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Daku pargaciklar: veya hiicre suspansiyonunun artifisiyel va-
satlarda iiretilmesi. yani doku kiiltiirii (explantation) bugtnkii ilmi
arastirma metodlar1 arasinda 6nemli bir mevki isgal etmektedir. Bu
metod sayesinde hiicre ve dokunun hayat esnasinda haiz oldugu
ozellikler objektif olarak miitalda edilebilmektedir.

Uc tiirli doku kiiltiirii metodu biliyoruz :

1 — Bilhassa doku kiiltiird,
II — Hijcre kiiltiirii
III — Organ kiiltiirii.

Her ii¢iinde de esas asagi yukarl aymdir. Doku pargaciklarinin
ibir plazma pihtis: iizerinde uygun olan gida vasatlar, oksijen kesa-
feti ve hararet sartlar i¢cinde in-vitro olarak hayatiyetini muhafaza
we idame imkénlarinin bir araya getirilmesinden ibarettir.

Bir dokunun in-vitro olarak iireme kabiliyeti dediferansiyasyon
derecesine, alindigi canlimin cinsine, yasgina ve alisik oldugu gida
maddelerinin uygun bir hararet derecesinin mevecudiyetine tabidir.
Embriyoner hiicrelerin iireme kabiliyeti olgun dokularmkinden da-
ha fazladir. Az diferansiye hiicreler diferansiye olanlardan daha
kolay ve siir’atle cogalirlar. Mesela, tavuk embriyosu kalbinden ha-
zirlanan bir eksplantda fibroblastlar str’atle cogalarak sahneye ha-
kim olurlar.

Gida vasatlarinin hazirlanmast ve secilmesi muvaffakiyetin bas-
lLica amillerindendir. Simdiye kadar yapilan tecritbeler gida vasati-
nin, miimkiin oldugu kadar, hiicrenin alisik bulundugu bir vasif-
ta olmasi lazim geldigini gdstermistir. Nitekim, tavuk embriyosu
hiiereleri i¢in en uygun gida vasat yine tavuk plazma ve embriyosu
ekstresidir.
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Dokunun yasatilabilmesi icin oksidation sartlarinin da hazir-
lanmasi icap eder. Bilindigi gibi, canli hiicrelerin bulundugu i¢c mil-
y6 devaml bir degisme halindedir. Dolasim ve teneffiis fonksiyon-
lar1 vasitas: ile saglanan bu venileme fa’aliyetine mukabil, eksplant’-
m bulundugu milydde ise, bilakis gittikge artan bir kirlenme ve es-
kime vuku bulur. Bilhassa asil1 damla metodunda doku dar bir hava
bosluguna haps edilmistir. Bu sebeple,- eksplantin kisa fasilalarla,
24 - 48 saatta bir, yeni bir vasata gecirilmesi gerekir.

I — Bilhassa doku kiiltiiri :
Bu, ii¢ ayr: metod halinde yapilmaktadir :

a) Asili damla metoduy,
b) Sise (flask) metodu ve
c) roller tiip metodu,
Asili damla metodu :

En basit olan sekildir. Sitoloiik arastirmalar icin uygundur. can-
l1 hiicrenin mikroskop ve bilhassa fazkontrast mikroskop ile tedki-
kine imkén veren bir usuldiir. Steril sartlar altinda, kiiclik doku
parcaciklarinin lamel {izerindeki tavuk plazmasi pihtisina ekilme-
sinden ve asili damla halinde 39 derecelik etiiv icinde enkiibasyo-
nundan ibarettir. Tavuk plazmasi hiicre icin iyi bir gida vasat: tes-
kil etmekle beraber, ilave edilmis olan tavuk embriyo ekstresi mi-

toz fa’aliyetini siddetle hizlandirir. Diger taraftan bu ekstre, plaz-
manin pithtilasmasina da yardim eder.

Yapilan uzun arastirmalar doku ve hiicrelerin in vitro olarak
gelisebilmeleri icin bir zemine istinad etmesi lazim geldigini 6gret-
mistir. Bu sebeple, eksplantasyonda pihtinin biiylik bir énemi var-
dir,

Bu metodla hazirlanan kiiltiirlerde hiicrelerin bir kac saat zar-
finda cogalmaga basladifi, tek sira halinde, muhite dogru ilerledigi
yani bir emigrasyonun vukua geldigi kolayca fark edilir. Her 48
saatta bir, bagka bir vasata nakl edilmek suretiyle, eksplant uzun
zaman hayatta tutulabilir. Carrell’in meshur fibroblast kiiltiirii 30
sene miiddetle idame edilebilmistir 3).

Sise metodu:

Carrell tarafindan 6zel olarak hazirlanmig olan siselerde yapi-
hir. Bu metod bilhassa hiicre metabolizmasin: etiid i¢in cok uygun-

26



dur. Hem daha bityiik ve miiteaddit parcaciklarin enkiibasyonunu
hem de eksvlantin uzun zaman, tedirgin edilmeksizin, muayyen
sartlar altinda iiretilmesini saglar. Deku, bundan evvelkinde oldugu
gibi, yine bir plazma pihtis1 tzerine istinad ettirilir, beslevici bir
mayi tabakasi ile kaplanir ve etiivde enkitbasyona tabi tutulur. Bu
besleyici mayi muayyen zamanlarda degigtirilir. Parker’in ifade
ettigi gibi, bu usul sayvesinde doku ile besleyiei mayi arasmndaki
miit-kabil tesirler incelenebilir ve bu suretle hiicrelerin metaboliz-
ma ve fonksiyonlar: hakkinda fikir edinilir. Cameron’a gore, bu me-
tod sayesinde hiicrelerin siiralimantasyonuna mani olunmak sure-
tiyle ¢oga'ma tempolari yavaslatilir ve neticede diferansiyasyonu-
na imkéan verilmis olur. ‘

Roller tiip metodu:

Bundan evvelki metodun daha miitekamil seklidir. Plazma pih-
tisina ekilmis olan eksplantin, miitenaviben, besleyici mayi ve hava
tabakas: ile temasini sag'ayan bir usuldir. Tiinlin bir kenarminda
hazirlanan pthtiva doku ekilir ve besleyici mayi ilave edilir. Etiv
icind>, ozel tertibatla, saatta 6-8 def’a devir yanacak sekilde dén-
diiriilitr. Bu suretle, doku bir saat zarfinda 6-8 def’a nobetlese mayi
ve hava tabakas: ile temas etmis olur.

Hiicre kitltiiri

Bilhassa kan hiicrelerini tedkik igin kullanilan bu metod da hiic-
re sedimenti kiitleciklerinin besleyiei bir mayi icine birakilip enkii-
basyonundan ibarettir. Bu maksatla, tzel olarak hazirlanmis sise-
lerden istifade edilir (26).

Organ kiiltiirii

flk olarak Thomson tarafindan tarif ve bilhassa Strangeways
ve Fell tarafindan tadil ve islah edilen bu usule saat cam1 metodu
da tabir edilir. Plazma koagiilomunu ihtiva eden saat camina em-
briyo aksaminin ckilmesi ve etiivde enkiibasyonu esasna istinad
eder. Dokuyu ihtiva eden saat cam, zemininde 1s'ak pamuk bulu-
nan, bir petri kutusu icinde tutulur. Her 48 saatta bir, organ tasla-
# veya doku stereomikroskop altinda tetkik edilir. Harice dogru
olan gelisme sahalar1 kesilerek diizeltilir ve boylece organin mun-
tazam bir sekil almasi saglamir (10).

Yukarda tarif etigimiz eksplantasyon metodlar: ile birgok en-
teresan aragtirmalar yapilmigtir. Mitoz olayinin safhalari, hiicre
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boliinmesine miiessir olan veya bunu inhibe eden faktorler, pato-
jen ajanlarinin eksplant’daki hiicreler i¢indeki proliferasyonu ve hu-
sule getirdikleri tahavviiller miitalda edilmigtir. Bundan bagka, fa-
gositoz olayi, tiimor hiicrelerindeki mitoz anomalileri, embriyolojik
tetkikler ve sair ettidler yapumgtir. Bu yoldaki aragtirmalara son
senelerde daha biiyiikk bir 6nem verilmektedir.

Doku kiiltiirleri ile tetkik edilen baglica konular sunlardir :
Hiicre béliinmesi

Bilhassa asili damla metodu ile hazirlanan preparatlarin fazkont-
rast mikroskopi ve sinematografi ile tedkiki sayesinde mitozun bii-
tin safhalar: teferruat: ile etiid edilebilmigtir. Normal ve malign
hiicrelerde vukua gelen mitoz degisiklikleri mitkemmelen incelen-
migtir. Bilhassa ultraviyole il¢ mikrofotografi sayesinde hiicrelerin
niikleik asit muhtevas: tizerinde énemli aragtirmalar yapilmigtir (19,
34). Mitoz esnasinda hiicrede vukua gelen simik tahavviiller histogimik
aragtirmalara zemin tesgkil etmistir. (17). Diger taraftan hiicre bo-
linmesini inhibe eden maddelerin tesir tarzi aragtirilmig, mesels,
folik asit antagonisti olan aminopterin maddesinin eksplant’a ilive-
si halinde anafaz ve metafaz safhasinda bulunan hiicrelerin azaldi-
g1 yani harap olduklar: sonucuna varilmigtir (Jacobson, 16). Bundan
bagka, colchicine, fluoride, cyanide, urethane gibi maddelerin de
ayni tesirde bulundugu gosterilmistir (15). Holden yaptig1 bir ince-
lemede, kortizonla muamele edilen fibroblastlarin ¢ogalma kabili-
yetinin azaldigini gérmiistiir (14).

Eksplantasyonda, kiiltiir sartlarinda husule getirilen degisiklik-
lerin hiicreler lizerine olan tesirleri de miitalaa edilmistir. Ludford
fibroblast kiiltiirleri iizerine likid parafin ilave ettigi zaman, peri-
ferdeki hiicrelerin yassilastigini, birleserek dev hiicreleri husule ge-
tirdiklerini miisahade etmistir. Bundan baska, ayn: tesirler altinda
protoplazmanin istirak etmedigi bir niive béliinmesi neticesinde dev
hiicrelerin tesekkiil edebilecegi sonucuna da varilmigtir (21). Dev
hiicresi tesekkiiliinde patojen amillerin de rol oynadigl maltimdur.
Rottino, normal ve sistem hastalifi gosteren lenf ganglyonlarindan
hazirladig1 kiiltlirlerde Hodgkin hastalikli dokulardan daha bol sa-
yida dev hiicrelerinin tesekkiil ettigini gormiigtiir (30). Tiiberkiiloz
graniilasyon dokusunda tegekkiil eden dev hiicrelerinin husuliinde
de Koch basillerinin &mil oldugu maltimdur. Brieger ve arkadagla-
r1 24 saat dnce intravensz olarak Tb, basili enjekte edilmis bir tay-

28



sanin dalagindan elde ettikleri kiiltiirlerde basilin makrofajda tre-
digini ve zamanla dev hiicrelerinin de husule geldigini g6rmiigler-
dir (2).

Mikroorganizmlerin doku kiiltiirlerinde tedkili :

Mikroplar muvacehesinde hiicrenin durumu, bunlarin hiicreye
giris ve cogaligi da miitalada edilmistir. Bilhassa Th. basili iizerinde
enteresan miigahedeler vardir. Fell ve Brieger tavuk embryosu akei-
gerinden elde eftikleri hiicre kiiltiirlerine degisik virtilansda kug ti-
pi Tb basillerini inokiile etmigler ve ilk 2-3 hafta zarfinda doku-
nun enfeksiyona mukavemet ettigini ve basillerin yalmz makrofaj-
larda bulundugunu goérmiglerdir. Bir miiddet sonra, basillerin ted-
ricen cogaldigim, makrofajlarm harabiyetinden sonra, serbest kalan
basillerin ekstra selliller olarak tekessiire devam ettigini, subkiil-
tiirlere devam edildikce basil adedinin artmasina mukabil makro-
fajlarin azaldigim ve nihayet baslangicta intakt kalan fibroblastla-
rin da basil ihtiva ettigini ve bu hiicrelerde bakterilerin alabildigine
cogalarak protoplazmay: tamamiyle doldurdugunu ve en sonunda
patlamasina sebep oldugunu miisahede etmiglerdir (6). Ayni aragti-
ricilar diger bir tecriibede, tavsan dalagindan hazirladiklar: eks-
plant’s Bovine tip basil ile inokiile ettikleri zaman agag1 yukar: ay-
ni neticeyi almiglar ve 14 iincii giinde dokunun artik tireyemez bir
hale geldigini miisahede etmiglerdir (7). Suter’in yapmis oldugu aras-
tirma daha enteresandir. Muaf kilinmig tecriibe hayvani hiicreleri-
nin Tb. basiline kars: daha mukavim oldugunu gostermislerdir. Nor-
mal ve B. C. G. ile agilanmig tecritbe hayvanlarindan elde ettigi mo-
nosit kiiltiirlerini ayni viriilansda Th. basili ile inokiile ettigi zaman
bakterinin birincilerde daha kolay, ikincilerde ise daha glig¢ ve mah-
dut sayida firedigini miisahede etmistir. Bu mukavemetin bizzat hiic-
reye ait bulundugu immiin hayvan serumunun kiiltiirlere ilavesi ha-
linde neticenin degigmzmesi ile anlasilmigtir. (32).

Yukarda zikredilen arastirmalar aktif fagositoz olayinin bilhas-
sa histyosit ve monositlere has oldugunu gostermigtir, Bunu teyid
eden diger bir calismadan da bahsedelim : Miihlethaler fibroblast ve
histyosit ihtiva eden doku kiiltiirlerine tripan mavisi ildve etmig ve
yalmz histyositlerin vital olarak boyandigini goérmiigtiir (24).

Viruslarin doku kiiltiirlerinde tedkiki :
Bu alanda yapilan aragtirmalarda viruslarin hicreye girig ve
cogalist miitalda edilmigtir. Diger taraftan, hilcrede husule gelen de-
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gisiklikler de aragtirilmigtir. Franklin (12), Thicke ve mesai arkadas-
lar1 (33) insan embryosu ve maymun testisi dokusundan hazirladik-
lar1 killtlirlere poliomyelitis virusu emplante etmigler ve virusun
hiicre icinde ¢ogaldigin gormiiglerdir. Bu aragtirmada bir kisim hiic-
relerde asikir bir bazofilinin husule geldigi bir kisim hiicrelerde de
tam bir harabiyetin vuku buldugu miigahede edilmigtir, Cigek viru-
sunun ireme sartlarim aragtiran Crawford ve Sanders bazi hiicre-
lerde Feulgen pozitif enkliizyon cisimlerinin husule geldigini gor-
muglerdir (5). Dier enteresan bir aragtirmada, Pollar ve Bussel fa-
redeki sarkom dokusundan iirettikleri ve eksplantlara cesitli virus-
lar implante etmisler ve Louis-encephalitis virusunun 6nemli bir
hiicre harabiyetine sebep oldugunu gostermislerdir (27).

Protozoer ve patojen mantarlarin in vitro olarak tedkiki ;

Miuhltfordt tavuk embriyosundan hazirladig: fibroblast kiiltiirii-
ni toxoplasma Gondii ile entekte etmis ve parazitin hiicre i¢inde ¢o-
galdigin1 miigahede etmistir (25). Bu aragtirmada pek fazla parazit
ihtiva etmiyen hiicrelerde mitoz olayinin devam ettigi, yeni tesek-
kil eden hiicrelerde de parazit bulundugu gériilmiistiir.

Randall ve Hackeny dissemine histoplazmosisli iki cocukdan da-
lak kiiltiirli yapmiglar ve mantarin hiicre igindeki ¢ogalisini miitalaa
etmiglerdir. Burada da hiicrelerin béliinmek suretiyle parazit ihtiva
eden yeni hilcreler meydana getirdigi gérulmiistiir (28).

Tiimorlerin doku kiiltiirlerinde tedkiki :

Timdr dokusundan elde edilen kiiltiirlerde malign hiicrelerin
ozellikleri aragtirilmis ve bilhassa mitoz anomalileri, kromozom adet
ve cesametleri arasinda biiyiik farklarin mevcudiyeti, mitotik abe-
rasyonlar v.s. miitalda edilmistir, Bundan bagka, histolojik prepa-
ratda oldugu gibi, malign hiicrelerin daha biiylik, daha bazofil,
niikleik asit ve mitokondriden daha zengin bulunduklar1 miisahe-
de edilmistir (20). Bichol faredeki l16semik infiltrasyon sahalarindan
kiiltiirler elde etmis ve hiicrelerin hi¢ bir diferansiyasyon temayiilii
gostermedigini tesbit etmistir (1). Bu miigahede de l6seminin tiimé-
ral bir processus oldugunu teyid eder.

Diger taraftan, tiimér hiicrelerinin zamanla tip degistirebilece-
gi fikrini telkin eden aragtirmalar da yapilmistir. Sanford ve mesai
arkadaglar1 fare hepatomu ve miclanomundan elde edip uzun zaman
Urettikleri eksplantlar: tekrar ayni cins hayvana inokiile ettikleri
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zaman melanom veya hepatom yerine sarkomlarin meydana geldi-
gini gérmiglerdir (31).

T{imor hiicrelerinin fagositoz hassasina malik oldugu da maltm-
dur. Bu hal kultiirlerde ¢ok iyi miigahede edilebilir. Koller ve Way-
mouth fare sarkomu kiiltiirlerini fazkontrast sinematografi ile ted-
kik ettikleri zaman eksplantda bulunan l6kositlerin tiimor hiicrele-
rine yaklagtigimi ve bildhare protolapzmalar: i¢ine dahil oldugunu
gbstermiglerdir (18),-

Organ kiiltiirleri ve embriyolojiye tatbiki:

Bilhassa embriyo aksaminin saat cam:i metodu ile eksplantas-
yonu onemli embriyolojik aragtirmalara yol agmis bulunmaktadir
(10). Bu hususta bir ¢ok misaller vardir. Bilhassa enteresan olanlar-
dan bir kagim zikredelim :

Gaillarda seks hormonlarinin jenital organ dokularina olan te-
sirlerini miitalda etmistir. Bu arastirici tenasiili matlirasyona vasil
olmamis geng farelerin uterus dokusunu saat cami metodu ile liret-
tigi zaman dokunun bir miiddet sonra bozuldugunu, fakat ekspian-
ta Ostrogen ilave eftigi takdirde bilakis gelistigini ve bilhassa adale
tabakasinin inkisaf ettigini gérmistiir (13).

Yiiksek dozda A vitamininin hiicre lizerine olan tesirini miitalaa
eden Fell ve Mellanby tavuk embryosundan elde ettikleri ektoderm
hilcrelerinin yiiksek konsentrasyonda A vitamini muvacehesinde
keratinizasyon hassasini kayb ettiklerini, buna mukabil glandiiler
bir metaplazi arz ettiklerini miisahede etmislerdir (9). Ayni aragt:-
ricilar tavuk ebriyosu bacak kemigi taslagini ayni metodla kiiltive
etmisler ve bol miktarda A vitamini ihtiva eden vasatlar kullandik-
lar1 zaman gelismenin durdugunu gormiiglerdir (8).

Metazoerlerde ayni cins hiicrelerin birbirleri ile birleserek doku
birlikleri yapmaga miitemayil olduklar1 malimdur. Moscona ve Mos-
cona tarafindan yapilan bir arastirma ve miigahede hiicrelerin hu
hassasinl vazihan mi:ydana cikarmigtir, Arastiricilar 4 giinliik ta-
vuk embriyosundan elde ettikleri mesonephron dokusundan 6zel bir
usul ile hiicre siispanzyonu hazirlamiglar ve bunu kiiltive ettikleri
zaman bir kisim hiicrelerin bir araya gelerek tubuliler meydana ge-
tirdigini miisahede etmislerdir. Daha enteresan olarak, adale ve ki-
kirdak dokusundan hazirladiklar: hiicre siispanzyonlarimi karigtir-
miglar ve bu mahlitu urettikleri zaman kikirdak hiicrelerinin or-
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tada toplanip bir kikirdak dokusu husule getirdigini tesbite muvat-
fak olmuglardir (23). Chen fare sternum kemiginin embriyolojik ge-
ligmesini saat caminda tedkik etmis, bu kemigin baglangicta sagh
sollu iki taslak halinde oldugunu ve bildhare bunlarin birlestigini
tesbit etmigtir (4).

Hiicre diferansiyasyonu iizerinde yapilan aragtirmalar da entre-
sandir. Moscona ve Moscona 6 giinlikk tavuk embriyosu hipofizini
eksplante etmisler ve hiicrelerin normal bir diferansiyasyon arz et-
tigini, 6 glinliik bir liremeden sonra bazofil ve asidofil hiicrelerin
meydana ¢iktigini gérmiiglerdir (22). Robertis ve Sofielo tavuk em-
briyosundan Urettikleri sinir hiicreleri iizerinde elektron mikrosko-
pik aragtirmalar yapmiglar ve nérofibrillerin husul tarzim miitalaa
etmislerdir (29).

Bir ka¢ misal ile 6nemini tebariiz ettirdigimiz doku kiiltiirii me-
todlarinin memleketimizde de tatbiki temenni olunur.

Enstitiimiizde bu maksadi temin edecek kii¢iik bir laboratuvari

kurulmus oldugunu arz ederiz.
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