunca epitel-mezensim degisimi icin
gerekli oldugu ortaya konmustur. FGF-8 yoksunu farelerde yapilan deneylerde
migrasyondaki basarisizlik sonucu mesodermden, endodermden ve neuroektodermden

tiirevlenen dokularin olugmadig: tespit edilmistir.

FGF’lerin organogenezis ile 0zellikle sinir sistemi, akciger ve ekstremite gelisimleriyle
yakindan ilgili oldugu gosterilmistir. FGF-8 o6zellikle mescencephalon gelisimi ve
neural plaga ait hiicrelerin sekillenmesiyle ilgilidir. FGF-3 ise i¢ kulagin
indiiklenmesinde 6nemli rol oynar. FGF-10 ise akciger gelisiminde 6zellikle akciger
epitelinin olusumunda, farklilasmasinda ve bronsial agacin dallara ayrilmasinda
tetikleyici bir giictiir. Sonuc¢ olarak FGFs ekstremitelerin ve organlarin gelismesinde

oldukca 6nemli rollere sahiptir (11).
2.5.6. FGF’lerin Ekstremite Gelisimindeki Rolii

FGF’lerin ekstremiteler iizerindeki etkileri civcivler ve fareler iizerinde yapilan model
caligmalarda ortaya konmustur. Normal ekstremite gelisimi, lateral mesodermin
ektoderm ile kaplanmasiyla olusan ekstremite tomurcugunun cikint1 seklinde
belirmesiyle baglar. Ekstremite tomurcugundaki mezenkimal hiicreler, ekstremitenin
iskelet elemanlarina ve bag dokusuna farklilasirken, kas hiicreleri; somitlerden
ekstremite tomurcuguna goc¢ eden hiicreler tarafindan meydana getirilir. Ekstremite
uzadikca proksimalden distale dogru ekstremite elemanlar1 belirmeye baslar. FGFs

ekstremite tomurcugunun indiiklenmesinden sorumludurlar (11).
2.6. EMBRIYONIK GELISIM
2.6.1. Sican Embriyosunun Gelisimi

Sicanlardaki gebelik siiresi 21-22 giin siirerken insanlarda bu siire 267 giindiir. Cleavage
(yariklanma) ve blastula safhalar1 benzerlik gosterirken blastosist sathasindan sonra

sican embriyo gelisimi bazi yerlerde farklilik gosterir (26).

Sicanlarda cinsel birlesmeden 10 dakika sonra uterus duvarinda kasilmalar ortaya cikar.
Bu dalgalar birka¢ saniye icerisinde semeni uterus ile tuba uterinanin birlesim yerine
ulastirir. Utero-tubal bileske sadece olgun ve hareketli spermlerin gecmesine miisaade
eder. Ejakulasyondan lsaat sonra (genelde bu siire 4 saate kadar ¢ikar) ovumun etrafi

spermlerle kusatilir ve penetrasyon gergeklesir (27).
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Sicanlarda ilk yariklanma spermin ovum igerisine penatrasyonunu takiben 21.-25.
saatler arasinda goriiliirken ikinci yariklanma 40.-70. saatler arasinda goriiliir. Takip
eden boliinme ise 65.-90. saatleri arasinda ortaya ¢ikar. Fertilizasyonu takip eden 80.-
110. saatlerde ise blastosist donemine girilir. Bu siirecin tamami tuba uterina igerisinde
gerceklesir. Bu asamada blastula 60-85 mikron uzunlugundadir ve 4. giinde zona
pellucida kaybolmaya baglar. Bu asamada uterus liimenine ulasir. 5. giiniin sonunda
blastosist zona pellucidasim1 kaybeder ve wuterus yiizeyine iyice yaklasir.
Implantasyonun baslamasindan once blastosist uterus boynuzunun antimezometrial

kenarindaki epitel ¢okiintiisii icerisinde yuvalanmaya baslar (27).

Blastosist iki grup hiicreden olusur: i¢ hiicre kiitlesi (embriyoblast) ve blastosoliin
siirini olusturan trofoblast hiicreler. Mural trofoblast, trofoblastik biiyiik hiicrelerden
olusur ve maternal doku ile baglantiy1 saglar. Polar trofoblastlar cogalarak ektoplasental
konu olusturur. I¢ hiicre kiitlesinin farklilasmasiyla gelisen endodermal hiicrelerin bir
bolimii embriyonel diskin alt boliimiinii olustururken bir boliimii visseral endodermi
sekillendirir. Bir kisim endoderm hiicresi ise mural trofoblastin i¢ yiiziinii kaplar ve
parietal endodermi olusturur. Bu olay gerceklestigi zaman visseral endoderm olarak
bilinen i¢ hiicre kiitlesi embriyonel endodermi olusturur. Bu zamanda embriyo 6-7
giinliik, embriyonik ektodermin merkezinde, proamniotik boslukta ve ekstraembriyonik
ektodermde bosluklar goriiliir. Bu bosluklar birleserek embriyonik silindirin (egg

cylinder) icinde dar bir liimen olusturur (26).

Reicherts membrami ilk olarak gebeligin altinci giiniinde trophectoderm ve parietal
endoderm arasinda amorf salgi olarak goriiniir ve 8. giinde kalin hyalin membran haline
doner. Ayni zamanda primitif ¢izgi olusur ve buradan go¢ eden hiicreler ektoderm ve
endoderm arasma girerek mezodermi olusturur. Mezodermal doku c¢ogalirken ic
kistmda bir aralik goriiliir. Sonunda c¢ogalan bu hiicre kitlesi embriyonik silindirin
liimenini tamamiyle bloke eder ve 8,5 giinlik embriyoda araligin birlesmesiyle bu
silindir ti¢ cembere ayrilir: Bunlar; ektoplasental bosluk, eksos6lom ve amniyotik
bosluk olup bunlarin etrafinda vitellus boslugu bulunur. Bu iic kompartman amniyotik
boslugun ya da eksosdlomun genislemesinden dolay1 iki bosluga doniisiir, ektoplasental
bosluk oblitere olmaya baslar. Zemini koriyon olan ektoplasental bosluk ektoplasental
konun dokusuyla birlesir. Ayn1 zamanda primitif ¢izginin ist kismmdaki bir alandan

eksosolomun i¢ine dogru allantois gelisir (26).
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10,5 giinlilkken embriyo fark edilebilir yapidadir. Noral crest, kas-iskelet sistemi, kalp,
On barsak ve karaciger tomurcuklari ile somitler (7-9 arasinda) belirginlesmistir. Buna
ek olarak allantois eksosolom karsisinda gelisir ve ektoplasental kon ile birlesir. Bu
zamanda, embriyo ventral olarak konveks olup hemen katlanmaya baslar ve kuyrugu
kivrilir. Biikiilme 10. giinde embriyonun amniyotik kavite tarafindan ¢cevrelenmesiyle
baslar ve embriyo 11,5 giinlikken tamamlanir. Bundan sonra embriyo dorsal olarak
konveks hale gelir. Embriyo amniyon kesesi i¢inde katlandig1 i¢in amniyon embriyonun
etrafin1 ¢cevreler ve ayn1 zamanda etrafinda vitellus kesesi gelisir boylece hem amniyon
hem de embriyo tamamen vitellus kesesi icinde yer alir. Sigcan embriyosu 12,5
giinliikken biitiin organlar belirgindir ve bu durum insanlarla karsilastirildigi zaman 8.
haftaya denk gelir. Ayn1 zamanda embriyo, korio-allontoik plasenta ve damarlanmis
vitellus kesesi plasenta olmak {iizere iki plasentaya sahiptir. Allantoik plasenta gebeligin
son safhasinda 6nemli olmasina ragmen, vitellus kesesi embriyonik gelisim periyodu

sirasinda esas besleyici organdir (26-28).
2.6.2. Sican Visseral Vitellus Kese’sinin Yapisi ve Gorevi

Biitiin kemirgenlerin ekstraembriyonik membran yapis1 trofoblast, Reicherts membrant,
parietal vitellus kesesi endodermi, vitellus kesesi boslugu gibi yapilar visseral vitellus
kesesi endoderminden gelisir. Visseral vitellus kesesi, embriyo ve ektoplasental konu
arasinda baglantiy1 saglar. Visseral vitellus kesesinde endodermal hiicreleri tek tabaka
halinde bulunur. Burasi vaskiiler membrandir ve absortif ve mezotelyal olmak iizere iki
epitel ylizeyden olusur. Absortif yilizey mezensimden olusan basit bir kolumnar
epitelium (visseral endoderm)’dur. Vitellus kesesi damarlarinin yonii mezensime
dogrudur. Ayrica emilen maddeler vitellus damarlar1 ile mezensimal tabaka iginde
visseral endoderme iletilmek zorundadir. Serosal membran eksosdlomda bulunan
yassilasmis mezotelyumdan mezensimi aymir. 15. giinde vitellus kesesinin parietal
duvar1 dejenere olur ve daha sonra visseral endoderm uterinal boslugun icerigi ile
karigsir. 10 giinlik sican embriyolarinin visseral vitellus kesesi yoklugunda kiiltiirde
biiylimesi ve gelismesinin miimkiin olmadigr rapor edilmistir. Erken organogenez
sirasida vitellus kesesi embriyo ve anne arasindaki en biiyiik tasiyicidir. Embriyonun
implantasyonundan koryoallantoik plasentanin fonksiyonel hale gecisinin baglangicini
kapsayan bu erken donemde embriyonun besin ihtiyaci histiotrofik beslenme ile olur.

Sicanlarda bunu vitellus kesesi saglar. Visseral vitellus kesesi, etrafinda bulunan
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makromolekiilleri pinosite etme kapasitesine sahiptir. Endodermal hiicrelerle
makromolekiiller lizozoma tasinir, sindirilir ve iiriin gelismekte olan embriyoya iletilir
(26, 28). Baz1 proteinler visseral vitellus kesesinin endodermal hiicreleri araciligi ile
almir ve vitellus kesesi damarlarindan gegerek embriyoya ulasir. Ayrica visseral vitellus
kesesi tasima fonksiyonunun yam sira, hematopoetik, immunolojik ve metabolik

fonksiyonlar1 da yerine getirmektedir (29).
2.6.3. Embriyoda Erken Donem Damar Gelisimi

Metabolik ihtiyaclarin karsilanabilmesi i¢in ilk olarak dolasim sistemi gelismeye baslar
(26, 28). Embriyonik gelisimin erken safhasi sirasinda, pek ¢ok organ damarsiz olarak
gelismeye baglar. Bu organlarin  damar kanallarinin ve kilcal damar aginin
sekillenmesiyle ayn1 zamanda oldugu belirlenmistir (30). Embriyoda dolasim sisteminin
gelisimi iki yolla olur. Birincisi vaskulogenez olup bircok yonde farklilagsma kabiliyeti
olan Oncii mezodermal hiicrelerin endotel hiicrelerine farklilasmasiyla ortaya ¢ikar. Bu
tip damarlanma hem kanath hem de memeli embriyolarinda vitellus kesesi ve
embriyonik organlarda meydana gelir. ikinci tip damarlanma ise anjiogenez olup daha
once var olan damarlardan tomurcuklanma yolu ile gelisir. Vaskulogenez erken
embriyonik evrede meydana gelirken, anjiogenez hem embriyoda hem de tiim yasam

boyunca devam eder (26, 28).
2.7. IN VITRO SICAN EMBRiYO KULTURU
2.7.1. In Vitro Kiiltiir Sistemlerinin Tarihcesi

Giiniimiizde yaygin olarak kullanilan in vitro embriyo kiiltiir teknigi, New ve Stein’in
(31) 1964 yilinda ortaya koyduklar1 ve daha sonra New ve arkadaslari tarafindan
modifiye edilen teknige dayanmaktadir. Ancak konu ile ilgi caligmalarin temeli 1930’Iu
yillara kadar dayanmaktadirr. Waddington ve Waterman (32) o yillarda yaptiklar1
caligmada tavsan embriyolarin1 plazma pihtisinda 6-9 somit asamasina kadar
biiyiitebilmislerdir. Nicholas ve Rudnick heparinize edilmis sican plazmasinda si¢an

embriyolarm kiiltiire etmislerdir (28).

In vitro embriyo Kkiiltiir teknigi giiniimiizde, embriyonik gelisim siirecinde etkili olan
faktorlerin ve mekanizmalarin arastirmalarda, tipta kullanilan ilaglarin embriyo gelisimi
tizerine etkisinin tespitinde ve gelisim siirecinde degisen fiziksel ve kimyasal ¢evrenin

embriyo iizerindeki rollerini ortaya koymak icin kullanilmaktadir (33).
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Bu teknik klinik, toksikolojik ve teratojenik arastirmalarda, embriyo gelisimini
etkileyen hormonlar ile biiyiime faktorlerinin etkilerinin ve etki mekanizmalarinin
incelenmesinde ve embriyo metabolizmast ile ilgili arastirmalarda yaygin olarak

kullanilmaktadir (33).
2.7.2. In Vitro Kiiltiir Sistemlerinin Onemi

Teknolojinin gelismesi insan hayatin1 kolaylastirirken ortaya ¢ikan zararl iiriinler insan
saghgin1 olumsuz yonde etkiler. Bu zararhi {iriinler sadece o ortamdaki Kkisiyi
etkilemekle kalmayip anne karnindaki embriyoyu da etkileyerek sakat ya da olii

dogmasina neden olabilmektedir (33).

Dogum o6ncesi gelismeye etki eden konjenital malformasyonlarin sebeplerinin ortaya
cikarilmasi teratolojinin ¢aligma sahasini olusturmaktadir. 1941 yilinda kizamik¢ik
viriisiiniin embriyonik gelisim siirecinde cesitli dogumsal patolojilere yol actiginin
ortaya konmasiyla birlikte teratolojinin temelleri atilmistir. Bu tarihten itibaren c¢esitli
kimyasal ve farmakolojik ajanlarin gelisim siirecindeki etkilerinin incelenmesi siireci
baslamistir. Gelisim siirecinde olumsuz etkilere yol acan ajanlar da Teratojenler olarak
isimlendirilmektedir. Teratolojik caligmalarin baslamasindan 6nceki donemde, uterus
dokusu ve embriyonik zarlarin gelisen embriyoyu dis etkenlerden korumak i¢in yeterli
oldugu ve konjenital malformasyonlarin sadece genetik kokenli oldugu fikri hakimdi.
Oysa giiniimiizde bu fikir tamamen yikilmistir. Gelisim siirecinde embriyonun veya
annenin maruz kaldigi her tiirli cevresel, fiziksel ve kimyasal faktor embriyonik

gelisime etki edebilmektedir (33).

Sicanlarda embriyonik gelisimin 9,5.-11,5. giinler aras1 organ taslaklarinin gelistigi
donemi (organogenezis donemi) kapsamaktadir. Bu donem insanlar i¢in gelisimin 15.-
60. giinleri arasma denk gelmektedir. Bu donemde teratojenlere maruz kalmak
malformasyonlara sebep olabilirken daha erken donemlerde maruz kalmak ise gebeligin
sonlanmasina neden olur. Daha ge¢ donemlerde ise fizyolojik anomalilere ve organlarda
fonksiyon bozukluguna neden olmaktadir. Teratojenlerin ve ilaclarin etkilerinin
onceden belirlenebilmesi ve dogumsal malformasyonlarin etkilerinin daha erken
saptanabilmesi icin hayvan deneyleri 6nem kazanmistir. Bu amacla da in vivo (canlida)

ve in vitro (organizma disinda) ¢caligmalar baslatilmistir (28).
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Embriyonun uterusa implantasyonundan sonra organlar gelismeye basladigi icin bu
asamada yapilabilecek in vivo c¢aligmalarm basari sansi smirli olmaktadir. Ciinkii
embriyo endometriyum icine yerlestigi icin net olarak izlenememektedir. Ayrica bugiin
bilinen c¢esitli metotlarla (ultrasonografi radyolojik metodlar ve amnioskopi) incelemek
icin de oldukca kiiciik boyuttadirlar. Bu olumsuzluklara ilaveten in vivo ¢aligmalarda
karsilagilan olumsuz faktorlerden birisi de anne metabolizmasindaki fizyolojik
farkliliklar hayvan deneylerinden elde edilen sonuclarin insan i¢in yorumlanabilmesini

zorlastirmaktadir. Ciinkii teratojenler tiire 6zgii degisiklik gosterebilir (28).

2.7.3. In Vitro Olarak Biiyiitilen Embriyolarda Biiyiime ve Gelismenin

Degerlendirilmesi

Embriyolarin in vivo sartlarda oldugu kadar in vitro sartlarda da gelistirilebilmesi
teratolojik caligmalarin yapilmasinda biiyiik avantajlar ortaya koymustur. Embriyolarin
in vitro ortamda biiylimesi ve gelisimini devam ettirmesi teratolojistlerin dikkatini

cekmistir (28).

Embriyonun biiylime ve gelismesini kantitatif olarak hesaplamada tanimlayici
parametreler kullanilmalidir. Van Maele-Fabry ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilen ve
sik kullanilan skorlama sistemi morfolojik gelisimi Olgmek igin tasarlanmistir. Bu
sistem kullanilarak sican gebeliginin 10, 11, 12 ve 13. giinlerinde c¢ikartilan
embriyolarda 17 morfolojik ©zellige bakilmaktadir. Her bir parametre 6 safthaya

ayrilmistir ve bu sathalara 0 ile 5 arasinda degisen puanlar verilmistir (28).
Bu parametreler sunlardir:

Vitellus kesesi damarlanmasi: damar olusmaz veya kan adaciklar1 olusursa O puan,
ektoplasental kon etrafinda kan adaciklar1 olusursa 1 puan, vitellus kesesi {izerinde
birka¢ ince damar olusursa 2 puan, vitellus kesesinde damar ag1 olusursa 3 puan, ana
damardan ¢ok sayida ince dallar ¢ikiyorsa 4 puan, vitellus kesesi sap1 oblitere olup

vitellin arter ve ven ayriliyorsa 5 puan verilir.

Allantois; eksos6lomda allantois serbest olarak goriiliirse O puan, allantois koryon ile
kaynagmis ise 1 puan, umblikal dolasim olusursa 2 puan, umblikal ve vitellin damarlar

aorttan ayrildig1 goriiliirse 3 puan verilir.
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Fleksiyon; ventral olarak konveks ise O puan, % oraninda rotasyon varsa 1 puan, %2’lik
bir rotasyon varsa 2 puan 34 ’liikk rotasyon varsa 3 puan, dorsal olarak konveks ise 4

puan, tamamen katlanirsa 5 puan verilir.

Kalp; endokardial yapr goriiniirse O puan, kalp goriiniiyorsa 1 puan, kalp S harfine
benzer tiip seklinde ise 2, atrium ve ventrikiil arasinda bir bolme olusmus ise 3, kalp ii¢

bdlmeye ayrilmis ise 4 ve kalp dort bolmeye ayrilmis ise 5 puan verilir.

Kaudal noral tiip; noral tabaka veya noral katlant1 olusmus ise O puan, noral tabaka
kapanmig ancak noral katlant1 ile birlesmis ise 1 puan, noral katlant1 4-5 somit
seviyesinde birlesmis ise 2 puan, arka noropor sekillenir ancak acik ise 3 puan, arka

noroporda kiiciik bir agiklik var ise 4 puan, arka néropor kapali ise 5 puan verilir.

Arka beyin; noral tabaka olugsmus ise 0 puan, V-seklinde noral katlant1 varsa 1 puan,
noral katlant1 U-seklinde ise 2 puan, én noropor olugsmus ancak agik ise 3 puan, 6n
noropor kapali, rhombencephalon sekillenmis ise 4 puan, dordiincii ventrikiiliin agik iist

kenariyla pons birlesmis ise 5 puan verilir.

Orta beyin; noral tabaka veya mesensefalik beyin katlantis1 varsa 0 puan, V-seklinde
noral katlant1 varsa 1 puan, U-seklinde noral katlant1 varsa 2 puan, kismen mesensefalik
katlant1 birlesmis ise 3 puan, tamamiyle mesensefalon birlesmis ise 4 puan,

mesensefalon ve rhinensefalon arasinda bir bolme varsa 5 puan verilir.

On beyin; noral tabaka olusmus ise 0 puan, V-seklinde noral katlant1 varsa 1 puan, U-
seklinde noral katlant1 varsa 2 puan, prosensefalik katlanti1 kismen birlesmis ise 3 puan,
prosensefalon tamamen birlesmis ise 4 puan, telensefalik evaginasyon goriiniirse 5 puan

verilir.

Otik sistem; herhangi bir belirti yoksa O puan, diiz bir otik primordium varsa 1 puan,
otik cukur varsa 2 puan, otik vezikiil kapali ancak epidermisten ayrilmamais ise 3 puan,

otik vezikiil epidermisten ayrilmis ise 4 puan, otosit dorsale yerlesmis ise 5 puan verilir.

Optik sistem; herhangi bir belirti yoksa O puan, sulcus opticus varsa 1 puan, optik
primordium uzamis ise 2 puan, optik primordium oval sekilli ise 3 puan, primer optik
vezikiil olusmus ve optik sap acgik ise 4 puan, lens tabakasi olusmaya baslamis ise 5

puan verilir.

Olfaktor sistem; herhangi bir belirti yoksa O puan, olfaktor tabaka varsa 1 puan, olfaktor

tabaka cevrelenmis ise 2 puan, olfaktor ¢ikint1 belirgin ise 3 puan verilir.
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Bransiyal bar; brangiyal bar goriinmiiyorsa O puan, bir tane bransiyal bar varsa 1 puan,

iki tane bransiyal bar varsa 2 puan, ii¢ tane bransiyal bar varsa 3 puan verilir.

Maksiller cikinti; rudimental bar kafanin 6n kismiyla birlesmis olarak goriiniiyorsa 0
puan, rudimental bar kafanm On tarafindan ayrilmis ise 1 puan, bransiyal bar ile
maksiller ¢ikinti arasinda igeriye dogru bir ¢ikint1 olursa 2 puan, mandibular ¢ikimti ile

On beyin arasinda bir tabaka olusursa 3 puan verilir.

Mandibular ¢ikinti; herhangi bir sey goriinmiiyorsa 0 puan, mandibular ¢ikint1 ventral
kenar boyunca ayrilmis ise 1 puan ventral kenarlar birbirine temas ediyorsa 2 puan, bu

kenarlar birlesmis ise 3 puan verilir.

On ayak; herhangi bir sey olusmamis ise 0 puan, 9 ila 13 somit seviyesinde disariya
dogru bombelesme varsa 1 puan, Oon ayak tomurcuklanmis ise 2 puan, On ayak

tomurcugu kiirek seklinde ise 3 puan verilir.

Arka ayak; herhangi bir sey olusmamis ise 0 puan, 26 ila 30 somit seviyesinde disariya
dogru bombelesme varsa 1 puan, arka ayak tomurcuklanmis ise 2 puan, arka ayak

tomurcugu kiirek seklinde ise 3 puan verilir.

Somitler; somit sayis1 O ila 5 arasinda ise O puan, 6 ila 10 arasinda ise 1 puan, 11 ila 15
arasinda ise 2 puan, 16 ila 20 arasinda ise 3 puan, 21 ila 25 arasinda ise 4 puan, 26 ila 30

arasinda ise 5 puan verilir (28).

Her bir embriyo i¢in skorlarin toplam sayisal degeri morfolojik skor (MS) olarak
degerlendirilir. Ayrica morfolojik skorlama embriyonik yasi belli olan embriyolar i¢in
kullanilir. Embriyo kiiltir deneylerinde morfolojik skorlama sistemin kullanimi
embriyonik gelisimin ayrintili indeksini verir. Spesifik primordia’nin yavaslamasinin ve
dismorfogenezin bulunmasima yardimci olur. Gelisim ve biiylimenin kantitatif olarak

karsilagtirilmasina olanak saglar (28).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. DENEY HAYVANLARININ SECIiMi VE CIFTLESTIiRILMESI

Calismamiz Erciyes Universitesi, Tip Fakiiltesi, Hakan Cetinsaya Deneysel ve Klinik
Arastrma Merkezi'nde (DEKAM) bulunan embriyo Kkiiltiir laboratuarinda
gerceklestirildi. Bu c¢alisma Erciyes Universitesi etik kurallarma uygun olarak
yapilmistir. DEKAM’da 6zel olarak yetistirilen Wistar albino tiirii siganlar kullanildi.
Erkek ve disi sicanlar ayr1 ayr1 6zel kafesler i¢inde dorderli gruplara ayrilarak 21 derece
sicaklikta ve 12 saatlik aydinlik karanlik ortaminda tutuldu. Su ve besin ihtiyaglari,

kafes ici temizlikleri sagland1 (Resim 3.1 ve 3.2).

Calismada kullanilacak embriyolar1 elde etmek i¢in ortalama 200gr. agirhiginda olan 5-6
aylik disi sicanlar ile ortalama 250-300gr agirhiginda olan 6 aylik erkek sicanlar
kullanildi. Dollenmeyi gerceklestirmek icin 3 adet disi sican ile 1 adet erkek sican
birlikte saat 17.00 de aym kafese konuldu. Sabah saat 8.30 da disi sicanlar erkek
sicanlardan ayrildi. Disi siganlarin hamile kalip kalmadiklarini tespit etmek icin vaginal
smear bakildi. Pasteur pipeti ile vaginaya 1cc kadar distile su verildi ve tekrar ¢ekildi.
Alman siv1 lam iizerine yayilarak mikroskop altinda incelendi. Vaginal smearde sperm
goriilen disiler 0.5 giinliik hamile olarak kabul edildi (Resim 3.3). Hamile olarak kabul

edilen disi sicanlar ayr1 bir kafese alinip normal bir diyetle beslenerek 9 giin bekletildi.
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Resim 3.1. Disi siganlarin kafesteki goriiniimi

Resim 3.2. Disi siganlarin yakindan goriiniimii
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Resim 3.3. Hematoksilen+Eosin ile boyanmis estrus evresindeki vaginal smearda goriilen spermler

3.1.1. Sicanlarda Estrus Dongiisii

Sicanlarda estrus 4 ya da 5 giin siirer. Siklusun herhangi bir fazinda orta boydaki bir
follikiil 300-500 mikron boyutundadir. Follikiiliin bir pargasi ovulasyonla atilirken
kalan kismi1 korpus luteuma doniisiir. Ovaryumdaki degisikliklere vagina ve uterustaki

degisiklikler eslik eder.

Sican estrus dongiisii 4 evreye ayriir. Bu evreler bir dongii i¢inde ve birbiri ardina
olusurlar. Ancak gebelik, ciftlesme sonras1 donem ve hemen dogum sonras1 donemde
goriilmez (anestrus). Sicanin siklusunu tespit ederken vaginasindaki epitel dokiintii
sekline ve lokosit sayisma gore karar verilir. Sicanin siklusunu belirlemek i¢in vaginal

smear yapildi ve alinan drnekler incelendi.

Proestrus evresi; bu evrede Onceki siklustan kalan corpus luteum dejenerasyona
ugrarken follikiil hizla biiylir. Uterus liimenini doseyen epitel hiicreleri kolumnardan
kuboidale degisir. Uterus liimeninde sivi birikir. Vaginal epitelyum kalindir ve yiizeyel

hiicrelerin altinda kornifiye tabaka gelisir. Bu siire ortalama 12 saat siirer. Yayma
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preparatlarda genis, kiiciik, yuvarlak tek tek veya tabaka seklinde cekirdekli epitel

hiicreler goriilmektedir. Lokosit hi¢ yok veya ¢ok az bulunabilir.

Estrus evresi; bu evrede follikiill biiytikliigi maksimuma c¢ikar. Endometrium
hiperemik olup liimen 1yice siskindir. Vaginal epitelyum Kkornifiye hiicrelerle
kaplanmistir. 12-14 saat siirer. Ovulasyon estrusun 8.-12. saatleri arasinda gerceklesir.
Disi proestrusun sonunda ve estrus safhasinda ciftlesmeyi kabul eder. Yayma
preparatlarda yiizlerce biiyiik dejenere cekirdekli kornifiye (yassilasmig) hiicre
icermektedir. Estrusun sonuna dogru yapismis kornifiye hiicrelerden dolayr smear

peynirimsi bir goriiniime doniigsmiistiir.

Metestrus evresi; ortalama 21 saat siirer. Erken metestrus 15 saat kadar siirer ve
ovulasyonun gerceklestigi safhadir. Uterus icerisindeki sivi azalmistir. Lokosit
infiltrasyonu artmustir. Alcak kuboidal epitelyum vakuolar dejenerasyon gosterir.
Vaginanin kornifiye epitelyumu ayrilir. Bu yiizden yayma preparatlarda cok sayida

lokosit ve ¢ok az kornifiye hiicre goriilmektedir.

Diestrus evresi; ortalama 57 saat siirer. Bu sathada korpus luteum ve follikiiller siirekli
biiyiir. Uterusun regenerasyonu tamamlanir. Lokosit infiltrasyonu azalir. Vaginal
epitelyum diisiiktiir. Yayma preparatlarda ¢ok ince bir mukus i¢ine karigmis ¢ok sayida

lokosit ve birkag cekirdekli epitel hiicresi goriilmektedir (27, 28).
3.2. EMBRiYO KULTURU
3.2.1. Kiiltiir Ortamimin (serum) Hazirlanmasi

Embriyolarin biiylimesi i¢in kiiltiir ortamm olarak kullanilan serumu elde etmede hem
erkek ve hem de disi sicanlar kullanildi. Sigcanlar 6zel olarak hazirlanan anestezi kabini
icerisinde eter ile anestezi edildikten sonra, g6z kapagi refleksinin kaybolmasina
bakilarak anestezinin tamamlandigina karar verilir (Resim 3.4). Daha sonra siganlar
anestezi kabininden almarak diiz bir zemin {izerine yatirilir (Resim 3.5). Anestezinin
etkisinin devam etmesi i¢in eter ile 1slatilmis olan pamuk cam kavanoza konularak
hayvanin solumasini saglayacak sekilde burnuna yerlestirilir. Sicanin karin on duvari
%70’lik etanol ile temizlenerek tiiylerin kontaminasyonu onlenir (Resim 3.6). Bunu
takiben pubis lizerinden her iki kaburga yaymna dogru iki insizyon yapilarak karmn 6n
duvari derisi ve kaslar1 V seklinde kaldirilir ve karm i¢i organlar saga dogru yatirilarak

pars abdominalis aortae ortaya cikarilir. Pars abdominalis aortae’nin bifurkasyon
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noktasindan steril bir enjektor ile kan alinir (Resim 3.7). Alinan kan miktar1 si¢anlarin
biiytikliigline bagl olarak sican basina 5-10 cc arasinda degismektedir. Alinan kan vakit
gecirmeden 3500 devirde 5 dakika siireyle santrifiij edilir. Lamin-air flow altinda kanin
serumu ayrt bir tiip igerisine alinir. Eger serum kati kivamda ise steril pensle
karistirilarak tekrar santrifiij edilir. Santrifiij edildikten sonra steril Pasteur pipeti ile
serum almarak ayr1 bir tiip icerisine transfer edilir. Elde edilen serum, protein
inaktivasyonu icin (antijenik Ozelliklerini kaybettirmek amaciyla) 56°C’lik su
banyosunda 30 dakika siireyle bekletilir. Su banyosunda bekledikten sonra 0,22um’lik
filtreden gecirilir. Elde edilen serum icerisine 10. 000 IU/ml penisilin ve 10 mg/ml
streptomisin karisimindan her ml serum i¢in 10ul ilave edilir. Hazirlanan serum -20
derecede dondurulup bekletilir ve kullanilacagi zaman ¢ikarilip su banyosunda 37°C’de

bir siire bekletilerek kullanima hazir hale getirilir (28).

Resim 3.4. Anestezi kutusundaki disi siganin goriiniimii
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Resim 3.5. Disi siganin sirt iistii yatmis hali

Resim 3.6. Karin 6n duvarmin %70’lik etanol ile temizlenmesi
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Resim 3.7. Aort’un ¢atallanma yerinden alinan kanin gériiniimii

3.2.2. Anti FGF-9

Arastirmada kullandigimiz Monoclonal Anti-Fibroblast Growth Factor-9 (anti FGF-9)
(Mouse IgGI isotype) (SIGMA Uriin kodu: F1672) immiinize farelerden almnan
splenocytlerin ve myeloma hiicrelerinin birlesiminden elde edilen FGF-9-77

hibridoma’dan elde edilmistir. Immunogen olarak murineden elde edilen recombinant

FGF-9 kullanilmustir.

Monoclonal antifibroblast growth factor-9 (anti FGF-9) spesifik olarak FGF-9 ile
reaksiyona girer. Bu yiizden FGF’lerin 6zelliklerini anlamaya yonelik yapilan degisik

caligmalarda rahatlikla kullanilabilir (16).
3.2.3. Hank’s Balanced Salts Solution (HBSS) Hazirlanis1

Embriyolar, eter anestezisi altinda anne karnindan alindiktan sonra Kkiiltiir sisesine
transfer edilinceye kadar gecen yaklasik 1 saatlik siire icerisinde pH’s1 7-7.4 arasinda
olan Hanks Balanced Salts Solusyonu (HBSS) icerisinde tutulur. Calismamizda
kullandigimiz HBSS (SIGMA Uriin Kodu: H 6136) toz halinde bulunmaktadir. Toz
halinde bulundugu i¢in distile su ile soliisyon haline getirilir. 900cc’lik distile su genis

bir behere konur ve icine stiker (balik) konur. Toz halindeki Hanks Balanced Salts
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icerisi distile su dolu behere dokiiliir ve beher magnetik karistirici tizerine konur. Madde
tamamen eriyene kadar karistirilir. Karigimin icerisine 0,35gr sodyum bikarbonat ilave
edilir ve karistirmaya devam edilir. Hanks Balanced Salts ve Sodyum Bikarbonat
tamamen eridigi zaman magnetik karistirici durdurulur ve PH metre ile PH’1 6lciiliir.
Soliisyonumuzun PH’1 7 ile 7,4 arasinda olmalidir. PH 6lciildiikten sonra distile su ile
karigim 1 litreye tamamlanir ve 0,22 um’lik filtrelerden siiziiliir. Hazirlanan karisim
steril siselere konur ve +4°C de saklanir. Calismalar yapilirken ortamun steril olmasina

dikkat edilmelidir.
3.2.4. Embriyolarin Anne Karnindan Cikarihisi ve Kiiltiirii

Gebeliklerinin 9.5‘uncu giiniinde disi sicanlarin karin 6n duvari anestezi altinda agilip
daha once tarif edildigi sekilde kanlar1 alinarak serum hazirlanmasinda kullanilir. Daha
sonra igerisinde embriyo iceren sayilar1 8-15 arasinda degisen keselerin olusturdugu
uterus disseke edilerek bu keseler tek tek kesilip icerisinde Hanks soliisyonunun
bulundugu steril petri kabina konur (Resim 3.8-3.11). Bu asamadan sonraki tiim
islemler ‘lamin-air flow’ kabin icerisinde yar1 steril sartlarda ve stero mikroskop altinda
gerceklestirilir. Steril forceps yardimiyla uterus kas tabakasi (Resim 3.12) ve decidua
cikartilip (Resim 3.13), decidua ikiye ayrilarak bir yiiziinde yerlesmis olan embriyoya
zarar vermeden Ozen gosterilerek embriyo deciduadan ayrilir (Resim 3.14).
Kemirgenlerde bulunan ve embriyoyu cepecevre kusatan Reicherts membrani
embriyonal kutupta pens yardimiyla parcalanarak cikartilir (Resim 3.15). Embriyo
Hanks soliisyonu iceren kiiciik steril petri kabina konur ve bu islem biitiin embriyolar
icin tekrarlanir. Bu asamada zarar goren, gelisimi geri ya da anormal goriiniimlii oldugu
saptanan embriyolar kiiltiir ortamina konulmaz. Saglam embriyolar beserli gruplara
ayrilir ve icerisinde Sml normal sigcan serumu bulunan 50cc’lik steril cam kiiltiir
siselerine (1 embriyo/l ml serum) steril bir cam Pasteur pipeti yardimiyla konur.
Embriyo bulunan siselere % 5’lik O,, % 5’lik CO,, % 90’lik N, (1. gaz karisimi) gaz
karisimi 1dk siire ile verilir ve boylece embriyolarin oksijen gereksinimleri karsilanmis
olur. Sisenin agz1 mantar tipa ile kapatilir. Kiiltiir siseleri 37°C’lik inkiibatore konur.
Kiiltiir siseleri dakikada yaklasik 30 devirle (30 rpm/dk) donen rollera yerlestirilir.
Eksplantasyondan 24 saat sonra Kkiiltiir sigeleri inkiibatorden almarak plastik tipalar:
actlir ve % 20 Oy, % 5 CO,, % 75 N, ihtiva eden (2. gaz karisimi) gaz karisim ile 1 dk

siire ile gazlanir ve kiiltiir siseleri tekrar inkiibatore konur. Embriyolarm morfolojik
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degerlendirmelerinin yapilacagi son giin ise 44. saatte (skorlamadan 4 saat Once)
embriyolara % 40 Oy, % 5 CO,, % 55 N, (3. gaz karisimi) gaz karisimu ile siselere 1 dk
stire ile tekrar gaz verilir ve kiiltiir siiresi 48 saat olunca embriyolar igerisinde Hanks
solisyonu bulunan petri kaplarina transfer edilir. Van Meale- Fabry ve arkadaslar1 (28)
tarafindan gelistirilen Morfolojik skorlama sistemine gore mikroskop altinda

degerlendirilir.
3.2.5. Calisma Gruplarinin Olusturulmasi

Calismamiz biri kontrol iicli deney grubu olmak {iizere toplam 4 grup {lizerinde
gerceklestirildi. Kontrol grubunda sadece WRS (Whole rat serum: total rat serumu)
kullanildi. Deney gruplarinda ise embriyo basina 1, 2 ve 4 mikrogram anti-FGF-9
ilaveli WRS kullanildi. Tiim ¢alismada toplam 40 embriyo kullanildi. Calismamiz iki
ayr1 asamada gercgeklestirildi. Birinci agsamada her bir grupta 5’er embriyo olmak iizere
toplam 20 embriyo kullanild1. ikinci asama 15 giin sonra ayni1 islemin tekrarlanmasiyla
gergeklestirildi. Boylelikle kontrol ve deney gruplarinda kullanilan embriyolar 10’a
tamamlandi.  Caligmamizdan elde ettigimiz sonuclar1  degerlendirmek icin
nonparametrik bir test olan Spearman korelasyon testi ve Kruskal-Wallis One Way

Analysis testi uygulandi.

Resim 3.8. Karin i¢inde embriyolarin goriiniimii
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Resim 3.9. Uterus boynuzunda bulunan embriyolarin goriiniimii

Resim 3.10. Embriyolarmn uterus boynuzundan ¢ikarilirken goriiniimii
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Resim 3.11. Hanks soliisyonu i¢indeki embriyolarin goriiniimi

Resim 3.12. icerisinde embriyo bulunan uterus
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Resim 3.13. Decidua

Resim 3.14. Reicherts membranli embriyo
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Resim 3.15. Reicherts membrani ¢ikartilmis embriyo



4. BULGULAR

Calismamizda olusturdugumuz toplam 4 grubun (kontrol ve 3 deney grubu) 48 saatlik
kiiltiir periyodundan sonraki morfolojik skorlama sonuglarina baktigimizda; kontrol
grubuna ait embriyolarin 11,5 giinliik embriyonik gelisime yakin bir gelisme gosterdigi
gozlendi (Resim 4.1, 4.2). Farkli dozlar verilerek olusturulan deney gruplarinda ise
embriyonik gelisimde gerileme oldugu gozlendi. Sonuglar1 istatistiksel olarak
degerlendirmek icin parametrik olmayan bir test olan Spearman korelasyon testi
uygulandi. Test sonuclaria gore doz arttikca embriyonik gelisim gerilemektedir. Ancak
embriyonik gelisimdeki en belirgin gerileme en yiliksek doz olan 4 mikrogram anti FGF-

9’da mevcuttu (Resim 4.3, 4.4).

Toplam morfolojik skor, embriyo bas-kic uzunlugu, somit sayis1 ve vitellus kesesi
capma ait morfolojik skorlama degerlerine ait ortalama veriler tablo 1’de toplu olarak
sunulmustur. Tabloda da goriildiigli tizere incelenen tiim degiskenlere ait ortalama
degerler doz artigia bagli olarak azalmaktadir (Toplam morfolojik skor ve somit sayisi

p<0,001; vitellus kesesi ¢ap1 ve bas-ki¢ uzunlugu p<0,05).
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Resim 4.1. Sican serumunda biiyiiyen 11,5 giinliik vitellus kesesi ¢ikartilmamis sigan
embriyosu

Resim 4.2. Sican serumunda biiyiiyen 11,5 giinliik vitellus kesesi ¢ikartilmis
embriyonun yandan goriiniisii
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Resim 4.3. Kiiltiir ortamina 4 mikrogram anti FGF-9 ilave edildikten sonraki 11,5 giinlitk
vitellus kesesi ¢ikartilmamis sican embriyosu

Resim 4.4. Kiiltiir ortamina 4 mikrogram anti FGF-9 ilave edildikten sonraki 11,5 giinliik
vitellus kesesi ¢ikarilmis embriyonun yandan goriiniisii
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Tablo 4.1. Sican serumu ve anti FGF-9’un toplam embriyonik gelisim iizerine etkisi

Kiiltiir ortam: Embriyo TOp!?lm Vitellus kesesi Bas-klg Somit
sayis1 morfolojik skor capi uzunlugu sayisi

Kontrol grubu 10 59,6+0,51 510 5,4840,18 21,242,04

Imikrogram

Anti FGF-9 10 43,7+4,94 310 4,3410,29 19,9£1,52

2mikrogram

Anti FGF-9 10 42,4+13,52 2,8+1,31 540,69 18+4,16

4mikrogram

Anti FGF-9 10 29,2+10,97 1,6x1,07 4,6+0,46 15,4+1,89

p<0.001 p<0.05 p<0.05 p<0.001

Tablo 4.2. Toplam Morfolojik Skor

En kiiciik En biiyiik Aritmetik Standart
Grup < < Ortanca
deger deger ortalama sapma
Kontrol 59,00 60,00 60,00007 59,6000 ,51640
1 Mikrogram b
Anti FGF-9 41,00 47,00 43,5000 43,7000 1,94651
2 Mikrogram b
Anti FGF-9 23,00 57,00 48,5000 42,4000 13,52528
4 Mikrogram b
Anti FGF-9 19,00 50,00 25,5000 29,2000 10,97269

Toplam morfolojik skor yoniinden deney gruplari ile kontrol grubunu inceledigimizde
kontrol grubu ile deney gruplar1 arasinda anlamhi farkin oldugu goriildii. Toplam
morfolojik skora ait degerlerin ortancalar1 arasindaki farklilik iist simge olarak belirtildi.

Benzer harfler gruplarin benzer oldugunu gostermektedir (Tablo 4.2).
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Tablo 4.3. Yolk sac Cap1

En kiiciik En biiyiik Aritmetik Standart

Grup < - Ortanca

deger deger ortalama sapma
Kontrol 5,25 6,25 5,5000" 5,6000 ,35746
1 Mikrogram b
Anti FGF-9 4,50 5,20 4,7750 4,7990 ,17584
2 Mikrogram a
Anti FGF-9 4,78 6,17 5,6250 5,4710 ,53722
4 Mikrogram b
Anti FGF-9 4,60 5,50 4,7500 4,8820 ,32967

Deney ve kontrol gruplarina ait Yolk sac capina ait veriler tablo 4.3.’de goriilmektedir.
Tabloda da goriildiigii tizere kontrol grubu ile deney gruplarindan 1 mikrogramlik ve 4
mikrogramlik gruba ait degerler arasinda fark goriilmektedir. Yolk sac c¢apina ait
degerlerin ortancalar1 arasindaki farklilik iist simge olarak belirtildi. Benzer harfler

gruplarin benzer oldugunu gostermektedir (Tablo 4.3).

Tablo 4.4. Somite Sayist

En kiiciik En biiyiik Aritmetik Standart
Grup < < Ortanca
deger deger ortalama sapma

Kontrol 18,00 23,00 22,00007 21,2000 2,04396
1 Mikrogram a
Anti FGF-9 18,00 22,00 19,0000 19,9000 1,52388
2 Mikrogram ab
Anti FGF-9 13,00 24,00 18,5000 18,0000 4,16333
4 Mikrogram b
Anti FGF-9 13,00 18,00 15,5000 15,4000 1,89737

Calismada olusturdugumuz gruplart somit sayilar1 bakimindan inceledigimizde kontrol
grubu ile 1 mikrogramlik ve 2 mikrogramlik gruplar arasinda fark goriilmemesine
ragmen kontrol grubu ile 4 mikrogramlik gruplar arasinda anlamli farkin oldugu
goriilmiistiir. Somite sayisina ait degerlerin ortancalar1 arasindaki farklilik iist simge

olarak belirtildi. Benzer harfler gruplarin benzer oldugunu gostermektedir (Tablo 4.4).
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Tablo 4.5. Bas-Ki¢ Uzunlugu

En kiiciik En biiyiik Aritmetik Standart

Grup < - Ortanca

deger deger ortalama sapma
Kontrol 5,20 5,70 5,5000" 5,4800 ,18135
1 Mikrogram b
Anti FGF-9 4,00 4,70 4,5000 4,3400 ,29889
2 Mikrogram ba
Anti FGF-9 4,20 6,00 5,0500 5,0000 ,69602
4 Mikrogram b
Anti FGF-9 4,20 5,40 4,4500 4,6000 ,46188

Gruplar arasindaki bas-ki¢ uzunluguna ait degerler Tablo 4.5’de goriilmektedir. Kontrol
grubu ile 1 mikrogramlik ve 4 mikrogramlik gruplar arasinda anlaml fark var iken
kontrol grubu ile 2 mikrogramlik gruplar arasinda fark yoktur. Bas-ki¢c uzunluguna ait
degerlerin ortancalar1 arasindaki farklilik iist simge olarak belirtildi. Benzer harfler

gruplarin benzer oldugunu gostermektedir (Tablo 4.5).

Vitellus kesesine ait damarlanma 6zellikleri toplu halde Tablo 4.6’da goriilmektedir.

Tablo 4.6. Kontrol grubu ile deney grubunun vitellus kesesi damarlanmasi

Vitellus kesesi Ektoplasental Birkac ince Damar ag1 | Cok sayida
damarlari damar
L Embriyo kon etrafinda . vitellus ince dallar
Kiiltiir ortami veya kan vitellus .
sayisl adaciklart kan adaciklar: kesesi kesesinde ana damar
belirgin belirgin iizerinde belirgin iizerinde
Kontrol 10 ~ ~ ~ ~ 10
grubu
1 Mikrogram
Anti FGF-9 10 - - - 10 -
2 Mikrogram 10 2 ) 3 3
Anti FGF-9 -
; 7
4 M}krogram 10 ~ 1 1 1
Anti FGF-9

Tablo 4.6’da, kontrol grubunda biiyliyen embriyolarin vitellus kesesi iizerinde ¢ok

sayida damarlarin gelistigi gozlenmistir.
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I mikrogram anti FGF-9 ilave edilen grupta ise vitellus kesesinde damar aginim belirgin

oldugu goriilmiistiir.

2 mikrogram anti FGF-9 varliginda 3 embriyonun vitellus kesesi iizerinde ¢ok sayida
damarlarin gelistigi, 3 tanesinde damar aginin vitellus kesesi iizerinde belirgilestigi, 2
tanesinde birka¢ ince damarin olustugu ve 2 tanesinde ise ektoplasental kon etrafinda

kan adaciklarmin olustugu gozlenmistir.

4 mikrogram anti FGF-9 varliginda ise 1 embriyoda vitellus kesesi iizerinde ¢ok sayida
damarlarin gelistigi, 1 embriyoda damar agmin olustugu ve yine 1 embriyoda birkac
ince damarin olustugu, 7 embriyoda ise ektoplasental kon etrafinda kan adaciklarinin

olustugu gozlenmistir.



5. TARTISMA VE SONUC

Hem omurgasizlarda hem de omurgalilarda mevcut olan Fibroblast biiylime faktorleri
(FGFs) iizerinde yaklagik 30 yildir yogun bir sekilde calisilmaktadir. Calismalarin
biiyiik ¢ogunlugu FGF’lerin molekiiler yapisim1 ve biyolojik Ozelliklerini anlamaya
yonelik olarak yapilmistir. Bu calismalar sonucunda FGF’lerin embriyonik ve fetal
gelisimde, damarlanmada, yara iyilesmesinde ve kanser olusumu i¢in ilk adimda, yeni
doku olusumunda ve sekillenmesinde, yangida, sinirsel korumada, hiicre cogalmasinda,
gociinde, yuvalanmasinda ve tiimor gelisimi gibi bircok ©nemli biyolojik siirecin
diizenlenmesinde etkili oldugu ortaya konmustur. (3, 5-8). FGFs omurgalilarda bir¢ok

organin indiiklenmesinden, daha sonraki gelisiminden ve diizenlenmesinden sorumludur
).

Giiniimiize kadar FGF ailesine mensup toplam 23 iiye kesfedilmistir. Bu iiyelerden
birisi de FGF-9’dur. FGF-9 da FGF ailesine mensup diger iiyeler gibi biyolojik
siireclerde oldukc¢a etkilidir. Yetiskin dokularda potansiyel bir mitojen olarak gorev
yapar. Ozellikle sinir hiicrelerinin varliginin devamimda 6nemli bir rol oynar (7).
FGF-9’un kemik gelisiminde, merkezi sinir sisteminin aktivasyonunda, akciger
gelisiminde, testis gelisiminde, prostat gelisiminde, uterus ve ovaryum gelisiminde

etkili oldugu bildirilmektedir (2, 17-19).
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Calismada kullandigimiz anti FGF-9 monoclonal 6zellikte olup sadece FGF-9 ile
reaksiyona girer ve FGF-9’un biyolojik aktivitesini notralize eder. FGF-9’un
ozelliklerini ve etkilerini anlamaya yonelik yapilan degisik caliymalarda rahatlikla

kullanilabilir (16).

Embriyo kiiltiirii teknigi giiniimiizde teratojenik ve toksikolojik arastirmalarda, klinik
arastirmalarda, embriyonun gelisimi {izerinde etkili olan hormonlar ve biiyiime
faktorlerinin  etkilerinin incelenmesinde ve embriyo metabolizmast ile ilgili
arastirmalarda kullanilmaktadir. In vitro embriyo kiiltiirii; embriyonik biiylime igin
gerekli olan etkenlerin tanimlanmasinda, teratojenlerin ve toksik ajanlarin embriyonik
gelisim {izerine etkilerinin incelenmesinde ve visseral vitellus kesesi Kkiiltiiriinde

kullanilmaktadir (28, 33).

Yaptigimiz calismada, embriyolarin gelisim diizeylerini degerlendirebilmek icin Van
Meale-Fabry ve arkadaglar1 tarafindan gelistirilen ve 17 parametre ihtiva eden toplam
morfolojik skorlama yontemini kullandik. Elde ettigimiz veriler gostermektedir ki;
normal sican serumunda kiiltiire edilen embriyolarin gelisim diizeyleri in vivo sartlarda
yetisen embriyolar ile biiyiik benzerlik gostermektedir. Farkli dozlarda anti FGF-9 ilave
ettigimiz kiiltir ortaminda yetisen embriyolarda ise belirgin bir gelisim geriligi
gozlendi. Bu gelisim diizeyindeki gerileme kiiltiir ortamia ilave edilen anti FGF-9
miktarma bagh olarak degismektedir. Ilave edilen doz arttikca gelisim gerilemektedir.
En az gelisim gosteren grup embriyo basia 4 mikrogram anti FGF-9 ilave ettigimiz
grupta goriildii. Kontrol grubuna ait morfolojik skor 59.6+0.51 iken deney gruplarina
(1,2 ve 4 mikrogram anti FGF-9/ embriyo) ait degerler sirasiyla 43.714.94; 42.4+13.52;
29.2+10.97°dir.

Brown ve Fabro (34) yaptiklar1 calismada Yolk sac ¢apmin 11,5 giinliik embriyolarda
4.6+0.1mm olarak bildirilmektedir. Calismamizda kontrol grubunda 5.6+0.3mm iken 4

mikrogramlik grupta 4.8+0.3mm tespit edildi.

Embriyo kiiltiirii ile ilgili yapilan caligmalarda 11.5 giinliik sigan embriyolarinda kontrol
gruplarina ait somit sayilar1 27.7#0.3 (34), 24.2+0.7 (28), 26.5+0.5 (35) olarak
bildirilmektedir. Caligmamizda ise kontrol grubuna 21.2+2 iken, 1,2 ve 4 mikrogramlik

deney gruplarinda sirasiyla 19.9+1.5, 1844 ve 15.4+1.8 olarak tespit edildi.
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Kiiltiire edilen 11.5 giinlik sican embriyolarinin bas-ki¢ uzunlugu hakkinda
kaynaklarda 2.8+0.11 (28) ile 3.6+0.06 (34) arasinda degisen rakamlar verilmektedir.
Calismamizda ise kontrol grubu 5.4+0.18 iken 4 mikrogramlik deney grubunda 4.6+0.4
olarak tespit edildi. Caliymalar arasinda goriilen farkliliklar caligmalarda kullanilan
sican tiirlerinin farkhiligindan, caligma ortaminin farkhiligindan ve calismayr ve

skorlamay1 yapan kisilerin farkliligindan olabilir.

Sonug olarak sunu diyebiliriz ki, anti FGF-9 ilave edilen sican serumunda kiiltiire edilen
embriyolarin gelisim diizeyleri normal sican serumunda kiiltiire edilen embriyolara gore
gerilemektedir. Bu gerileme toplam morfolojik skorda cok bariz olarak goriiliirken,
morfolojik skorlama yonteminde kullanilan parametreler tek tek ele alindiginda bazi
parametrelerde daha az gerileme goriiliirken bazi parametrelerde daha belirgin
gerilemeler goriilmektedir. Kiiltiir ortamina ilave edilen anti FGF-9 miktar1 arttikca

gerileme ¢ok daha bariz olarak goriilmektedir.

Anti FGF-9’u Kkiiltiir ortamina ilave ederek FGF-9’un notralizasyonu gerceklestirmek
suretiyle yaptigimiz bu c¢alismada, anti FGF-9’un in vitro embriyo Kkiiltiirii izerindeki
etkisini direkt olarak gozlerken ayn1 zamanda FGF-9’un embriyo gelisimi {izerindeki

etkisini de dolayli olarak inceleme imkan1 bulduk.
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