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in vitro rat embriyo kiiltiirii ve uygulama alanlari
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in vitro kiiltiir sistemlerinin 6nemi

Geride biraktigimiz asrin bilhassa son 20-30 yili
iletisim ve uzay teknolojisi bagta olmak lzere tek-
nolojinin her alaninda bag donduricu hizdaki
gelismelere taniklik ederken, tip alaninda da gerek
Kiinik gerekse Klinik oncesi  branglarda yapilan
arastirmalar, mevcut bilgi birikimini her gegen yil ne-
redeyse iki katina gikaracak bir hizda ilerledi.

Geligen teknoloji insanlarin  hayatini  ko-
laylastirirken, bu teknoloji tretilirken ortaya gikan yan
granler, biyolojik ve kimyasal atiklar, zehirli gazlar ve
diger zararli gevresel etkenler insan saghgni olum-
suz yonde etkileyen yeni ekolojik sartlart da be-
raberinde getirdi. Bu olumsuzluklar sadece o or-
tamda yasayan bireylerin saghgini tehdit etmekle
kalmayip ayni zamanda anne karninda gelismekte
olan embriyo veya fétus tizerinde de istenmeyen et-
kiler yaparak 6limine, hasta veya sakat dogmasina
sebep olmaktadir.

Konjenital malformasyonlar olarak adlandiriian bu
sakatliklar gegen yuzyiin baglarinda gogunlukla ge-
netik sebeplere baglaniyordu. Embriyonik ve fotal
zarlar (amnion ve koryon), anne karin duvari ve ute-
rusun embriyoyu disaridan gelecek zararlara karsi
koruyan gegilmez bir bariyer olduklar inanci
yaygindi. 1941'de Gregg'in rubella virisinan insan
embriyosu geligiminin kritik doneminde konjenital
malformasyonlara sebep olabilecegini gostermesi (1)
ve bunu takiben diger cevresel etkenler ve far-
makolojik ajanlarin (Thalidomit vb) (2) dogumsal de-
fektlere yol agabileceginin gosterilmesi "Teratoloji Bi-
limi" nin dogmasina yol acti. Teratoloji bilimi kisaca,
dogum oncesi gelismeye etki eden konjenital mal-
formasyonlarin sebeplerinin ortaya gikariimasi olarak

tamimlanabilir.  Teratojenler de konjenital mal-
formasyonlarin olugsmasini saglayan veya olusma
olasihigini artiran ajanlar olarak tarif edilebilir.

Daha onceki galigmalar insan anomalilerinin % 7-
10'unun cevresel faktorlere (ilaglar, iyonize rad-
yasyon, bazi endustriyel kimyasallar ve toksik ajanlar
vb) bagl oldugunu gostermistir (3). Ayni zamanda to-
xoplazma gondii, rubella virisu ve sitomegaloviris
gibi baz! enfeksiyon ajanlannin da malformasyonlara
sebep oldugu ortaya gikanimistir. Bu tip teratojen
ajanlarin veya potansiyel teratojenlerin etkilerinin
insan gebeligi esnasinda ve insan embriyosu Uzerinde
calisiimas: etk agidan kabul edilemez oldugu igin,
hayvan modellerinin farmakolojik maddeler ve diger
ajanlann  embriyo  {zerindeki toksik etkilerinin
arastinimasinda kullaniimasi ¢ok onemli hale gelmistir.

Embriyonik gelismenin en  kritik donemi, te-
ratojenlerin  buytk olasilikla malformasyona yol
actiklari dénem olan ana organ taslaklarinin gelistigi
dénemdir (insanda 15-60., ratlarda 9.5-11.5. gunler
arasi). Daha erken donemlerde bir teratojene maruz
kalmak gebeligin sonlanmasina sebep olurken, daha
ge¢ donemlerde ana organ sistemleri sekillenmis
oldugu icin teratojenlere maruz kalma; ya fizyolojik
anomalilere veya organlarda fonksiyon bozukluguna
sebep olacaktir. ilaglarin ve potansiyel teratojenlerin
etkilerinin daha ©énceden saptanabilmesi ve
dogumsal malformasyonlarin etiyolojisinin
aydinlatilabilmesi amaci ile uzun yillar deneysel hay-
van ¢alismalari énem kazanmig ve bu amacla in vivo
(canhda) ve in vitro (organizma disinda) galigmalar
es zamanli olarak yuritilegelmistir.

Memeli gelisimi sirecinde bitin ana organ sis-
temleri embriyonun  uterus  duvarina  imp-
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lantasyonundan sonra sekillenmeye bagladigindan
dolay! embriyo (izerinde bu asamada yapilabilecek in
vivo galigmalar oldukga sinirli olmaktadir. Cankd bu
dénemde embriyo endometriyum igine implante
oldugu igin net olarak izlenememekte, amnioskopi,
radyolojik metotlar ve ultrasonografi ile incelemek
igin gok kuglk olmaktadir.

Diger taraftan in vitro embriyo kiltird, erken
dénem memeli embriyosu geligiminin anneye ait
faktorlerin - gesitliliginin  etkilerinden uzaklagtinimig
olarak incelenmesine, bilhassa ajanlarin direkt et-
kilerinin maternal sistem tarafindan degigtirilenlerle
ayirt edilerek caligilabilmesine olanak vermektedir.
Ayrica in vitro embriyo kGltGru aragtirmaciya, organ
gelisimi  slrecindeki  embriyonun bliylmesi
esnasindaki degisikliklerin strekli
gbzlemlenebilmesine ve kiltir ortamina ilave edilen
potansiyel teratojenlerin ve bazi farmakolojik ajan-
larin bu ddnemde embriyonik blylime ve gelisme
Uzerine etkilerinin eg zamanl takibine olanak ver-
mesi agisindan da 6nemlidir. Buna ilave olarak, nor-
mal embriyonik bilyime ve geligmeyi etkileyen hor-
monlar ve biyiime faktorleri ile bunlar arasindaki
iligkilerin molekuler ve reseptor etkilegimi dizeyinde
incelenmesine olanak veren bu sistem ile normal
biyimenin  mekanizmasinin  da  aragtinimasi
saglanabilmekte ve bu sayede anormal gelismenin
etiyolojisinin anlagilabilmesinde kolaylik saglayacak
veriler elde edilebilmektedir.
in vitro kiltir sistemlerinin tarihgesi
implantasyon sonrasi embriyo kaltdri denemeleri
1930’'larda baslamasina ragmen 1960 yilindaki ta-
lidomit faciasina kadar yaygin hale gelmemigti. ilk
denemelerde Waddington ve Waterman (4) tavsan
embriyolarini  plazma pihtisi  zerinde 6-9 somit
asamasina kadar biyGtmasler, bunu Nicholas ve
Rudnick’in heparinize edilmig rat plazmasinda rat
embriyolarini  kiiltir etmeleri izlemigtir (5, 6).
1960’lara kadar kayda deger bir gelisme olmamis,
1964’te New ve Stein (7), 9-10 gunlik rat emb-
riyolarini plazma pihtisinda kiltire edip iyi bir emb-
riyonik gelisme gézlemlemeleri  bu alandaki
calismalara hiz kazandirmigtir. 1966'da New (8), rat
embriyolarinin rat serumunda plazma pihtisinda
oldugu kadar iyi biyiyebildigini gostermig ve bunu
takiben New ve arkadaglari Cambridge’'de bu teknigi
gelistirmiglerdir.
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Diger bir ok aragtrmacinin da benimsedigi ve
calismalarinda  kullandii rat embriyosu klltaru
teknigi (9), embriyolarin in vitro ortamda uterus
icinde  oldugu  kadar  cabuk bayimesini
saglamaktadir (10). ,

Ginumiizde bu teknik klinik, toksikolojik ve te-
ratojenik arastirmalarda, embriyo gelisimini etkileyen
hormonlar ile biytme faktorlerinin etkilerinin ve etki
mekanizmalarinin incelenmesinde ve embriyo me-
tabolizmasi ile ilgili aragtirmalarda yaygin olarak kul-
lanimaktadir.  Sadece bu konuya &zel olarak
1997'de lisrailde "Vertebralilarin Embriyo Kulturd"
isimli  uluslararasi  sempozyumlann  besincisi
dizenlenmigtir.

Yine index medicus'ta yaptigimiz taramalarda
embriyo kiiltrd ile ilgili kargimiza 20 binin Uizerinde
calisma gikmakta ve bunun yaklagik 3 bininde rat
embriyo kiltariinan kullanidigini gormekteyiz. Bu
calismalarda da agirhin, embriyo bluylme ve
gelismesine etki eden hormonlar ile bayume
faktorlerinin arastinimasi ve yine toksikoloji / teratoloji
calismalarinda oldugu goérilmektedir. Dolayisiyla
kiresel kirlenmenin ve potansiyel teratojenlerin hizla
arthdi diinyamizda, bilimsel popularitesini arttirarak
devam ettiren bir metot olan rat embriyo kitirani
kisaca tammlamaya ¢aligacagiz.
iIN VITRO RAT EMBRiIYO KULTURU ME-
TODU
a) Deney hayvanlarinin se¢imi ve ciftlestiriimesi
Agirfig 150-200 gr arasinda degisen Wistar ratlarin
(Rattus Norvegicus) 21°C ve 12 saatlik aydinhk / ka-
ranlik ortaminda su ve besin gereksinmeleri saglanir.
Bir erkek ve bir disi rat aksam saatlerinde ciftlegme
kafesine konularak gece birarada birakilir ve ertesi
sabah kafesin altindaki tepside vajinal plak varligi
veya vajinal smearda sperm saptanirsa giftlesmenin
gece yarnisi civarinda oldugu digandldp o ginin ogle
saati disinin 0.5 giinlik gebe oldugu varsayilarak disi
ayri bir kafese alinip 9 guin burada tutulur.

b) Serum hazirlanmasi

Erkek veya digi Wistar ratlar 6zel olarak hazirlanan
anestezi kutusunda dietileter ile anestezi edildikten
sonra goz kirpma refleksinin kaybolmasina bakilarak
anestezinin tamamlandigina karar verilir.  Daha
sonra kutudan gikartiip sirt Usti yatinlan ratiarnn
karin én duvan % 70'lik etanol ile silinerek taylerin
kontaminasyonu &nlenir. Bunu takiben pubis
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zerinden her iki kaburga yayina dogru iki insizyon
yapilarak karin 6n duvari derisi ve kaslar V seklinde
kaldirihir ve karin ici organlar sol tarafa yatinlarak ab-
dominal aortadan steril bir sinnga ile maksimum
diizeyde kan alinir (Sekil 1). Vakit gegirmeden da-
kikada 3000 devirle dénen santrifijde 5 dakika
stireyle dénderilmek suretiyle serum ayrilarak protein
inaktivasyonu igin (antijenik ozelliklerini kaybettirmek
amactyla) 57°C lik su banyosunda 30 dakika bek-
letilir.  Gelisebilecek olasi enfeksiyonlar dnlemek
amaciyla da bu kultar sivisina penisilin 100 1U/ml ve
streptomisin  100pg/ml  eklenerek  kultlr ortami
hazirlanir. Hazirlanan serum -20°C de dondurulup
bekletilerek kullanilacagi zaman gikariip su ban-
yosunda 37°C ye getirilir.

c) 9.5 giinliik rat embriyolarinin eksplantasyonu
Gebeliklerinin 9.5 uncu guniinde disi ratlarin karin 6n
duvari anestezi altinda agilip daha dnce tarif edildigi
sekilde kanlari alinarak serum hazirlanmasinda kul-
laniir. Daha sonra igerisinde embriyo iceren ve
sayilari 8-15 arasinda degigen keselerin olusturdugu
uterus diseke edilerek (Sekil 2) bu keseler tek tek ke-
silip steril 37°C Hank dengeli tuz solisyonu igeren
petri kaplarina alinir. Daha sonraki iglemler "lamin-
air flow" kabin icerisinde ve mikroskop altinda
gergeklestirilir. Burada steril "Jewellers" forseps kul-
lanilarak uterus kas tabakasi ve desidua gikartilip,
desidua ikiye ayrilarak bir ylizinde yerlegmis olan ve
bu asamada sadece yaklagik 1 mm boyundaki emb-
riyo zarar vermemeye 6zen gosterilerek alimir (Sekil
3a, b). Kemirgenlere has bir yapi olan ve uterus
icerisinde antijenlere karsi bir bariyer 6zelligi tagiyan

Sekil 1. Ratlardan serum hazirlanmak uzere ab-
dominal aorta‘’dan kanin alinmasi.
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Reichart zar da ayrilarak embriyo kiitire hazir hale
getirilir (Sekil 4a, b). Bu asamada rezorbe olmus,
gelisimi geri ya da anormal gérinimlU oldugu sap-
tanan embriyolar ¢aligmalara dahil ediimez.

d) 9.5 giinlilkk rat embriyolarinin kiltari: Eks-
plantasyonu takiben embriyolar 50 ml lik steril cam
siselere 1 embriyo/i ml serum olacak gekilde
yerlestirilip sigenin agzi plastik tipa ile kapatiimadan
dnce %5 02, %5 CO2, %90 N2 gaz karigimi ile 1 da-
kika stre ile gaz verilir ve bdylece embriyolarin ok-
sijen gereksinimleri kargilanmig olur. Agzi kapatilan
kiltur siseleri 37°C sabit kabin 1sisina sahip bir
inkiibatérde dakikada 30-40 devirle donen tlpler
tizerine yatay olarak yerlestirilir (Sekil 5). 24 saat
sonra embriyolara, oksijen konsantrasyonu %20’ye
cikanlip azot igerigi %75'e duslrilen ve kar-
bondioksit orani sabit kalan gaz kangimiyla 1 dakika
gaz verilerek yeniden inkibatore konulur. Emb-
riyolarin morfolojik degerlendirmelerinin yapilacag!
son giin ise 44. saatte embriyolara oksijen kon-
santrasyonu %40'a gikarlip azot igerigi %55'e
dusurilen gaz karigimi verilir ve kiltir suresi 48 saat
olunca embriyolar morfolojik olarak degerlendirilir.

e) Morfolojik degerlendirme ve protein analizi
1981'de Brown ve Fabro tarafindan yayinlanan (11)
ve 1990'da Van Maele Fabry tarafindan gelistirilen
(12) bir sistem ile 11.5 ginlik gebelik donemine
denk gelen 48 saat kiltar sonrasinda embriyolar
Hank dengeli tuz solisyonu igeren petri kabina
alinarak morfolojik agidan 17 parametre ile mik-
roskop altinda degerlendirilir. Bu iglem esnasinda
yolk sak damarlanmasi, allantois geligimi, emb-

Sekil 2. 9.5 gunluk gebe ratlardan uterusun diseke
edilmesi.
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Sekil 3. 9.5 giinliik gebe ratlardan diseke edilen; a- uterusun kas tabakasi ile saril,  b- desidua icerisinde tek

bir konseptusun goérindsd. X20 bdydtme.

riyonun fleksiyonu, kalp gelisimi, néral tip kuyruk
kisminin geligimi, 6n, orta ve arka beyin gelisimi,
g6z, kulak, burun ve yutak kavislerinin geligimi, ma-
xilla ve mandibula gelisimi, 6n ve arka ekstremite to-
murcuklannin geligimi, somit sayisi, yolk sak ¢api ve
tepe-kic mesafesi olgiilerek degerlendirilir (Sekil 6,
7). Daha sonra embriyo ve yolk saklar epindorf
tiiplere konularak 1951’de Lowry (13) tarafindan

Sekil 4. 9.5 glnlik gebe ratlardan diseke edilmis

embriyolarin: a- Reichart zarindan ayriimis,

b- bu zar ile gevrili gbrantisd. X60 bayttme

gelistirilen protein dlgim metodu ile 750 nm dalga
boyunda spektrofotometre ile Olgim yapilir.
Sonuglar istatistiksel olarak analiz edilir.

iN VITRO RAT EMBRIYO KULTURUNUN
UYGULAMA ALANLARI

A) Normal embriyonik biyime ve gelisme
icin gerekli faktérlerin tamimianmasi

Bu konuda son yillarda, blyime ve gelismeye
etki eden hormonlar ve biyime faktorleri ile bunlarin
etki mekanizmalar ve reseptor dizeyindeki et-

=t

Sekil 5. Sekil 5: Kabin 1s1si 37°C ye ayarlanan ve da-
kikada 30-40 devirle dénen tiplerden olusan
bir embriyo kdiltar cihazi.

=BD u
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Sekil 6. Yolk sak ile cevrili 11.5 glnlik bir rat emb-
riyosunun 48 saat in vitro Kdltird takiben
X25

géruntisd. YD-Yolk sak damarlari.

blyuatme.

kilesimleri inceleyen c¢ok sayida calisma bu-
lunmaktadir. Ornek verecek olursak; prolaktin (14-
16), plasental laktojen (17), insulin (18), IGF-1 ve I
(19, 20), EGF (21-23), FGF, PD-ECGF ve VEGF
(24, 25), anjiyotensin 1l (26) gibi hormon ve biyime
faktérlerinin  in vitro kOltdr ortaminda embriyo
blylime ve gelismesi Uzerindeki doz bagiml etkileri
gosterilmigtir.

Prolaktin hormonunun embriyoda organogenezis
Uzerine etkisini dlgmek igin bizim yapmig oldugumuz
bir caligmada rat serumu 30 kDa Gstu (retenate) ve
30 kDa alti (filtrate) fraksiyonlarina ayrildi ve yluksek
molekul agirhkli fraksiyona rat prolaktin hormonu
ilave edilerek (0.4-25.6 ng/ml) gerek bu fraksiyonun
tek basina ve gerekse prolaktin ilave edildiginde
embriyo blyime ve gelismesi Uzerine etkileri in-
celendi. Retenate icerisinde kultiru yapilan emb-
riyolarda, normal rat serumunda biylyenlerle
karsilagtinidiginda butin parametrelerde (morfolojik
skor, yolk sak c¢api, tepe-ki¢ mesafesi, somit sayisi,
embriyo ve yolk sak protein igerikleri) istatistiksel ola-
rak anlamli blyime geriligi saptanirken, prolaktin
hormonu ilavesi tim parametrelerde buylmeyi
arttirdi. Daha sonra insan ve koyun prolaktini ile ayni
calisma tekrarlandi ve tirler arasinda prolaktinin et-
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Sekil 7.

11.5 gdnlik bir rat embriyosunun 48
saat in vitro kuitdra takiben yolk sak ke-
sesi ayrildiktan sonra sol yan bakidan
goruntisd. Kt- kulak tomurcugu, Gt-
Goz tomurcugu, Yk- Yutak kavisleri, K-
Kalp, S- Somitler. X25 buyttme.

kilerinde farkhliklar gozlendi (15). Bu calismanin
devami niteliginde bir baska cgalismada ise pro-
laktinin bu etkisini IGF’ler Uzerinden yaptid: gosterildi
(186).

Ayrica embriyo kdltdra, hormonlarin ve blyime
faktorlerinin etki mekanizmalarinin aydinlatiimasinda
reseptor etkilegimleri arastinlirken,
immunohistokimya ile de birlikte galisilabilen bir me-
totdur. Cowley ve Pratten (20) insllinin ve IGF-I in,
Andrews ve ark., (27) EGF in, Cumberland ve Prat-
ten (28) transferrin’in, visseral yolk saktan alinimini
ve taginmasint  imminohistokimyasal  olarak
gostermiglerdir.

Biz de prolaktinin embriyo gelisimi Uzerine et-
kilerini gbzlemledikten sonra, embriyoda erken organ
gelisimi déneminde prolaktin reseptorleri varligini in-
celemek lzere imminohistokimyasal metottan fay-
dalandik. Bu g¢aligma igin Wistar ratlar, gebeliklerinin
prolaktinin anne serumunda arttigi 11.5 ve 18.5 uncu
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gtinlerinde dekapite edilerek, hipofiz bezleri ve beyin
dokular  cikartildi. Kullanacagimiz  metodun
guavenilirligini test  etmek icin yaptigimiz
immiinohistokimyasal analizde kontrol olarak kul-
lanilan beyin dokularinda immunfloresan boyanma
gozlenmezken, hipofiz kesitlerinde anti-prolaktin an-
tikorlar igin yogun boyanma godzlendi. Bu sekilde
metodun guvenilirligi test edildikten sonra, rat emb-
riyolarimin prolaktin iceren ve icermeyen ortamlarda
zaman ve sicaklik farkliiklarinin da etkisi arastirilacak
sekilde kultarii yapidi ve bunu takiben OCT
icerisinde sivi nitrojen yardimiyla dondurulan do-
kulardan Cryostat ile 6-8um kalinhginda kesitler
alindi. Standart immun floresan teknik uygulanarak,
rat prolaktin hormonunun dokularda immun floresan
ve konfokal mikroskoplarla goérintilenmesine
caligildi. Prolaktin ile inkilbe edilmeyen embriyonik
dokularda ve yolk sakta immun floresan boyanma
gdzlenmezken, inkiibe edilenlerde anti prolaktin an-
tikorlar igin yogun boyanma gozlendi. Prolaktinin
yolk saktan alinarak embriyoya gegiginin zaman ve
1s1 bagimii oldugu da bu galismada tesbit edildi (29).

B) Toksik, teratojen ajanlar ve ilaglarin or-
ganogenezis déneminde embriyo biyime ve
geligmesi iizerine etkileri

Teratojenlerin, toksik maddelerin, cevresel ajan-
larin ve ilaglann etki mekanizmalarinin
arastinimasinda in vitro embriyo KaitGra oldukca
onemli bir yere sahip olup, gerek bilinen .te-
ratojenlerin etki mekanizmalarinin aydinlatiimasi, ge-
rekse potansiyel teratojenlerin ortaya ¢ikariimasi ko-
nularinda gok sayida arashrma yapilmaktadir. Bu
calismalara bir kag drnek verecek olursak: etanolin
etkileri (30), aspirin ve deriveleri ile (31-33), salisilik
asit (34), valproat (35, 36), bromohidrokinon (37), re-
tinoik asit ve vinkristin (38), kas gevseticiler (39),
beta blokiirler (40), Edoferon (41) gibi ilaglarin, nitr6z
oxit, halotan, isofloran ve enfloran gibi anestezik
ajanlann (42) etkileri incelenmigtir.  Ayrica son
yillarda, gevresel ajanlardan inorganik arsenikin (43),
kafeinin (44), triklor etilen, tetraklor etilen ve me-
tabolitlerinin ~ (45), endlstride  kullamilan  kim-
yasallardan kursun, kadmiyum, 1-, 2- dikloretan ve
karbon disiilfitin (46), klorakin ve derivelerinin (47),
metanol ve formik asitin (48-50) embriyo geligimini
olumsuz etkiledikleri ve gesitli malformasyonlara yol
actiklan gosterilmistir.  Bunlardan bagka, spontan
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disik oykiisi olan kadinlarin serumlarindan elde
edilen teratojenik IgG'nin embriyo klltirinde emb-
riyo gelismesi (zerine olumsuz etkileri gozlenmis ve
mekanizmalan aragtinimigtir.  Yine spontan distk
riski olan kadinlarin serumunda (51, 52) veya noral
tiip defektli fotusu olan gebelerin serumlarinda (53)
kaltirt yapilan embriyolarda gelisme gerilikleri ve bir
takim malformasyonlar gézlenmisgtir.

Teratoloji calismalari ile ilgili olarak yaptigimiz bir
calismada Ulkemizde ve tim dinyada yaygin olarak
kullanilan ve bazen de gebelikte bilingsizce kul-
lanilabilen aspirinin embriyo gelisimi Gzerine etkisini
inceledik. Bu galigma igin rat serumuna degigik kon-
santrasyonlarda (0.1-0.6 mg/ml) asetil salisilik asit
ilave edildi ve bu embriyolarda 0.3 mg/ml dozdan iti-
baren tim biliylime ve gelisme parametrelerinde ge-
rileme ve buna ilave olarak degisik malformasyoniar
gdzlendi. Bu galisma daha sonra genigletilerek sod-
yum salisilat ve salisilik asitin etkileri ve her Gg¢ ajanin
etkilerinde serbest oksijen radikallerinin  roll
aragtinlarak kargilastinldi ve serbest oksijen ra-
dikallerinin aspirin ve derivelerinin embriyotoksik et-
kilerinde roll olabilecedi sonucuna varildi (33).

C) Visseral yolk sak killtiirii

ingiltere Leicester Universitesi Anatomi béliminde
1986 da gelistirilen bu metot (54, 55) normal 48 saat
kaltari yapilan embriyolarin kaltdr stresinin 7 gin
daha uzatilarak 18.5 gine tamamlanmasi seklinde
kisaca tarif edilebilir. Bu periyotta her bir kiltar
sisesine 3 embriyo konulur ve kiltir sivisi iki ginde
bir yenilenerek 11.5 uncu gun ve takip eden
giinlerde embriyolara, her bir embriyo igin 1.5 ml
serum ve %40 oksijen konsantrasyonu igeren gaz
karigimi verilir. Bu kiltdr periyodu sirasinda emb-
riyolar 12-13. giinde kismen rezorbe olurlarken yolk
sak biylmeye devam ederek yaklagik 2 cm gapa
ulagir ve kiltir sonunda igerisinde yaklagik 1 ml sivi
bulundurur (Sekil 8). Elde edilen yolk sak zarinin
gerek proteinlerin dig ortamdan alinarak transportu,
gerekse amino asit sentezi gibi fonksiyonlar rad-
yoizotop isaretli molekiillerle veya im-
munohistokimyasal olarak caligilabilmektedir. Bu
metotla iyot 125 isaretli bovin serum albuminin (56),
IGF-I in (20) ve prolaktinin (29) yolk sak tarafindan
alinmasi ve iletiimesi mekanizmalar gahigiimigtir.

Yolk sak sivisinin embriyo gelisimi (zerine et-
kilerini inceledigimiz bir ¢alismada in vivo ortamda
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Sekil 8.

17.5 gunlik bir rat visseral yolk sak'inin
normal rat serumu + M199 icerisinde 8
gunlik  kditara  takiben gordntast. X5
buaydtme.

embriyoyu saran bu sivinin (dzellikle 10-30 kDa
molekdl agirhdina sahip fraksiyonunun) embriyonal
gelisme (zerinde istatistiksel olarak anlamli de-
recede etkisi oldugunu gozlemiemis (57) ve daha
sonra bu etkiden sorumlu molekilleri tanimlamaya

KAYNAKLAR

1. Gregg NM. Congenital cataract following German
measles in mothers. Trans. Ophtalmol. Soc. Aust.
1941, 3: 35-45.

McBride WG.  Thalidomide and congenital
normalities. Lancet 1961;16: 1358.

Moore KL, Persaud TVN. Human birth defects. In:
‘The developing human: clinically oriented emb-
ryology’. WB Saunders Company, USA 1993; 142-73.
Waddington CH, Waterman AJ. The development in
vitro of young rabbit embryos. J. Anat. 1933; 7: 355-
70.

Nicholas JS, Rudnick D. Development of rat embryos
in tissue culture. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1934,
20: 656-8.

Nicholas JS, Rudnick D. Development of rat embryos
of egg-cylinder to head-fold stages in plasma cultures.
J. Exp. Zool. 1938,78 (2): 205-32.

New DAT, Stein KF. Cultivation of post-implantation
mouse and rat embryos in rotating tubes. J. Embryol.
Exp. Morphol. 1964; 12 (1): 101-11.

New DAT. Development of rat embryos cultured in
blood sera. J. Reprod. Fertil. 1966; 12: 509-24.

New DAT. Whole embryo culture and the study of
mammalian embryos during organogenesis. Biol. Re-
view 1978; 53: 81-122.

ab-

-65 -

in vitro rat embriyo kiiltiirii ve uygulama alanlari

calismistik (58). Dolayisiyla embriyo Kudltdrdnin
uzatilmasi ile ortaya ¢ikan yolk sak kuitlrd de ileride
pek cok arastirmada bilim adamlarina mode! teskil
edebilecek bir metot olarak kargimiza ¢ikmaktadir.
SONUC

New ve arkadaslari tarafindan gelistirilen rat embriyo
kalturt sistemi deneysel embriyoloji ¢aligmalarinda
gok onemli gelismelere yol agmigtir. Bu sistem ile
bayume faktdrleri ve hormonlarin embriyogenezis
uzerine etkileri ve etki mekanizmalan, alkol, di-
yabetik gebelikler, folik asit eksikligi gibi durumlarin
embriyo geligimi (zerine etkileri galigilabildigi gibi
embriyotoksisite ve teratolojik ¢aligmalar i¢in oldukga
dnemli bir metod olarak kabul edilmektedir.
Tesekkur

Selguk Universitesi Arastirma Fonu tarafindan des-
teklenen bir proje ile alt yapisi tamamlanarak Tem-
muz 1999 tarihinde kurulusu gergeklestirilen ve
Ulkemizde ilk olma &zelligini tasiyan Selguk
Universitesi Tip Fakiltesi Embriyo Kaltir La-
boratuvari, Tark bilim adamlarinin hizmetine su-
nulmus olup, kurulus asamasindaki katki ve
tesviklerinden dolayr Tip Fakultesi ve Selguk
Universitesi yoneticilerine tesekkir ederim.

10. New DAT, Coppola PT, Cockroft DL. Comparison of
growth in vitro and in vivo of post-implantation rat
embryos. J. Embryol. Exp. Morphol. 1976;36 (1):
133-44.

Brown NA, Fabro S. Quantitation of rat embryonic de-
velopment in vitro: a morphological scoring system.
Teratology 1981; 24: 65-78.

Maele GV, Delhaise FF, Picard JJ. Morphogenesis
and quantification of the development of post-
implantation mouse embryos. Toxic. in Vitro 1990; 4
(2): 149-56.

Lowry OH, Rosebrough NJ, Farr AL, Randall RJ. Pro-
tein measurement with the folin phenol  reagent. J
Biol. Chem. 1951, 193: 265-75.

Freemark M, Nagano M, Edery M, Kelly PA. Prolactin
receptor gene expression in the fetal rat. J. En-
docrinol. 1995; 144: 285-92.

Karabulut AK, Pratten MK. Species specificity of
growth promoting effects of prolactin (PRL) during rat
embryogenesis. J. Anat. 1998; 192: 1-12.

Karabulut AK, Layfield R, Pratten MK. The mec-
hanism of growth promoting effects of prolactin in
embryogenesis- links to growth factors. Cells Tissues
Organs (Acta Anatomica) 1999; 164: 2-13.

11.

12.

13.

14.

15.

16.



8.U. Tip Fakdiltesi Dergisi
2001

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

Karabulut AK, Pratten MK. The growth promoting ef-
fects of human placental lactogen and human pro-
lactin in mammalian embryos during early or-
ganogenesis. Acta Anatomica 1995, 152 (4): 299.
Travers JP, Exell L, Huang B, Town E, Lammiman
MJ, Pratten MK et al. Insulin and insulin like growth
factors in embryonic development: effects of bi-
ologically inert insulin (guinea pig) on rat embryonic
growth and development in vitro. Diabetes 1992; 41:
318-24.

Mercola M, Stiles CD. Growth factors superfamilies
and mammalian embryogenesis. Development 1988,
102: 451-60.

Cowley EA, Pratten MK. Processing of fluorescently
labelled insulin and insulin like growth factor-l by the
rat visceral yolk sac. Placenta 1996, 17(5-6): 321-7.
Pratten MK, Brooke AM, Broome SC, Beck F. The ef-
fect of epidermal growth factor, insulin and transferrin
on the growth-promoting properties of serum depleted
by repeated culture of postimplantation rat embryos.
Development 1988; 104: 137-45.

Tebbs CA, Cumberland PF, Pratten MK. The role of
maternally derived epidermal growth factor and the
epidermal growth factor receptor during or-
ganogenesis in the rat embryo. J Anat. 1997;190:
491-503.

Pratten MK The role of exogenous growth-promoting
factors and their receptors in organogenesis. int. J.
Dev. Biol. 1997; 41 (2): 319-28.

Ulger H., Karabuiut AK., Pratten MK. The growth pro-
moting effects of bFGF, PD-ECGF and VEGF on cul-
tured postimplantation rat embryos deprived of serum
fractions. J Anat 2000; 197:207-19.

Ulger H., Karabulut AK., Pratten MK. The growth pro-
moting effects of plateled-derived endothelial cell
growth factor (PD-ECGF) on early embryonic de-
velopment and yolk sac vascularisation. J. Anat.
1997; 191 (1): 142.

Tebbs C, Pratten MK, Broughton Pipkin F. An-
giotensin Il is a growth factor in the peri- implantation
rat embryo. J Anat. 1999;195: 75-86.

Andrews KE, Pratten MK, Beck F. Epidermal growth
factor: pinocytosis and effect on embryonic de-
velopment. Biochem. Soc. Trans. 1887; 15: 820-1.
Cumberland PFT, Pratten MK. Differences in binding
characteristics of rat and human transferrin by vis-
ceral yolc sac placenta. Placenta 1992; 14: 287-307.
Karabulut AK, Uiger H., Pratten MK. Visualisation of
the uptake of prolactin (PRL) in rat embryonic tissues.
Marmara Medical Journal 1999; 12: 11-9.

Kotch LE, Chen, 8Y, Sulik, K. Ethanol-induced te-
ratogenesis: free radical damage as a

possible mechanism. Teratology 1995; 52: 128-36.
Schmid BP, Cicurel L. Application of the post-
implantation rat embryo culture system to in vitro te-
ratogenicity testing. Chem. Toxic. 1986; 24 (6/7):
623-6.

Spezia F, Fournex R, Vannier B. Action of allopurinol
and aspirin on rat whole-embryo cultures. Toxicology
1992; 72 (3): 239-50.

Karabulut AK, Ulger H, Pratten MK. Protection by free
oxygen radical scavenging enzymes against sa-
licylate-induced embryonic malformations in vitro. To-
xicol. In Vitro 2000; 14: 297-307.

- 66 -

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42,

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

A.K.Karabulut

Joschko MA, Dreosti IE, Tulsi RS. The teratogenic
effects of salicylic acid on developing nervous system
in rats in vitro. Teratology 1993; 48: 105-14.

Anwar M, Macvicar J, Beck F. Teratogenicity of valp-
roic acid in rats and humans. Contemp. Rev. Obstet.
Gynaecol. 1990; 2: 5-10.

Klein NW. The use of whole rat embryo cultures to
identify and characterize causes of reproductive fa-
ilure. Int. J. Dev. Biol. 1997; 41 (2): 267-73.

Andrews JE, Rogers JM, Ebron-McCoy M, Logsdon
TR, Monks TJ, Lau SS. Developmental toxicity of bro-
mohydroquinone (BHQ) and BHQ-glutathione con-
jugates in vivo and in whole embryo culture. Toxicol.
Appl. Pharmacol. 1993; 120 (1): 1-7.

Piersma AH, Attenon P, Bechter R, Govers MJ, Krafft
N, Schmid BP et al. Interlaboratory evaluation of
embryotoxicity in the postimplantation rat embryo cul-
ture. Reprod. Toxicol. 1995; 9 (3): 275-80.

Fujinaga M, Baden J, Mazze R. Developmental to-
xicity of nondepolarising muscle relaxants in cultured
rat embriyos. Anesthesiolagy 1992; 76 (6): 999-1002.
Kiug S, Thiel R, Schwabe R, Merker HJ, Neubert D.
Toxicity of beta-blockers in a rat whole embriyo cul-
ture: concentration-response relationships and tissue
concentrations. Arch. Toxicol. 1994; 68 (6): 375-84.
Karabulut AK, Ulger H, Pratten MK. Teratogenicity of
Edoferon Kappa A in cultured rat embryos, dif-
ferences from the original molecule:salicylate, and in-
teraction with the free oxygen radical scavenging enz-
ymes. Anat. Hist. Embriol. 2000;29:363-70.

Mazze RI, Fujinaga M, Rice SA, Harris SB, Baden
JM. Reproductive and teratogenic effects of nitrous
oxide, halothane, isoflurane, and enflurane in Spra-
gue-Dawley rats. Anesthesiology 1986, 64: 339-44.
Tabocova S, Hunter ES, Gladen BC. Developmental
toxicity of inorganic arsenic in whole embryo culture:
oxidation state, dose, time, and gestational age de-
pendence. Toxicol. Appl. Pharmacol. 1996; 138 (2):
298-307.

iwase T, Arishima K, Ohyama N, Inazawa K, Iwase Y,
lkeda Y et al. In vitro study of teratogenic effects of
caffeine on cultured rat embryos and embryonic cells.
J. Vet. Med. Sci. 1994, 56 (3): 619-21.

Saillenfait AM, Langonne |, Sabate JP. De-
velopmental toxicity of trichloroethylene, tet-
rachloroethylene and four of their metabolites in rat
whole embryo culture. Arch. Toxicol. 1995; 70 (2): 71-
82.

Zhao SF, Zhang XC, Zhang LF, Zhou SS, Zhang F,
Wang QF et al. The evaluation of developmental to-
xicity of chemicals exposed occupationally using
whole embryo culture. Int. J. Dev. Biol. 1997; 41 (2):
275-82.

Tagoe CNB, Adjei DO. Effects of chloroguine and its
enantiomers on the development of rat embryos in
vitro. Teratology 1995; 52 (3): 137-42.

Andrews JE, Ebron-McCoy M, Logsdon TR, Mole LM,
Kavlock RJ, Rogers JM. Developmental toxicity of
methanol in whole embryo culture: a comperative
study with mouse and rat embryos. Toxicology 1993;
81 (3): 205-15.

Brown-Woodman PD, Huq F, Hayes L, Herlihy C, Pic-
ker K, Webster WS. In vitro assessment of the effect
of methanol and the metabolite, formic acid, on emb-
ryonic development of the rat. Teratology 1995; 52
(4): 233-43.



Cilt

Sayr :

50.

51.

52.

53.

217

Andrews JE, Ebron-McCoy M, Kavlock RJ, Rogers
JM. Developmental toxicity of formate and formic
acid in whole embryo culture. Teratology 1995; 51 (4):
243-51.

Klein NW, Carey WS, Chatot CL. The use of cultured
rat embryos to detect teratogens in serum from rats,
humans and monkeys. In: In vitro toxicity testing of
environmental Agents. Current and future pos-
sibilities, New Yark, Plenum Press 1983: 209-30.
Anwar M, Macvicar J, Beck F. Evaluation of the te-
ratogenicity of serum from patients with histories of re-
current miscarriages using an in vitro whole embryo
culture technique. Br. J. Obstet. Gynaecol. 1987; 94:
918.

Anwar M, Macvicar J, Beck F. Serum from pregnant
women carrying a fetus with neural tube defect is te-
ratogenic for rat embryos. Br. J. Obstet. Gynaecol.
1989; 96: 33-7.

-67 -

54.

99.

56.

57.

58.

in vitro rat embriyo kiiltiirii ve uygulama alanlari

Dunton A, Al-Alousi LA, Pratten MK, Beck F. The
giant yolk sac: a model for studying early placental
transport. J. Anat. 1986; 145: 189-206.

Pratten MK, Dunton A, Beck F. The "giant" yolk sac: a
model for studying transport across extra-embryonic
membranes. Arch Toxicol Suppl. 1987;11:159-62.
Dunton A, Pratten MK, Beck F. Uptake and digestion
of 125l-labelled bovine serum albumin by the rat vis-
ceral yolk sac cultured in vitro as a closed vesicle.
Placenta 1988; 9 (3): 303-11.

Karabulut AK, Layfield R, Ulger H., Pratten MK,
Analysis of the embryonic growth supporting fractions
of extra embryonic coelomic fluid (EECF). J. Anat.
1997; 191 (1): 140-1.

Karabulut AK, Layfield R, Pratten MK. Growth pro-
moting effects of different fractions of extra embryonic
coelomic fluid (EECF) on embryonic development.
Anat. Hist. Embriol.. 2000; 29: 225-234.





