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OZET:

Bu calismada anti-fibroblast growth factor-2 (anti-FGF-2 or anti-bFGF)’nin kiiltiire
edilen rat emriyolarn iizerinde etkilerini incelemeyi amaclandi. Total embriyonik
gelisim tlizerine anti-bFGF-2’nin in vitro etkilerini toplam 40 rat embriyosu iizerinde
incelendi. Embriyolar 9.5 giinliik hamile ratlardan elde edildi. Bes hamile rattan elde
edilen toplam 40 embriyo toplam 4 gruba boliindii. Embriyolar total rat serumu (WRS)
icerisinde ve WRS +2.5, 5 ve 10 mikrogram /ml anti-bFGF ilave edilen kiiltiir
ortaminda tutuldu. 48 saat kiiltiir ortaminda biiyiitiilen her gruba embriyolar kiiltiir
ortamindan alinarak morfolojik skorlama sistemiyle ve daha sonra protein igerigini
tespit etmek i¢in biyokimyasal olarak incelendi. Embriyolarin morfolojik skoru,
embriyo protein igerigi, somit sayis1 ve bas-ki¢c uzunlugu, total rat serumuna anti-bFGF
ilave edildiginde anlamli olarak embriyo gelisiminin geriledigini ortaya koydu.
Ortalama morfolojik skorlar total rat serumunda (WRS) ve 2.5, 5 ve 10 mikrogram

anti-FGF-2 ilave edilen kiiltiir ortaminda biiyiitiilen her bir embriyo i¢in sirasiyla 61.4
+ 1.64,46.3+ 8.42, 27 + 2.58 ve 13.6 &= 0.96 olarak tespit edildi.



ABSTRACT: In this study, we aimed at the in vitro effects of anti-fibroblast growth
factor-2 (anti-FGF-2 or anti-bFGF) on embryo culture in rats. In vitro effects of anti-
bFGF on total embryonic development were investigated in 40 rat embryos (which
were divided into four groups) (obtained from five pregnant females) at 9.5 days of
gestation that were cultured in whole rat serum (WRS), and in WRS+ 2.5, 5, and 10
lg/ml anti-bFGF. After 48 h of culturing, the embryos from each group were
harvested to be analysed morphologically according to a morphological scoring
system and biochemically to obtain thembryo protein content. The morphological
score, embryo protein content, somite number and crown-rump length of embryos
indicated that embryos cultured in WRS+ antibFGF had significant embryonic
retardation. Mean morphological scores for the embryos grown in WRS, in the
presence of 2.5, 5 and 10 lg anti-FGF-2 were 61.4 £ 1.64, 46.3+ 8.42, 27 + 2.58
and13.6 £ 0.96 respectively. These results suggest that bFGF is very important for
normal embryonic development and rat anti-bFGF neutralizes bFGF effect.



GIRIS: Cok az miktarlar1 bile hem in vivo ve hem de in vitro olarak hiicre
aktivitesini etkileyen protein karakterindeki maddelere biiyiime faktorleri denir.
Biiylime faktorleri fonksiyonlarin1 endokrin, otokrin veya parakrin mekanizmalarla
saglamaktadir. Farkli etkilere (angiogenezis, kemotaksis, hiicre ¢ogalmasi, fibroblast
gocli, yara iyilesmesi ve kollagen yapimi) sahip c¢ok sayida biiylime faktorii
bulunmaktadir (1). Biiyiime faktorleri igerisinde lizerinde en ¢ok c¢alisma yapilan
grup Fibroblast Growth Factor (FGF) ailesidir. FGF ailesine ait ilk iiye 1974 yilinda
izole edilmistir (2). Glinlimiize kadar FGF ailesine mensup 23 iiye tespit edilmis olup
bunlarin varligi omurgali ve omurgasiz bir¢ok canlida gosterilmistir (3). FGF’ler
embriyonik ve fetal gelisimde, damarlanma, yara iyilesmesi, doku olusumu, yangi,
sinirsel koruma, hiicre cogalmasi, hiicre farklilagmasi, hiicre gogii, tiimor gelisimi ve
apoptosis gibi bircok 6nemli biyolojik surecin diizenlenmesinde rol almaktadir (4-6).
FGF’ler heparin ve diger anyonik molekullere sikica baglanan polipeptit ailesidir. Bu
yiizden bazal membrana karsi yogun bir affinite gosterir. FGF’ler biyolojik
aktivitelerini Fibroblast Growth Factor Receptor (FGFR) ile gerceklestirir. Simdiye
kadar 4 adet FGFR (FGFR-1, FGFR-2, FGFR-3 ve FGFR-4) tespit edilmistir (5).

FGF-2 (basic-FGF: bFGF yada FGF-2) en ¢ok bilinen FGF olup iizerinde yogun
olarak calisilmistir(3). FGF-2 molekiiler agirligit 17 kDa olan tek zincirli bir
polipeptit olup heparine olan yogun affinitesinden dolay1 heparin baglayan polipeptit
2 olatrak ta bilinir. FGF-2 in vivo angiogenesiste ve in vitro hiicre proliferasyonunda
endotel hiicrelerinin ve diiz kas hiicrelerinin gogiinii ve ¢ogalmasini tetikleyerek
damar olusumunu ve onlarin ag yapist kazanmasini indiikler (7). FGF-2 endotel
hiicrelerinin biiyiimesini ve hayatiyetini devam ettirebilmesi i¢cin Onemli bir rol
oynayarak endotel hiicre apoptosisini engeller. In vivo olarak ve deneysel olarak
yapilan c¢aligmalar FGF-2’nin bloke edilmesi angiogenesisin inhibisyonu ile
engellenir. FGF-2 geni olamayan farelerde yapilan calismalarda damar gelisimi ve
embriyonik biiylimenin olmadigir gosterilmistir. Bu yiizden FGF-2 geni olmayan
farelerde deride olusturulan yaralarda iyilesme siirecinin ertelendigi ve bununda
angiogenesis ile ilgili oldugu bilinmektedir (8).

FGF-2’nin etkisini nétralize eden antibody’nin kiiltiir ortamina ilave edilmesi FGF-
2’nin endogenez etkisini ortadan kaldiracak ve ndron biiylimesini ve gocilinii
engelleyecektir (5). FGF-2’nin hiicre kiiltiirii izerine etkilerini ortaya koyan sayisiz
calismalar mevcut olmasina ragmen in vitro kiiltiirler iizerinde yapilan ¢ok az caligsma
vardir. Bu ¢alismada biz total rat serumu igerisine anti-basic FGF ekleyerek, anti-
basic FGF’in in vitro embriyo kiiltiir ortamindaki dogrudan olan etkisini ve indirek
olarak ta FGF-2’nin yoklugunda rat embriyolarinda ortaya ¢ikan tabloyu ortaya
koymay1 amacladik.



MATERYAL VE METOT: Calismamiz Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Etik
Kurulu tarafindan onaylanmistir. Hakan Cetinsaya Deneysel ve Klinik Arastirma
Merkezinden temin edilen yaklagik 8 haftalik 175-200gr agirligindaki Wistar albino
turu ratlardan 3 disi ve 1 erkek rat saat 17.00’de ayn1 kafese kondu.

Ertesi sabah Saat 08.00°de erkek ratlar kafeslerden ayrild1 ve disi ratlardan vaginal
smear alinarak 151k mikroskobunda incelendi. Vaginal smear’da sperm goriilen raylar
hamile olarak kabul edildi. Bu ratlarin iki ya da {i¢ tanesi ayr1 bir kafese alinarak
etiketlendi ve 0.5 giinliik gebe kabul edildi (9-12).

Gebeliklerinin 9.5’inci giiniinde disi ratlarin karin 6n duvari eter anestezisi altinda
acilarak icerisinde embriyo bulunan uterus keseleri Hanks dengeli tuz soliisyonu
bulunan petri kabina konuldu. Her bir gebe rattan yaklasik 5-12 adet icerisinde
embriyo bulunan uterus kesesi alindi. Bundan sonraki agsamalar lamin-air flow kabin
icerisinde, stero mikroskop altinda ve forceps kullanilarak gerceklestirildi.

Uterus keseleri igerisinde bulunan embriyolara ulasabilmek i¢in uterus kas tabakasi
uzaklastirilarak decidua’ya ulasildi. Embriyoya ulasabilmek icin decidua ikiye
ayrildi. Embriyo bulundugu decidua yarimindan embriyoya zarar vermeden nazikce
cikarildi. Embriyo etrafinda bulunan ve kemirgenlere 6zgii bir yap1 olan Reicherts
membrant embriyonal kutuptan yirtilarak embriyo etrafindan alinarak embriyo
izolasyonu tamamlandi. Boylece kiiltiir ortamina konacak embriyolar elde edildi.

Calismamizda toplam 6 adet disi rattan elde edilen 60 embriyo eksplantasyon
prosedurune tabi tutularak izole edildi. Bu embriyolardan 10 tanesi iyi gelismedigi
icin, 10 tanesi ise izolasyon islemi sirasinda hasar gordiigii i¢in kiiltlir ortamina
konulmadi. Kalan 40 embriyo deneysel ¢calismamizda kullanildi.

Eter anestezisi altinda karin 6n duvart agilan hamile ratlarin bagirsaklar1 sag tarafa
yatirilarak pars abdominalis aortae’nin bifurkasyonundan steril bir enjektor
yardimiyla kan alindi. Alinan kan 3500 devirde 5 dakika siireyle santrifiij edildi. Elde
edilen serum, icerisinde bulunan proteinlerin inaktivasyonu i¢in 56°C’lik su
banyosunda 30 dakika siireyle tutuldu. Bu serumlar daha sonra 0.22 pm’lik
filtrelerden gecirilerek siiziildii. Serum icerisine kontaminasyonu engellemek ig¢in
antibiyotik ilave edildi.

Calismamizin deneysel kismini yapabilmemiz i¢in 1 kontrol ve 3 deney grubu olmak
tizere toplam 4 grup olusturuldu. Kontrol grubuna ait embriyolar, embriyo basina 1ml
total rat serumu (WRS) icerisinde kiiltiire edilirken (Her bir kiiltiir sisesinde toplam 5
ml serum ve 5 embriyo), deney gruplarinda embriyo bagina Iml normal rat 2.5, 5 ve
10 mikrogram anti-FGF-2 ilave deildi. Bu islem 2 kez tekrarlanarak kontrol ve deney
gruplarinda embriyo sayist 10’a tamamlandi.

Kiiltiir sisesine aktarilan embriyolar igerisinde %5 02, %5 CO2 ve %90 N2 bulunan
gaz karisimi ile 1 dakika gazlandi. Agz1 kapatilan kiiltiir siseleri 37°C’lik inkiibatore
icerisinde dakikada yaklasitk 30 devirle donen tiipler iizerine yerlestirildi.
Eksplantasyondan 24 saat sonra kiiltiir siseleri inkiibatdrden alinarak icerisinde %20
02, %5 CO2 ve %75 N2 bulunan gaz karigimi ile 1 dakika gazlandi. Embriyolar
morfolojik skorlamanin yapilacagi son giin ise 44. saatte (skorlamadan 4 saat dnce)



igerisinde %40 02, %5 CO2 ve %55 N2 bulunan gaz karisimui ile 1 dakika gazlandi.
Ugiincii gazlamadan 4 saat sonra saat 13.00’de embriyolar kiiltiir ortamindan alarak
Van Maele-Fabry (18) ve ark. tarafindan tanimlanan yonteme uygun olarak incelendi
ve skorlamalar1 yapildi. Istatistiksel olarak; 17 parametrenin toplanmasi ile elde
edilen ve embriyo gelisimini igeren toplam morfolojik skor ile birlikte vitellus kesesi
capi, embriyonun tepe-kic uzunlugu ve somit sayisi degerlendirildi. Toplam
morfolojik skor icerisinde vitellus kesesi, allantois, vucut fleksiyonu, kalp gelisimi,
noral tiip, 6n beyin, orta beyin, arka beyin, goz, kulak, burun, yutak kavisleri,
maksillar cikinti, mandibular ¢ikinti, 6n ayak tomurcugu, arka ayak tomurcugu ve
somit sayist bulunmaktadir.

Elde edilen veriler (Toplam morfolojik skor ve somit sayisi, yolk kesesi ¢api, bas-kic
uzunlugu ve protein igerigi istatistiksel olarak degerlendirildi. Istatistiksel analizde
one-way anova ve non-parametrik bir test olan Kruskal-Wallis testi kullanildi.
Istatistiksel inceleme sonucunda P degeri < 0.05 olanlar anlamli kabul edildi.
Gruplarin karsilastirilmasinda Tukey ve Tamhane testleri kullanildi.



BULGULAR: Kontrol grubuyla (total rat serumunda kiiltiire edilen) embriyolar ile
deney gruplarinda (anti-FGF-2 ilave edilen) yetisen embriyolar karsilastirildiginda,
deney gruplarindaki embriyolarda gelisim geriligi acikca goriilmektedir (Sekil 1 ve 2)

(a) e~ (b)
Sekil: 2-a kontrol grubu, b-deney grubunda yetisen embriyolar.

Morfolojik skorlama ve embriyo protein igerigine baktigimizda deney gruplarindaki
gerileme kiiltlir ortamina ilave edilen ilave sistemin elde anti-FGF-2 miktariyla dogru
orantil1 olarak artmaktadir (Tablo 1).



Table 1. Total rat serumu ve anti-FGF-2 ilave edilmis kiiltiir ortaminda biiyliyen

embriyolara ait verilerin istatiksel analizi

Kontrol 2.5nug/emb. Sug/emb. 10pg /emb. P-value
Total morphological score
SD 61.4+1.64 46.3 +8.42 27 £2.58 13.6 £0.96 <0.001*
Median 62a 45ab 27bc 13.50c
Min—max 59-64 35-57 21-31 12-15
Yolk sac diamater
SD 6.01 £0.19a 5.12+0.29b 3.97 £0.52¢ 4.13 £0.34c¢ <0.001_
Median 5.95 5.15 3.85 4.00
Min—max 5.75-6.25 4.60-5.50 3.40-5.30 3.70-4.60
Crown-rump length
SD 543+0.22a 4.95+£0.21b 437 £0.42¢ 3.27 £ 0.40d <0.001_
Median 5.40 4.95 4.25 3.25
Min—max 5.10-5.80 4.70-5.40 4.00-5.50 2.80-3.70
Somite number
SD 24.30+1.33 19.50 £2.17 14.80 £3.25 10.70 £2.21 <0.001*
Median 24a 19ab 15.50bc 11.50c
Min—max 22-27 17-23 6-17 7-13
Protein content
SD 193.13+£30.9 149.41£8.7 114.06 £10.0  78.60+13.95  <0.005*
Median 196.4a 148.6b 114.25¢ 76.55d
Min—max 149.4-235.6 137.9-162.8 99.6-130.4 55.3-97.7

*Parametric test; one-way anova
_Non-parametric test; Kruskal-Wallis.

Deney gruplarinda morfoljik skorun diisilk olmasit yaninda, yolk kesesinin az
gelistigi, noral tiipiin kapanmadigi, embriyonik fleksiyonun tamamlanmadigi, goz,
kulak ve koku taslaklarinin az gelistigi, alt ve {ist ¢ene ¢ikintilarinin tam gelismedigi,
on ve arka ektremite tomurcuklarinin az gelistigi goriildii. Deney gruplarinda total
morfolojik skora ilave olarak yolk kesesi ¢apinin diisiik oldugu, bas-ki¢ uzunlugunun
az oldugu somit sayisinda ve embriyo protein, igeriginde azalma oldugu goriildii.

Kontrol grubu ile deney gruplarindaki toplam morfolojik skor kiyaslandiginda kiiltiir
ortamina ilave edilen anti-basic FGF miktar1 arttikga toplam morfolojik skorun
diistiigii goriildii (Sekil 3).

Istatistiksel analiz yolk kesesi ¢capinda anlamli bir gerileme oldugunu (P < 0.01), bas-
kic uzunlugunda ve somit sayisinda ve embriyo protein igeriginde (P < 0.05)
degerinde anlamli bir gerilme oldugunu ortaya koydu (tablo 1). Yolk kesesi c¢ap1
kontrol grubunda 6.01 £ 0.19 mm iken deney gruplarinda sirasiyla 5.12 + 0.29, 3.97
+0.52 and 4.13 £ 0.34 mm idi (Sekil: 4).

Bas-ki¢ uzunlugu kontrol grubunda 5.43 + 0.22 mm iken deney gruplarinda anti-
FGF-2 dozuna bagli olarak sirasiyla 4.95 + 0.21, 4.37 £ 0.42 and 3.27 + 0.40 mm.’ye
geriledi. (Sekil: 5).
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Sekil -3: Kontrol ve deney gruplarindaki toplam morfolojik skor.

Sekil- 4: Kontrol ve deney gruplarindaki yolk kesesi ¢api.
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Sekil-5: Kontrol ve deney gruplarindaki bas-ki¢ uzunlugu.

Ortalama somit sayis1 kontrol grubunda 24.3 £ 1.33 iken deney gruplarinda sirastyla
19.50 +2.17, 14.80 £ 3.25 ve 10.70 £ 2.21°e geriledi (Sekil: 6).

Sekil-5: Kontrol ve deney gruplarindaki somit sayisi.
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Ortalama embriyo protein igerigi kontrol grubunda 193.13 + 30.9 Ig/ml iken, deney
gruplarinda sirasiyla 149.41 + 8.7, 114.06 + 10.0, 78.60 + 13.95 Ig/ml’ye geriledi
(Sekil: 7)

250,00
193,13
_ 200,00
k5 149,41
£ 150,00
S 114,06
g 100,00 :
o
% 50,00
0,00 ‘
WRS  2,5ug/ml  Sug/ml  10ug/ml
Anti FGF

Toplam rat serumunda biiyiiyen kontrol grubuna ait embriyolarda yolk kesesi
damarlanmasi tam sekillendigi halde WRS+ 2.5 lg anti-FGF-2 ilave edilen grupta
vitellus dolagimi olusmus ancak yolk kesesi damarlanmasi ¢ok azdi. WRS+ 5 g anti-
FGF-2 ilave edilen grupta ise hi¢ damar geilisimi goriilmedi sadece kan adaciklari
mevcuttu (Sekil: 1a,b).

Sekil 4 yolk kesesi capinin kontrol ve deney gruplari arasindaki karsilastirmayi
gostermektedir. Tim deney gruplarinda noéral tiip olusumunda gelisme geriligi
goriildii. Anti-FGF-2 ila edilen kiiltiir ortaminda biiyiitilen embriyolarin noral
tiiplerinin kranial ve kaudal bolgelerinde agikliklar mevcuttu (Sekil: 2b). Histolojik
kesitler deney gruplarindaki benzer durumu agik olarak ortaya koydu (Sekil: 8a,b).
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Sekil: 8. Yolk kesesi icerisindeki embriyolarin histolojik kesiti.
Boya: hemetoxilen eosin. Cubuk: 200 um

14



TARTISMA VE SONUC:

Fibroblast biiylime faktorleri, nematodlardan insanlara kadar degisik organizmalarda bulunan
bir polipeptid ailesi olup vertebralilarda simdiye kadar 23 iiyesi tespit edilmistir (4, 14).
FGF’ler omurgalilarin yasam siireclerinin farkli evrelerinde degisik roller iistlenmektedir (20-
22). Yaptigimiz calismada, embriyolarin gelisim diizeylerini degerlendirebilmek i¢in Van
Meale-Fabry ve arkadaslar1 (18) tarafindan gelistirilen ve 17 ayr1 parametre ihtiva eden toplam
morfolojik skorlama yontemini kullandik.

Elde ettigimiz veriler sunu agikca gostermektedir ki; normal sican serumunda kiiltlire edilen
embriyolarin gelisim diizeyleri in vivo sartlarda yetisen embriyolar ile biiyiikk benzerlik
gostermektedir.

Farkli dozlarda anti anti-FGF-2 ilave ettigimiz kiiltiir ortaminda yetisen embriyolarda ise
belirgin bir gelisim geriligi gozlendi. Bu gelisim duzeyindeki gerilemenin kultur ortamina
ilave edilen anti FGF-2 miktarma bagli olarak degistigi ve en fazla gelisim gerilemesinin
embriyo basia 10 pgr anti FGF-2 ilave ettigimiz grupta oldugu tespit edildi.

Anti FGF-2 ilave edilen rat serumunda kiiltiire edilen embriyolarin gelisim duzeyleri normal
rat serumunda kiiltlire edilen embriyolara gore gerilemektedir. Anti FGF-2’nin kiiltiir ortamina
ilave edilmesi ve FGF-2’nin nétralizasyonunun saglanmasiyla yaptigimiz bu ¢aligmada, anti
FGF-2’nin in vitro embriyo kiiltlir ortamindaki etkisini direkt olarak, FGF-2’nin etkisini ise
indirekt olarak inceleme imkén1 bulduk.
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