18

Original Article

Balkan Med J 2011; 28: 18-22 ¢ DOI: 10.5174/tutfd.2009.02019.2
© Trakya University Faculty of Medicine

FGF-9'un In Vitro Embriyonik Gelisim Uzerine Etkileri
The Effects of FGF-9 on In Vitro Embryonic Development
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OZET

Amag: In vitro embriyo kultird teknigi (9.5 ve 11.5 ginlik embriyonik
periyodu kapsar) blyime faktorlerinin embriyo Uzerindeki etkilerinin
calisilabilmesi icin uygun bir metottur. Bu calismada, fibroblast growth
factor-9'un (FGF-9) in vitro sican embriyosu gelisimi Uzerine etkilerini
arastirmayi amacladik.

Gereg ve Yontemler: Wistar albino tirl sicanlardan eter anestezisi altinda
gebelik strecinin 9,5'inci guniinde embriyolar (her gebe sicandan orta-
lama 10 embriyo) alindi. FGF-9'un embriyonik gelisim Uzerine etkisini in-
celemek icin her bir grupta 10 embriyo olmak tizere embriyolar 4 gruba
bslindi. Kontrol grubunda (Grup ) kiltir ortami olarak sadece sican
serumu kullanilirken Grup [I-IV'Un kiiltire edildigi sican serumuna ilave
olarak ml bagina sirasiile 1, 2 ve 4 pgr anti-FGF-9 ilave edildi.

Bulgular: Toplam morfolojik skor kontrol grubunda 59.6+0.51 iken deney
gruplarinda sirasiyla 43.7+1.94, 42.4+13.52 ve 29.2+10.97 olarak bu-
lundu. Morfolojik skorlama sistemine goére toplam morfolojik skor, vitellus
kesesi capi, embriyo tepe-ki¢ uzunlugu ve somit sayisi karsilastinldiginda
deney gruplarinda anlamli bir gerilemenin oldudu tespit edildi.

Sonug: Embriyonik dénemde organizma tarafindan uretilen FGF-9'un
eksikliginde embriyonik gelisim olumsuz yénde etkilenmektedir.

Anahtar Sézciikler: Sican, in vitro, embriyo kilturt, FGF-9, anti FGF-9
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Giris

Cok az miktarlari bile hem in vivo ve hem de in vitro olarak
hiicre aktivitesini etkileyen protein karakterindeki maddelere
biylme faktorleri denir. Blyime faktorleri fonksiyonlarini en-
dokrin, otokrin veya parakrin mekanizmalarla saglamaktadr.
Farkli etkilere (angiogenezis, kemotaksis, hiicre ¢ogalmasi,
fibroblast gégu, yara iyilesmesi ve kollagen yapimi) sahip cok
sayida buyume faktori bulunmaktadir (1).

Blylime faktérleri igerisinde lizerinde en ¢ok ¢alisma ya-
pilan grup Fibroblast Growth Factor (FGF) ailesidir. FGF ai-
lesine ait ilk Uye 1974 yilinda izole edilmistir (2). Glinimiize
kadar FGF ailesine mensup 23 lye tespit edilmis olup bunla-
rin varligi omurgali ve omurgasiz bircok canlida gosterilmis-
tir (3). FGF'ler embriyonik ve fetal gelisimde, damarlanma,

ABSTRACT

Objective: In vitro embryo culture techniques that include between the
9,5 and 11,5 days of the embryonic period could be suitable for study-
ing the effects of growth factors on the embryo. In this study, we aimed
to investigate the effect of fibroblast growth factor-9 (FGF-9) on in vitro
embryonic development in rats.

Material and Methods: The pregnant Wistar albino rats were killed by
ether overdose at 9.5 days of gestation and the embryos (average of 10
embryos from each pregnant rat) were removed from the mother. In order
to assess the effect of the FGF-9 on total embryonic growth, the em-
bryos were divided into 4 groups. The control group (Group |) embryos
were cultured in whole rat serum. Experimental groups (Group II-IV) were
cultured in the presence of 1, 2 and 4 g anti-FGF-9/per ml in whole rat
serum.

Results: Total morphologic score in the control and Groups lI-IV were
59.6+0.51, 43.7+1.94, 42.4+13.52 and 29.2+10.97 respectively. There
was 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.

Conclusions: In the embryonic period, lack of FGF-9, which is produced
by the embryo, could cause embryonic malformations.
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yara iyilesmesi, doku olusumu, yangi, sinirsel koruma, hiicre
cogalmasi, hiicre farklilagmasi, hiicre goci, timér geligimi ve
apoptosis gibi bircok dnemli biyolojik stirecin dizenlenmesin-
de rol almaktadir (4-6). FGF'ler heparin ve diger anyonik mo-
lekillere sikica baglanan polipeptit ailesidir. Bu ylizden bazal
membrana karsi yogun bir affinite gosterir. FGF'ler biyolojik
aktivitelerini Fibroblast Growth Factor Receptér (FGFR) ile
gerceklestirir. Simdiye kadar 4 adet FGFR (FGFR-1, FGFR-2,
FGFR-3 ve FGFR-4) tespit edilmistir (5).

Fibroblast Growth Factor-9 (FGF-9) ilk kez insan glioma
hicre kilturlerinde kesfedildigi icin glia aktivator faktér (GAF)
olarak da bilinir (3, 6). FGF-9 heparin baglayan glikozlanmig
tek bir zincirden ibaret olup agirhigi 27-30 kDa arasindadir (7).
FGF-9 6zellikle FGFR-2 ve FGFR-3 ile baglanti kurarken FGFR-1
ve FGFR-4 ile iliskisi yoktur (8). insan ve sican dokulari Gizerinde
yapilan calismalar FGF-9'un merkezi sinir sisteminde bol olarak
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Uretildigi (3), akciger (4, 9), uterus (10), ve kemik gelisimi (11)
Uzerinde etkili oldugunu bildirmektedir.

Monoclonal antibodiler imminize hayvanlara ait farkli hiic-
relerin flizyonundan olusan hibridomalardan elde edilmekte-
dir. Immiinogen olarak recombinant DNA'lar kullaniimaktadir.
Monoclonal bir antibody olan Anti-FGF-9 uygun dozlarda
verildigi takdirde in vivo ve in vitro sartlarda FGF-9'u bloke
ederek onun biyolojik aktivitesini ortadan kaldirmaktadir (12).

New ve Stein (13) tarafindan 1964 yilinda ortaya konan ve
daha sonra New (14) tarafindan gelistirilen in vitro embriyo kl-
tur teknigi, embriyonik gelisim strecinde etkili olan faktérlerin
ve mekanizmalarin arastinlmasinda, ilaglarin embriyo geligimi
Uzerine etkisinin tespitinde kullanilan bir ydontemdir (15, 16).

Deneysel calismalarda FGF'lerin in vivo ve in vitro kiltir
ortamlarinda bloke edilmesi cesitli gelisim bozukluklarina ne-
den olmaktadir (5). Bu calismadaki amacimiz embriyo kiiltir
ortamina farkl dozlarda anti-FGF-9 ilave ederek FGF-9'un ak-
tivitesini ortadan kaldirmak suretiyle embriyoda meydana ge-
lebilecek gelisim bozukluklarini ortaya koymaktir.

Gereg ve Yontem

a) Embriyolarin elde edilmesi: Calismamiz Erciyes Univer-
sitesi Tip Fakultesi Etik Kurulu tarafindan onaylanmigtir. De-
neysel ve Klinik Aragtirma Merkezinden temin edilen yaklagik
8 haftalik 150-250 gr agirligindaki Wistar albino tird sicanlar-
dan 3 disi ve 1 erkek saat 17.00'de ayni kafese kondu. Sabah
saat 08.00'de erkek sicanlar kafeslerden ayrildi ve disilerden
vaginal smear alinarak mikroskopta incelendi. Smear'da sperm
gorilen iki yada Ug sigan ayn bir kafese alinarak etiketlendi ve
sicanlar 0.5 guinluk gebe kabul edildi (15-17).

Gebeliklerinin 9.5'inci gliniinde disi sicanlarin karin 6n du-
vari eter anestezisi altinda agilarak igerisinde embriyo bulunan
uterus keseleri Hanks dengeli tuz solusyonu bulunan petri ka-
bina konuldu. Her bir gebe sicandan yaklasik 8-13 adet uterus
konseptusu alindi. Bundan sonraki agamalar lamin-air flow ka-
binde, stero mikroskop altinda ve forceps kullanilarak gercek-
lestirildi. Uterus kas tabakasi uzaklastirilarak ortaya cikarilan
decidua ikiye ayrildi. Embriyo bulundugu decidua yarimindan
nazikge cikanldi. Embriyo etrafinda bulunan ve kemirgenlere
has bir yapi olan Reicherts membrani embriyonal kutuptan
yirtilarak cepecevre ayrildi. Béylece kiltir ortamina konacak
embriyolar elde edildi(14) (Resim 1 A-D).

Calismamizda toplam 8 adet disi sicandan elde edilen 80
embriyo eksplantasyon prosedirine tabi tutuldu. Bu embri-
yolardan 15 tanesi iyi gelismedigi icin, 25 tanesi ise diseksiyon
esnasinda yaralandidi igin kiltir ortamina konulmadi. Kalan 40
embriyo calismada kullanild.

b) Kiltir ortaminin hazirlanmasi: Eter anestezisi altinda ka-
rin 6n duvar agilan sicanlarin badirsaklar sag tarafa yatinlarak
pars abdominalis aortae'nin bifurkasyonundan steril bir en-
jektor yardimiyla kan alindi. Alinan kan 3500 devirde 5 dakika
santrifiij edildi. Elde edilen serum, protein inaktivasyonu igin
56°C'lik su banyosunda 30 dakika bekletildi. 0.22 um'’lik filtre-
den siiziildi. Serum igerisine kontaminasyonu engellemek icin
antibiyotik ilave edildi (14).

c) Deney gruplarinin olusturulmasi: Calismamizda 1 kont-
rol ve 3 deney grubu olmak tzere toplam 4 grup olusturuldu.

Kontrol grubuna ait embriyolar, embriyo basina 1ml sigcan se-
rumu icinde kiltire edilirken (Her bir kiltir sisesinde toplam
5 ml serum ve 5 embriyo), deney gruplarinda embriyo basina
1ml normal sican serumuna 1 pgr (Grup 1l), 2 pgr (Grup lll) ve
4 pgr (Grup V), Anti-FGF-9 ilave edildi. Bu islem 2 kez tek-
rarlanarak kontrol ve deney gruplarinda embriyo sayisi 10'a
tamamland..

d) Embriyo kiltur streci: Kiltlr sisesine aktarilan embriyo-
lar igerisinde %5 O,, %5 CO, ve %90 N, bulunan gaz karisimi
ile 1 dakika gazlandi. Agzi kapatilan kiltur siseleri 37°C'lik in-
kiubatore icerisinde dakikada yaklasik 30 devirle dénen tupler
Uzerine yerlestirildi. Eksplantasyondan 24 saat sonra kiltur
siseleri inkiibatorden alinarak igerisinde %20 O,, %5 CO, ve
%75 N, bulunan gaz karigimi ile 1 dakika gazlandi. Embriyolar
morfolojik skorlamanin yapilacagi son gin ise 44. saatte (skor-
lamadan 4 saat 6nce) igerisinde %40 O,, %5 CO, ve %55 N,
bulunan gaz kangimi ile 1 dakika gazlandi. Ugiincii gazlama-
dan 4 saat sonra saat 13.00'de embriyolar kiiltir ortamindan
alinarak Van Maele-Fabry (18) ve ark. tarafindan tanimlanan
yonteme gore skorlamasi yapild.

istatistiksel olarak; 17 parametrenin toplanmasi ile elde
edilen ve embriyo gelisimini iceren Toplam morfolojik skor (vi-
tellus kesesi, allantois, vicut fleksiyonu, kalp gelisimi, neural
tip, 6n beyin, orta beyin, arka beyin, goz, kulak, burun, yutak
kavisleri, maksillar ¢ikinti, mandibular ¢ikinti, 6n ayak tomurcu-
gu, arka ayak tomurcugu ve somit sayisi), vitellus kesesi cap,
embriyonun tepe-kig uzunlugu ve somit sayisi degerlendirildi.

Gruplar arasi istatistiksel karsilagtirmalar Kruskal Wallis tes-
ti ile yapildi. Fark gikan gruplarin ¢oklu karsilagtirmalarinda Tu-
key Testi kullanildi. Gruplardaki doz artisina bagl olarak diger
degiskenlerin karsilastinlmasinda Spearman Korelasyon analizi
kullanildi. p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Bulgular

incelememiz sonucunda vitellus kesesi damarlarinin kont-
rol grubunda pleksus olusturacak sekilde gelisim gosterdigi,
deney gruplarinda ise farkli diizeylerde kan adaciklar tespit
edildi. Resim 2 A-C) Vitellus kesesine ait ¢ap 6lcimlerinde de
kontrol ve deney gruplar arasinda doza bagl olarak anlaml
farklar vardi (Tablo 1).

Kultird yapilan embriyolarin skorlama sonuglarina gére kont-
rol grubuna ait embriyolarda 11.5 giinlik normal embriyonik bir
gelisim gorilur iken farkl dozlarda (1, 2 ve 4pgr) anti-FGF-9
ilave edilerek olusturulan deney gruplarina ait embriyolarda ise
embriyonik gelisimde gerileme oldugu gérildi. Bu gerilemeye
paralel olarak vitellus kesesi (yolk sac) damarlanmasinda da ge-
rileme mevcuttu. Vitellus kesesinden disan ¢ikarllan embriyolar
lzerinde yapilan incelemede deney gruplarina ait embriyolar-
da vicut fleksiyonunun tamamlanmadig, neural tipin bas kis-
minda kapanmanin gerceklesmedidi, kulak tomurcugu ve goz
tomurcugu’nda gerilemeler gérilda (Resim 3 A-C). Toplam mor-
folojik skora ait degerler kontrol grubunda 59.6+0.51 iken de-
ney gruplarinda sirasiyla 43.7+1.94, 42.4+13.52 ve 29.2+10.97
olarak bulundu (Tablo 1). Tepe-ki¢ uzunluguna ve somit sayisi-
na ait veriler Tablo 1'de gériilmektedir. Tablodan da anlasildigi
tzere kiltir ortamina ilave edilen Anti-FGF-9'un miktari arttikca
embriyo gelisimi daha yavas olmaktadr.
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Resim 1. Kiiltiire edilecek embriyonun hazirlanmasi

A: icerisinde embriyo bulunan uterus kesesi, B: icerisinde embriyo bulunan de-
cidua, C: Decidua’dan gikarilan ve etrafinda Reicherts membrani (RM) bulunan

B

embriyo, D: Reicherts membrani ayriimis kiiltiire edilecek embriyo

@é

Resim 2. Vitellus kesesi icerisindeki embriyolar

A: Kontrol grubuna ait vitellus kesesinde damar (D) gelisimi bariz olarak géril-
mektedir, B: 2ugr Anti-FGF-9 ilave edilen deney grubunda kan adaciklari (KA)
gorilmektedir, C: 4pgr Anti-FGF-9 ilave edilen deney grubunda vitellus kesesin-
deki sekil bozuklugu ve kan adaciklar gérilmektedir

C

Resim 3. Vitellus kesesinden cikarilmis embriyolar

A: Kontrol grubuna ait 11.5 giinliik embriyo. Ob: On beyin, Ob: Orta beyin Ab:
Arka beyin, Kt: Kulak tomurcugu, Gt: Géz tomurcugu, K: Kalp, B: 2ugr Anti-
FGF-9 ilave edilen deney grubunda neural tipi (nt) kapanmamis bir embriyo,
C: 4ugr Anti-FGF-9 ilave edilen deney grubunda viicut

Calismadan elde edilen tim degerler ve bunlar arasindaki
istatistiksel iligskiler Tablo 1'de toplu olarak sunulmustur. Tablo-
da da goriuldigu uzere incelenen tum degiskenlere ait ortala-
ma degerler doz artisina bagli olarak azalmaktadr.

Tartisma

Fibroblast biiylime faktorleri, nematodlardan insanlara ka-
dar degisik organizmalarda bulunan bir polipeptid ailesi olup
vertebralilarda simdiye kadar 23 Uyesi tespit edilmistir (4, 19).
FGF'ler omurgalilarin yagam sureclerinin farkli evrelerinde de-
gisik roller tstlenmektedir (20-22). Glia aktivator faktor (GAF)
olarak bilinen polipeptid zinciri ilk kez Miyamoto ve ark. (23) ta-
rafindan cDNA kodlari tespit edildikten sonra fibroblast buyime
faktorlerine benzerliginden dolayi FGF ailesinin 9. tyesi (FGF-9)
olarak isimlendirilmistir. FGF-9 208 aminoasit zincirinden olugan
bir protein olup FGF ailesinin diger tiyeleri ile %30 oraninda ben-
zerlik gosterir. Farkli canlilara ait FGF-9 yapilan %90'dan daha
ylksek oranda yapisal benzerlikler géstermektedir (24, 25).

FGF-9, FGF ailesine mensup diger uyeler gibi biyolojik
sureglerde oldukga etkilidir. Yetiskin dokularda potansiyel bir
mitojen olarak gorev yapar. Ozellikle sinir hiicrelerinin varligi-
nin devaminda 6nemli bir rol oynar (9). FGF-9'un kemik ge-
lisiminde, merkezi sinir sisteminin aktivasyonunda, akciger,
testis, prostat, uterus ve ovaryum gelisiminde etkili oldugu
bildirilmektedir (3, 7, 26). Calismada kullandigimiz anti FGF-9
monoclonal ézellikte olup (SIGMA Uriin kodu: F1672) sade-
ce FGF-9 ile reaksiyona girer ve FGF-9'un biyolojik aktivitesini
nétralize eder. FGF-9'un &zelliklerini ve etkilerini anlamaya yo-
nelik degisik calismalarda rahatlikla kullanilabilir.

Yaptigimiz calismada, embriyolarin gelisim dizeylerini de-
gerlendirebilmek igin Van Meale-Fabry ve arkadaglan (18) ta-
rafindan gelistirilen ve 17 ayr parametre ihtiva eden toplam
morfolojik skorlama yoéntemini kullandik. Elde ettigimiz veri-
ler géstermektedir ki; normal sican serumunda kiltire edilen
embriyolarin gelisim diizeyleri in vivo sartlarda yetisen embri-
yolar ile biyik benzerlik géstermektedir. Farkli dozlarda anti
FGF-9 ilave ettigimiz kiltir ortaminda yetisen embriyolarda ise
belirgin bir gelisim geriligi gdzlendi. Bu gelisim dizeyindeki
gerilemenin kiltir ortamina ilave edilen anti FGF-9 miktarina
bagli olarak degistigi ve en fazla gelisim gerilemesinin embriyo
basina 4 pgr anti FGF-9 ilave ettigimiz grupta oldudu tespit
edildi. Kontrol grubuna ait morfolojik skor 59,6+0,51 mm iken
deney gruplarina (1, 2 ve 4 pgr anti FGF-9/ embriyo) ait deger-
ler sirasiyla 43.7+1.94, 42.4+13.52 ve 29.2+10.97 mm’dir.

Brown ve Fabro (27) yaptiklan galismada Yolk sac capinin
11.5 glinlik embriyolarda 4.6+0.1mm olarak bildirilmektedir.
Ulger ve Pratten (15) 3.35+0.06 mm, Karabulut, Ulger, ve Prat-
ten (28) 3.41+£0.07 mm olarak bildirmektedir. Calismamizda
kontrol grubunda 5.6+0.37 mm iken 4 pgr'lik grupta 4.7+0.17
mm olarak tespit edildi.

Embriyo kiltird ile ilgili yapilan calismalarda 11.5 giin-
lik sican embriyolarinda kontrol gruplarina ait somit sayilar
25.5+0.8 (28), 26.5+0.28 (15, 17), 27.7+0.3 (27), olarak bil-
dirilmektedir. Calismamizda ise kontrol grubuna 21.2+2.04
iken, 1, 2 ve 4 ugr'lik deney gruplarinda sirasiyla 19.9+1.52,
18+4.16 ve 15.4+1.89 olarak tespit edildi.
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Tablo 1. Anti-FGF-9'un embriyonik biiylime ve gelisim lizerine etkisi

Kontrol 1 p/ embr 2 p/ embr 4 u/ embr p
Toplam morfolojik skor X+SS 59.6+0.51 43.7+1.94 42.4+13.52 29.2+10.97
Ortanca 602 43.5° 48.5° 25.5b <0.001*
Min-max 59-60 41-47 23-57 19-50
Vitellus kesesi ¢api X=SS 5.6+0.37 5.47+0.53 4.88+0.32 4.7+0.17 <0.005
Ortanca 5.52 5.6° 4.7° 4.7b
Min-max 5.72-6.25 4.78-6.17 4.60-5.50 4.50-5.20
Tepe-Kig uzunlugu X+SS 5.48+0.18 5.00+0.69 4.6+0.46 4.34+0.29 <0.005
Ortanca 5.52 5.0%® 4.5k 4.4°
Min-max 5.20-5.70 4.20-6.40 4.00-4.70 4.20-5.40
Somit Sayisi X+SS 21.2+2.04 19.9+1.52 18.00+4.16 15.40+1.89
Ortanca 222 192k 18.50% 15.50° <0.001*
Min-max 18-23 18-22 13-24 13-18
=b; Fark cikan gruplan géstermektedir. Ayni harfin bulundugu gruplarda fark yoktur, *: Buradaki p degeri <0.001 den daha kiictktir

Kdltare edilen 11.5 gunlik sican embriyolarinin tepe-kig
uzunlugu hakkinda kaynaklarda 3.1 mm ile 3.8 mm arasinda
degisen rakamlar verilmektedir (14, 17, 28). Calismamizda ise
kontrol grubu 5.4 iken 4 pgr'lik deney grubunda 4.6 olarak
tespit edildi. Calismalar arasinda gériilen farkhliklar calismalar-
da kullanilan sican turlerinin farkliligindan, calisma ortaminin
farklihgindan, calismayi ve skorlamayi yapan kisilerin farkhligin-
dan olabilir.

Anti FGF-9 ilave edilen sican serumunda kiltire edilen
embriyolarin gelisim dizeyleri normal sican serumunda kdilt-
re edilen embriyolara gére gerilemektedir. Anti FGF-9'u kiltir
ortamina ilave ederek FGF-9'un nétralizasyonu gergeklestir-
mek suretiyle yaptigimiz bu ¢alismada, anti FGF-9'un in vit-
ro embriyo kltiri Gzerindeki etkisini direkt olarak gozlerken
ayni zamanda FGF-9'un embriyo gelisimi Gizerindeki etkisini de
dolayli olarak inceleme imkani bulduk.

Cikar Catismasi
Yazarlar herhangi bir ¢ikar catismasi bildirmemiglerdir.
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