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EMBRIYO KULTURU TEKNIiGi
The Embryo Culture Techniques
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Ozet : Aksam saat 5'de Wistar tiirii disi ve erkek
sicanlar aym  kafeste tutulur. FErtesi giin disi
sicanlardan vaginal smear alinarak sperm olup
olmadigina bakilir. Vajinal smearde sperm gériilen
disiler 0.5 giinliik hamile olarak kabul edilir ve ayri
kafese alinarak 9 giin bekletilir. 9.5 giinliik hamile
disi sicanlara eter anestezisi uygulanarak diiz bir
satih iizerine surt tistii yatirilir ve hayvamn karninda
V seklinde kesi yapilarak deri yukart dogru katlanir.
Aortun ¢atallanma yerinden bir enjektorle girilerek
alinabildigi kadar kan alimr. Kan almir alinmaz
3500 rpm’de 5 dakika santrifiij edilir ve serum elde
edilmek iizere saklanir. Uterus boynuzunda bulunan
embriyolar Hanks solusyonu iceren steril petri
kabina konur. Bu asamadan sonraki tiim islemler
Laminar-air flow kabinde ve steromikroskop altinda
gergeklestirilir. Uterus kast antimezometrial kenar
boyunca kesilir. Desidual doku ve sonra da
embriyonun Reicherts membrani ¢ikartilir Embriyo
medium iceren petri kabina konur. Saglam
embriyolar begerli gruplara ayrilir ve igerisinde Sml
sican serumu bulunan 50 ml’lik cam kiiltiir siselerine
konur. Embriyo bulunan siselere O, CO,, ve N,gaz
karisuimi 1dk stiveyle verilir. Kiiltiir sigeleri dakikada
vaklasik 30 devirle (30rpm/dk) donen 37°C’ lik roller
inkiibatore  yerlestivilir. 48  saatlik  kiiltiir
periyodundan  sonra 11,5 giinliik embriyolarin
gelisimi 17 embriyonik tomurcugun gelisimini i¢eren
Morfolojik  Skorlama  Sistemine gore morfolojik
olarak degerlendirilir.

Anahtar kelimeler: Embriyo kiiltiirii, morfolojik
skorlama, sican

Summary: Female Wistar rats were paired with
their male partners in cages. The females were
checked for presence of vaginal plugs as an
indication of mating and hence fertilisation. On the
assumption that mating occurred around midnight,
the female was considered to be 0.5-day pregnant at
noon that day. The pregnant females were kept in
larger cages in groups at the same stage of
pregnancy until use. At 9.5 days of gestation, the
embryos were removed from the mother. The
pregnant rat was anaesthetised with diethyl ether.
Then, the animals were placed in a supine position.
The abdomen opened by midline incision in the
anterior wall. The uterine horns containing the
conceptuses were excised and placed in Hank’s
balanced salt solution. After this stage, the
procedure was carried out in a laminar-air flow
cabinet. Under a dissecting microscope, the
decidual tissue around the conceptus was dissected
and the parietal yolk sac and Reichert’s membrane
were removed. Embryos were transferred to 50 cc
glass culture bottle that include heat-inactivated
heterologous rat serum. They were gassed with a
mixture of O, CO, N, for one minute. The bottle
was sealed with a sterile silicon bung and placed in
a roller incubator rotating at approximately 30 rpm
at 37°C. After 48 hours culture period, which is
equivalent of 11.5 days, the embryos were harvested
and  embryonic  growth was  estimated
morphologically and biochemically.

Keywords: Embryo culture, morphologic scoring,
rat

! Ars.Gor.Erciyes Un Saglik Bil. Ens, Anatomi AD, Kayseri
2 Prof.Dr.Erciyes Un, Tip Fak.Anatomi AD,Kayseri

Gelis Tarihi : 24.08.2006 Kabul Tarihi : 13.12.2010

216 Saglik Bilimleri Dergisi (Journal of Health Sciences) 19(3) 216-225, 2010



In Vitro Embriyo Kiiltiir Sistemlerinin
Tarihgesi

Implantasyon sonrasit embriyo kiiltiirii denemeleri
1930’larda baglamasma ragmen 1960 yilindaki
thalidomit faciasma kadar yaygin hale gelmemistir.
Ik denemelerde Waddington ve Waterman (1)
tavsan embriyolarin1 plazma pihtist iizerinde 6-9
somit asamasina kadar biiyiitmiigler, bunu Nicho-
las ve Rudnick’in (2) heparinize edilmis si¢an plaz-
masinda sigan embriyolarmi kiiltiir etmeleri izle-
migtir. Daha sonra 1960’lara kadar kayda deger bir
gelisme olmamis, 1964’te New ve Stein (3), 9-10
giinliik sigan embriyolarinin sigan serumunda plaz-
ma pihtisinda oldugu kadar iyi bilyiiyebildigini
gostermis ve bunu takiben New ve ark. (4), Camb-
ridge’de bu teknigi gelistirmislerdir. Bu donemden
sonra, sigan embriyosu kiiltiiri teknigi bir ¢ok aras-
tirmaci tarafindan benimsenmis ve ¢aligmalarinda
kullanilmustir (5).

Giintimiizde bu teknik klinik ¢alismalarda, toksiko-
lojik, teratojenik ve farmakolojik ajanlarm in vitro
etkilerinin aragtirllmasinda, embriyo gelisimini
etkileyen hormonlar ile biiylime faktorlerinin etki-
lerinin ve etki mekanizmalarmm incelenmesinde
ve embriyo metabolizmast ile ilgili arastirmalarda
yaygin olarak kullanilmaktadir (5-11).

In Vitro Sican Embriyo Kiiltiirii Teknigi

150-250 gr agirligindaki 4-10 aylik digiler dollen-
me yetenegi olan erkeklerle aksam saat 5°de bir
kafese konulur. Sabah erkeklerden ayrilan disiler-
den vajinal smear alinarak sperm olup olmadigma
bakilir. Vajinal smearde sperm goriilen disiler 0.5
giinliik hamile olarak kabul edilir ve ayr1 bir kafese
alinip normal diyet ile beslenerek 9 giin bekletilir
(12).

Kiiltiir Ortaminin (serum) Hazirlanmasi

Disi veya erkek si¢anlar eter ile anestezi kutusunda
bayiltilir. Anestezinin gerceklestigi goz refleksi ile
kontrol edildikten sonra hayvanlar anestezi kutu-
sundan c¢ikarilarak diiz bir satih lizerine sirt {isti
yatirilir. Anestezinin devami i¢in iginde eter ile
1islatilmis pamuk ihtiva eden bir cam kavanoz hay-
vanin burun kismi i¢inde olacak sekilde bas kismi-
na yerlestirilir ve karm duvar1 %70’lik alkol ile
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temizlenir. Pens ve makas yardimiyla hayvanin
karninda V seklinde kesi yapilarak deri bas hizasi-
na katlanir. Karin igi organlar bir tarafa itilerek
aorta abdominalis goriiniir hale getirilir. Aorta ab-
dominalis’in catallanma yerinden 10 cc’lik enjek-
tor yardimiyla girig yapilarak alinabildigi kadar kan
alinir (yaklasik 8-10 cc). Kan alinir alinmaz 3500
rpm’de 5 dakika (dk) santrifiij edilir. Laminar-air
flow altinda steril pensle kan karistirtlarak tekrar
santrifiij edilir. Santrifiij edildikten sonra steril Pas-
teur pipeti ile serum gekilir ve kiiltiir sisesine ko-
nur. Sonra 56°C’ye ayarlanmis olan su banyosunda
30 dk bekletilir. Su banyosunda bekledikten sonra
0,22 mm’lik filtreden gegirilir. Serumun miktarma
gore 100 IU/ml penisilin ve 100 ug/ml streptomisin
eklenir (1 cc’lik seruma 10ml streptomicin /
penicilin). Serum hazirlandiktan sonra -20°C’de
saklanir. Serum kullanilacagi zaman su banyosun-
da 37°°de bekletilerek kullanima hazir hale getirilir

(12).

Embriyolarn  Anne Karmindan Cikarihs1 ve
Kiiltiirii

9.5 giinliik gebe sicanlar yukarida belirtildigi gibi,
eter anestezisi altinda bayiltilarak karmlar1 agilir.
Karmn i¢i organlar1 hayvanin sag tarafina itilerek
abdominal aorta goriiniir hale getirilir ve 10 cc’lik
enjektor yardimiyla aortun catallanma yerinden
girilerek alinabildigi kadar kan alinir. Alinan kan
3500 rpm’da 5 dk santrifiij edilir ve serum elde
edilmek iizere saklanir. Daha sonra uterus boynu-
zunda dizili bir sekilde yer alan embriyolar steril
bir pens ve makas kullanilarak i¢cinde Hanks solus-
yonu bulunan steril bir petri kabina transfer edilir.
Bu asamadan sonraki tiim islemler Laminar-air
kabinde, yari steril sartlarda ve stero mikroskop
altinda gergeklestirilir. Kuyumcu Forceps’i yardi-
miyla uterus kasi antimezometrial kenar boyunca
dikkatlice kesilir. Desidual doku kitlesi ortadan
ayrilarak icinde embriyo goriiniir hale getirilir.
Embriyoya zarar vermeden disekte edilerek embri-
yo desidual dokudan ayrilir. Sonra kemirgenlerde
bulunan embriyoyu cepegevre kusatan Reicherts
membran1 embriyonal kutupta pens yardimiyla
parcgalanarak c¢ikartilir. Embriyo medium igeren
kiiciik steril petri kabina konur. Bu islem biitiin
embriyolar i¢in tekrarlanir. Zarar géren embriyolar
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Embriyo kiiltiirii teknigi

Resim 1. Disi ve erkek siganlardan serum igin kan alimi. A- anestezi altindaki disi siganin
goriiniimii, B- anestezi etkisini gosterdikten sonraki disi sicanin goriiniimii, C- Disi si¢anin sirt
iistli yatmis hali, D- Aort’un ¢atallanma yerinden alinan kanin gériiniimi

kiiltiir ortamina konulmaz. Saglam embriyolar be-
serli gruplara ayrilir ve igerisinde Sml normal sigan
serumu bulunan 50 cc’lik steril cam kiiltiir siseleri-
ne (1 embriyo/Iml serum) steril bir cam Pasteur
pipeti yardimiyla konur. Embriyo bulunan siselere
% 5’lik Oy, % 5’lik CO,, % 90’lik N, (1. gaz kari-
sim1) gaz karigimi 1dk siire ile verilir. Sisenin agzi
plastik tipa ile kapatilir. Kiiltiir siseleri 37°C’ lik
inkiibatore konur. Kiiltiir siseleri dakikada yaklasik
30 devirle (30rpm/dk) donen roller’a yerlestirilir.
Eksplantasyondan 24 saat sonra kiiltiir siseleri in-

kiibatérden alinarak plastik tipalar1 agilir ve % 20
0,, % 5 CO, 75 N, ihtiva eden (2. gaz karigimi)
gaz karisimi ile 1 dk siire ile gazlanir. Kiltiir sise-
leri tekrar inkiibatore konur. Embriyolarin morfolo-
jik skorlamalar1 yapilmadan 4 saat 6nce % 40 O,,
% 5 CO,, % 55 N, (3. gaz karisimi) gaz karisimi ile
siselere 1 dk siire ile tekrar gaz verilir. 48 saatlik
kiiltiir ortaminda biiyiitiilen embriyolar igerisinde
Hanks solusyonu bulunan petri kaplarma transfer
edilir ve van Maele-Fabry ve ark. (13) tarafindan
gelistirilen Morfolojik skorlama sistemine gore
stero mikroskop altinda degerlendirilir.
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Resim 2. Gebe siganlardan embriyolarin ¢ikarilisi. A-Karm i¢inde embriyolarin gériiniimii, B- Uterus boynu-
zunda bulunan embriyolarin goriiniimii, C- Embriyolarin uterus boynuzundan c¢ikarildiktan sonra Hanks so-
lusyonuna transferi, D- Hanks solusyonu i¢indeki embriyolarin goriiniimii

Embriyonun biiylime ve gelismesini kantitatif ola-
rak hesaplamada tanimlayici parametreler kullanil-
malidir. Objektif skorlama sistemi morfolojik geli-
simi Ol¢mek iizere tasarlanmugtir. Skorlamada en
gecerli ve sik kullanilan Van Maele-Fabry ve ark.
(13) tarafindan gelistirilen skorlamadir. Bu sistem
kullanilarak sigan gebeliginin 10, 11, 12 ve 13.
giinlerinde ¢ikartilan embriyolarda 17 morfolojik
ozellige bakilmaktadir. Her bir parametre 6 sathaya
ayrilmistir ve bu safhalara 0 ile 5 arasinda degisen
puanlar verilmistir. Bu parametreler sunlardir: Vi-
tellus kesesi damarlanmasi, allantois; fleksiyon,

kalp, kaudal noral tiip, arka beyin, orta beyin, 6n

beyin, otik sistem, optik sistem, olfaktor sistem,
bransiyal bar, maksiller ¢ikinti; mandibular ¢ikinti,
on ayak, arka ayak, somitler (13). Her bir embriyo
icin skorlarin toplam sayisal degeri morfolojik skor
(MS) olarak degerlendirilir. Ayrica morfolojik skor-
lama embriyonik yasi belli olan embriyolar igin
kullanilir. Embriyo kiiltiir deneylerinde morfolojik
skorlama sistemin kullanimi embriyonik gelisimin
ayrintili indeksini verir. Spesifik primordia’nin ya-
vaglamasinin ve dismorfogenezin bulunmasina yar-
dimct olur. Gelisim ve biiyiimenin kantitatif olarak
karsilagtirilmasina olanak saglar (13).
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Embriyo kiiltiirii teknigi

Tablo L. Morfolojik skorlamada kullanilan parametreleri gosteren tablo

Embriyonik 0 1 2 3

© % @ &

Vitellus kesesi

® @

damarlanmasi . . . .
damar olug- ektoplasental vitellus kesesi vitellus kese- ana damardan vitellus kesesi
maz veya kan kon etrafinda lizerinde sinde damar  ¢ok sayida  sapi oblitere
adaciklar1  kan adaciklar1  birkagince  agiolusursa  ince dallar  olup vitellin
olusursa olusursa  damar olusur- ¢ikiyorsa arter ve ven
sa ayriliyorsa
¢ Q@ @ &
Allantois eksosdlomda allantois kor- umblikal umblikal ve
allantois ser-  yonile kay-  dolasim olu-  vitellin da-
best olarak nasmis ise sursa marlar aorttan
gortliirse ayrildigr go-
riiliirse 3
@ 1/4 1/2 3/4
Fleksiyon @ @
ventral olarak % oraninda 2 lik bir %’lik rotas-  dorsal olarak tamamen
konveks ise rotasyon rotasyon yon varsa konveks katlanirsa
varsa
A A g &
Kalp endokardial  kalp goriinii- kalp S harfine  atrium ve kalp ti¢ bol- kalp dort
yap1 goriiniir- yorsa benzer tiip ventrikiil meye ayril- boélmeye
se seklinde ise  arasinda bir mis ise ayrilmis ise
boélme olus-
mus ise
o (o)
© © a i 0l

Kaudal noral

noral tabaka  noral tabaka noral katlanti

arka néropor

arka néropor- arka ndropor

tiip
veya noral kapanmig 4-5 somit sekillenir da kiigiik bir kapali ise
katlant1 olug-  ancak néral ~ seviyesinde ancak acik ise agiklik var ise
mus ise katlanti1ile  birlesmis ise
birlesmis ise
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Tablo I. Morfolojik skorlamada kullanilan parametreleri gosteren tablo (devami)

Embriyonik 0 1 2 3 4 5 6
tomurcuk
i)
—— '\f L% . E r P 'lh\
0 b !
Arka beyin noral tabaka  V-geklinde  noral katlant1  6n néropor on noropor dordiinci
olusmus ise  noral katlanti ~ U-seklinde olusmus kapali, rhom-  ventrikiiliin
varsa ise ancak actkk  bencephalon  agik iist kena-
ise sekillenmis ise  r1yla pons

birlesmis ise

~- v U @ : C;j

Orta beyin noral tabaka  V-seklinde U-seklinde  kismen me- tamamiyle = mesensefalon
veya mesen- noral katlantt noral katlant1  sensefalik ~ mesensefalon  ve rhinense-
sefalik beyin varsa varsa katlant1 bir-  birlesmis ise  falon arasinda

katlantisi lesmis ise bir bolme
varsa varsa

On beyin Nl v U @ & @ db @ C’o:)

noral tabaka  V-seklinde U-seklinde prosensefalik prosensefalon telensefalik
olusmus ise  noral katlant1 noral katlanti  katlanti kis-  tamamen bir-  evaginasyon
varsa varsa men birles- lesmis ise goriiniirse
mis ise

Otk sistem ( A F '( d (o {z‘:.l

herhangi bir  diiz bir otik otik gukur  otik vezikiil  otik vezikiil  otosit dorsale

belirti yoksa  primordium varsa kapali ancak  epidermisten  yerlesmis ise
varsa epidermisten  ayrilmis ise
ayrilmamig
ise
Optik sistem ?ﬂ r ﬂ G @
herhangi bir  sulcus opticus optik primor-  optik pri- primer optik  lens tabakast
belirti yoksa varsa dium uzamigs  mordium vezikiil olus- olusmaya
ise oval sekilli  mus ve optik  baglamis ise
ise sap agik ise
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Embriyo kiiltiirii teknigi

Tablo I. Morfolojik skorlamada kullanilan parametreleri gosteren tablo (devami)

Embriyonik 0 1 2 3 4
tomurcuk
Olfaktir & Q éﬂ
sistem
herhangi bir olfaktor tabaka olfaktor tabaka olfaktor ¢ikinti
belirti yoksa varsa ¢evrelenmis ise belirgin ise
~y
= = #
2 E 1
Bransiyal
bar
brangiyal bar  bir tane brangiyal ikitane brangiyal {i¢ tane bransiyal
goriinmiiyorsa bar varsa bar varsa bar varsa
AR
Maksiller ' - )
cikints s 5 =5
rudimental bar rudimental bar bransiyal barile mandibular ¢ikinti
kafanin 6n kis- kafanin 6n tarafin- maksiller ¢gikintt  ile 6n beyin ara-
muyla birlesmis  dan ayrilmus ise arasinda iceriye sinda bir tabaka
olarak goriinii- dogru bir ¢ikintt olusursa
yorsa olursa
Mandibular
cikinti
herhangi bir sey mandibular ¢ikintt  ventral kenarlar ~ bu kenarlar bir-
goriinmilyorsa  ventral kenar bo-  birbirine temas lesmis ise
yunca ayrilmis ise ediyorsa
11 ]
U O )\ ¢S
. S 5
On ayak
herhangi bir sey 9 ila 13 somit on ayak tomur-  6n ayak tomurcu-
olusmamis ise  seviyesinde disari-  cuklanmus ise gu kiirek seklinde
ya dogru bombe- ise
lesme varsa
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Tablo I. Morfolojik skorlamada kullanilan parametreleri gdsteren tablo (devami)

Embriyonik 0 1 2 3 4 5 6
tomurcuk
A
Trg ( )
| {
Arka ayak herhangi bir sey 26ila 30 arka ayak arka ayak
olusmamis ise  somit seviye- tomurcuklan- tomurcugu
sinde disartya mis ise kiirek seklin-
dogru bombe- de ise
lesme varsa
Somit sayisi somit sayis1 0 ila 6 ila 10 ara- Ililal5 16ila 20 21ila25 261ila 30
5 arasinda ise sinda ise arasinda ise arasinda arasinda ise  arasinda ise

B B r\\
R
WVitellus

kesesi capt Sotrit sayis

Bag-lap uzunlugn

f}éfﬂkﬁ‘*
Baz uzunlugn

Embriyo Kiiltiir Tekniklerinin Onemi ve Kulla-
nim Alanlan

Gelisen teknoloji insanlarin hayatini kolaylastirir-
ken, teknolojinin iretilmesi sirasinda ortaya ¢ikan
yan triinler, biyolojik ve kimyasal atiklar, zehirli
gazlar ve diger zararh ¢evresel etkenler insan sagl-
gin1 olumsuz yonde etkileyen yeni ekolojik sartlari
da beraberinde getirdi. Bu olumsuzluklar sadece o
ortamda yasayan bireylerin sagligini tehdit etmekle
kalmayip ayni zamanda anne karninda gelismekte
olan embriyo veya fetus iizerinde de istenmeyen
etkiler yaparak hastalanmasina, sakat dogmasma
hatta 6liimiine sebep olmaktadir (5).

Konjenital malformasyonlar olarak adlandirilan bu
sakatliklar gecen yilizyilin baglarinda g¢ogunlukla
genetik sebeplere baglaniyordu. Embriyonik ve
fetal zarlar (amnion ve koryon), anne karmn duvari
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ve uterusun embriyoyu disaridan gelecek zararlara
kars1 koruyan gegilmez bir bariyer olduklari inanci
yaygindi. 1941°de Gregg’in rubella viriisiiniin in-
san embriyosu gelisiminin kritik déneminde konje-
nital malformasyonlara sebep olabilecegini gdster-
mesi ve bunu takiben diger cevresel etkenler ve
farmakolojik ajanlarin (Thalidomit gibi) dogumsal
defektlere yol agabileceginin gosterilmesi (14)
“’Teratoloji Bilimi’’nin dogmasina yol agti. Terato-
loji bilimi kisaca, dogum oncesi gelismeye etki
eden konjenital malformasyonlarin sebeplerinin
ortaya ¢ikarilmasi olarak tanimlanabilir. Teratojen-
ler de konjenital malformasyonlarin olusmasini
saglayan veya olugma olasiligmi artiran ajanlar
olarak tarif edilebilir (5).

Embriyonik gelismenin en kritik donemi, teratojen-
lerin bilyiik olasilikla malformasyona yol agtiklar
donem olan ana organ taslaklarmin gelistigi do-
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nemdir (insanda 15-60., sicanlarda 9,5-11,5. giinler
aras1). Daha erken donemlerde bir teratojene maruz
kalmak gebeligin sonlanmasma sebep olurken,
daha ge¢ donemlerde ana organ sistemleri sekillen-
mis oldugu igin teratojenlere maruz kalma, ya fiz-
yolojik anomalilere yada organlarda fonksiyon
bozukluguna sebep olacaktir. Ilaglarm ve potansi-
yel teratojenlerin etkilerinin daha dnceden saptana-
bilmesi ve dogumsal malformasyonlarin etiyoloji-
sinin aydinlatilabilmesi amaci ile deneysel hayvan
¢alismalart 6nem kazanmig ve bu amagla in vivo
(canlida) ve in vitro (organizma diginda) ¢aligmalar
es zamanli olarak yiiriitilmektedir (5).

Son yillarda postimplante kemirgen embriyo kiiltiir
teknikleri, in vivo’daki gibi embriyolarin biiyiime-
sini ve gelismesini saglamaktadir (4). Teratojenik
aktivite hakkinda maternal ¢evrenin karmagik etki-
sini ortadan kaldirmak i¢in in vitro ortamda biiyii-
yen memeli embriyolarin gelismeye devam etme
olasilig1 6zellikle teratolojistlerin dikkatini cekmis-
tir. Postimplante embriyo kiiltiirii, ajanlarin toksite-
sinin dogrudan embriyo kiiltiirii iizerinde arastiril-
masini kolaylastirmaktadir (4,15).

Ayrica memeli gelisimi siirecinde biitiin ana organ
sistemleri embriyonun uterus duvarina implantas-
yonundan sonra sekillenmeye basladigindan dolay1
embriyo tizerinde bu asamada yapilabilecek in vivo
¢alismalar olduk¢a smirli olmaktadir. Ciinkii bu
donemde embriyo endometriyum icine implante
oldugu i¢in net olarak izlenememekte, amnioskopi,
radyolojik metotlar ve ultrasonografi ile incelemek
icin oldukca kiigiik boyuttadirlar. In vivo ¢alisma-
larda karsilasilan anne metabolizmasidaki fizyolo-
jik farkliliklar hayvan deneylerinden elde edilen
sonuglarm insan i¢in yorumlanabilmesini zorlastir-
maktadir. Cilinkii teratojenler tiire 6zgii degisiklik
gosterebilir (5).

Embriyo kiiltiirii teknigi kullanilarak pek c¢ok far-
makolojik, toksikolojik ve teratojenik ajanlarin
embriyo gelisimi iizerine etkileri ve etki mekaniz-
malarmi arastirmak miimkiin olabilmektedir.
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