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In Vitro Kiiltiirde Zenginlestirilen Domuz Folikiil ve Amniyon Hiicrelerinden
RNA Ekstraksiyonu
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Ozet: Amniyotik hiicreler fetustan koken alan ve birgok farkli doku tipine doniisebilen hiicrelerdir. Bu durum
hiicrelerin bircok medikal uygulamada kullanilmasina olanak saglar. Amniyotik ve folikiiler sivilar, prenatal
tanida ¢ok etkili bir metod olan amniyosentez ile toplanmaya ¢alisilmistir. Uygulamadan 48 saat sonra domuz-
larda abortus goriildiigii ve toplanan hiicre sayisinin yeterli olmamasindan dolay1, drneklerin steril sartlar altinda
operasyonla toplanmasina karar verilmistir. Alinan hiicreler yeterli say1 ve mitotik aktiviteye ulagincaya kadar
hiicre kiiltiirtinde gelistirilmistir. Takibinde Trizol ile muamele edilerek hiicrelerden RNA izolasyonu yapilmistir.
Amniyotik ve folikiiler hiicrelerin iyi kalitede {iremelerine ragmen RNA izolasyonlarindan alinan sonuglar ¢ok
tatmin edici olmamistir. RNA biitiinliigii agaroz jel elektroforezi ile kontrol edilmistir. Elektroforez sonuglarina
gore folikiiler hiicrelerden elde edilen orneklere ait 28s, 18s ve 5s rRNA bantlari1 gozlenirken, amniyotik hiicre
kiiltirlerine ait 6rneklerde hig¢ bant gozlenmemistir. Bu sonuglar domuza ait amniyotik ve folikiiler hiicrelerin in
vitro ortamda {iretilebildigini gostermistir. Ancak amniyon hiicrelerine ait basarisiz RNA izolasyonlar agikla-
namamaktadir. Amniyotik hiicreler i¢in hazirlanacak kiiltiire baz1 zenginlestirmeler yapilabilecegi yada izolas-
yon i¢in daha farkli metotlarin kullanilabilecegini onerilebilir..

Anahtar Kelimeler: Amniyotik hiicre, folikiiler hiicre, domuz.
RNA Extraction From in vitro Enriched Cultures of Swine Follicular and Amniotic Fluids

Abstract: Amniotic cells are derived from fetus and they are able to differentiate into various tissue types. This
allows many future medical applications. The amniotic and follicular fluids were tried to collect by amniosyn-
thesis which is an effective method in prenatal diagnosis. Since he pigs aborted in 48 hours after the applications
and the limited amount of collected samples, the collection were decided to be continued under sterile opera-
tional conditions. The cells were cultured in specific cell cultures until they reached adequate numbers of cells
and mitotic activity. The cells were treated with Trizol and total RNA isolations were carried out. Although the
growth of amniotic and follicular cells were in good quality, RNA isolations were not satisfactory. Integrity of
the isolated RNA was verified by agarose-gel electrophoresis. The results of electrophoresis showed three clear
bands of 28s, 18s, 5s rRNA from the follicular cell cultures, whereas no bands were observed from amniotic cell
cultures. The results showed the proliferations of porcine follicular and amniotic cells in vitro conditions. But the
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unsuccessful results in RNA isolations from amniotic cells remains unclear. Different isolation techniques or
utility of enriched cultures with different media can be suggested for qualified proliferations of amniotic cells.

Key Words: Amniotic cells, follicular cells, porcine.
Giris

Amniyosentez, gebelik esnasinda
uterustan amniyotik sivinin alinma yontemine
verilen isimdir. Bilinen en eski prenatal tani
yontemi olan amniyosentez, ilk defa 1881 yilin-
da polihidroamnioslu vakalarin tedavisi amaciy-
la kullanilmaya baglamig ve giiniimiize kadar
artarak gelmistir’. Steele ve Breg 1966 yilinda
amniyotik  sivida  hiicre  kiiltliriinii  ve
karyotiplemeyi basarmislardir; bu sayede gene-
tik hastaliklarin prenatal tanisinda genis bir
uygulama alam1 olusmustur’>. Amniyosentez
islemi sadece kromozom analizi i¢in degil ¢esit-
li genetik hastaliklarin tanisinin  konmasinda
ve/veya arastirilmasinda DNA-RNA analizi ve
biyokimyasal testleri uygulamak i¢in de yapil-
maktadir®,

Amniyotik sivi fetustan koken alan ve
elektrolitler, enzim ve hormonlar, embriyonal
biiylime ve gelisme i¢in gerekli cesitli faktorleri
(molekiilleri)  igerir.  Yapilan  ¢alismalar
amniyotik sivinin igerik ozelliginin birgok tiir
icin ‘fetal tissue engineering’ i¢in hiicre kaynagi
olusturdugunu gostermektedir. Bu ozelliginden
dolayi, hiicreler mezensimal orjinli multipotent
kok hiicreleri  olarak  kabul edilmektedir
8172830333637 - Amniyotik hiicreler deri, kikir-
dak, kalp, sinir, kas ve kemik gibi bircok doku
tipine farklilagabilme yeteneginde olup gelecek-

te bazt medikal uygulamalar i¢in énem arz et-
mektedip 125-8:11.14.1819.23-28,3031,34,36.37

Son donemlerde IGF gibi, doku
metalloproteinaz  inhibitérii  (TIMP), «a2-
makroglobulin ve fibroblast biiyiime faktorii
(FGF) gibi proteinlerin de bulundugu amniyotik
sivinin yara iyilesmesi ve doku yenilenmesi gibi
birgok patolojide kullanilabilirligi ve tedavi
edici etkileri arastirilmaktadir'®'6***2%%° Tim
bu c¢aligmalar insan hekimliginde arastirma ve
uygulama alanlar1 olustururken Veteriner He-
kimlikte heniiz ¢ok yeni durumdadir. Amniyon
ve folikiil hiicrelerinin, yukarida adi gegen yara
iyilesmesi ve doku yenilenmesinde etkili olan
faktorler yoniinden degerlendirebilmek ve klinik
olarak kullanilabilirligini gostermek icin yapti-
gimiz 6n ¢aligmalarda, amniyon ve folikiil sivi-
larinda hiicre popiilasyonunun az olmasindan
dolay1 in vitro sartlarda gogaltilarak degerlendi-
rilmesine Kkarar verildi. Bu amagla 0&nce
amniyosentezle aliman ancak uygulamadan kisa

stire sonra gebelikleri sonlandig1 ic¢in operas-
yonla aspire edilen folikiil ve amniyon sivilari
topland1. Bu hiicrelerin RNA izolasyonu yapabi-
lecek kadar in vitro kiltiirlerde iiretilebilmesi
icin veriler elde edilmesi amaglandi.

Materyal ve Metot

Amniyon ve Folikiill Sivilarimin Top-
lanmasi: Calisma materyali, Uludag Universi-
tesi Veteriner Fakiiltesi Aragtirma ve Uygulama
Ciftliginde bulunan 6 adet domuzdan toplanmig-
tir. Calisma igin Uludag Universitesi Deney
Hayvanlar1 Biriminden etik kurul onay1 alinmig-
tir. Folikiil ve amniyon sivist alinacak domuzlar
rasgele iki gruba ayrilmustir.

Grup 1 (n=3): Folikiil s1vis1 alinacak olan
domuzlarda 6strus belirtilerinin gézlenmesinden
sonra genel anestezi altinda ultrasonografik
olarak ovaryum ve folikiil muayenesi yapilmis-
tir. Ancak ultrason esliginde folikiiler sivinin
alinmasi1 miimkiin olmamustir.

Grup 2 (n=3): Amniyon sivisi alinacak
domuzlar Ostrus takipleri yapilarak kontrollii
olarak ciftlestirilmistir. Ciftlesme tarihinin bir
giin sonrast gebeliklerin 1. giinii olarak kabul
edilmistir. Gebelik muayeneleri genel anestezi
altinda ultrasonla yapilmistir. Gebeligin orta
doéneminde (ikinci 1/3°Tiik dénem)
amniyosentez ile amniyon sivist alinmistir.
Inguinal  bolge  tras  edildikten  sonra
benzalkonyum kloriir 10% (Zefiran Forte,
Sandoz/istanbul) ve iyot soliisyonu (Polyod,
Drugsan/Ankara) ile dezenfekte edilmistir. Ste-
ril sartlarda ultrason esliginde yavru kesesine
ulasilmis ve 2.5 cc amniyon sivisi alinmistir ve
laboratuvara gonderilmistir. Ancak
amniyosentezden 45 saat sonra abortus gozlen-
mis ve gebelik sona ermistir.

Gebe domuzlarda erken donemde yapilan
amniyosentez abortusa neden olmus, gebe ol-
mayan domuzlarda ise folikiiler sivinin alinmasi
miimkiin olmamistir. Bu nedenle her iki sivinin
da deneysel laparoskopi yontemi ile genel anes-
tezi altinda alinmasina karar verilmis ve tiim
ornekler operasyonlar sirasinda steril sartlarda
alinmustir.

Anestezi Protokolii: Gebe domuzlara
preanestezi i¢in Smg/kg dozda intramuskuler
(im) Xylazine (Alfazine®) ve 10mg/kg dozda



Ketamine (Alfamine®) uygulanmistir. Domuz-
lar vena auricularisten a 22-g anjiyocat ile
kateterize edilmistir. Intravendz (iv) propofol
(4mg/kg; Propofol®) uygulamasi yapildiktan
sonra, entubasyon ve mekanik ventilasyona
gecilmistir. Operasyon siiresince elektrokardi-
yogram, NIBP, End-Tidal CO,, SpO,
monitorize edilmistir. ~ Sirurjikal —asamada
‘balanced’ teknigi kullanilmigtir: inhalant olarak
desflurane (%8-12 to stabilize MAC at 1,5;
Suprane®), propofoliin iv uygulamasiyla des-
teklenmis ve karprofen 4mg/kg dozda agr1 kont-
rolii i¢in im uygulanmistir (Rimadyl®).

Hiicre Kiiltiirii: Amniyosentez islemine
baslamadan once kullanilacak olan, steril gazli
bez, 2 adet 10 ml ve 1 adet 2.5 ml’lik steril
disposible enjektor steril bir ortii izerinde hazir-
landi. Amniyon ve follikiiler sivilarda maternal
kontaminasyonu elimine etmek igin kan hiicresi
bulunan 6rnekler incelemeye alinmamustir. Hiic-
re kiltlirlerinde, Hoehnn ve ark’nin protokolii
modifiye edilerek uygulanmistir'’®. Alinan sivi-
larin santrifiijii yapildiktan sonra ¢dken hiicreler
25 cm?lik kiiltiir flasklarina bu hiicreler igin
spesifik medyumla birlikte (BIOAMF-1 Basal
medium and supplement, Biological Industries,
Cat.# 01-190-1; 01-192-19) aktarilmistir. Med-
yum igine etkinliginin stirekliligini ve koruyu-
culugunu artirmak i¢in 2 ml L-Glutamin (L-
Glutamine  Solution 200mM, Biological
Industries, Cat. No. 03-020-1) ve 1 ml antibiyo-
tik (Gentamicin, Biological Industries, Cat. No.
03-035-1) ilave edilmistir. Kiiltiir flasklart
37°C’de, %5 CO,, %95 nemli ortamda inkiibe
edilmistir, 3-4 giin sonra kiiltlir flaskinin zemi-
nine yapisan hiicreler invert mikroskop altinda
izlenmigtir. Kiiltiir ortaminda uygun sayiya ve
mitotik aktiviteye ulasan hiicreler RNA izolas-
yonunda kullanilmak {izere alinmistir.

RNA izolasyonu: Hiicreler 500 pl’lik
guanidin  tiyosiyanat  (Trizol®  Reagent,
Invitrogen/Life Technologies, Cat. No. 15596 1)
ile muamele edildikten sonra 10 dakika oda
isisinda  bekletilmigtir. Takibinde -20°C’de
sogutulmus 0.2 ml kloroform ilave edilmis, 5
dakika oda 1sist inkiibasyonu sonrasinda
+4°C’de 15 dakika 7,500 x g’de santrifiij edil-
mistir. RNA igeren iist sivi faz1 dikkatlice uzak-
lastirilmis ve steril baska bir tiip i¢ine alinarak
kloroform fazi tekrar edilmistir. Santrifiij sonra-
sinda iist faz alinarak esit hacimde izopropanol
eklenmis ve RNA’y1 ¢oktliirmek i¢in 10 dakika
oda 1sisinda bekletilmistir. +4°C sicaklikta
7,500 x g’de 10 dakika santrifiij uygulanarak
RNA topak haline getirilmistir. Olusan RNA
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cokeltisi 0.5 ml 70%’lik soguk ethanol ile 10
dakika +4°C’de bekletilerek 7,500 x g’de 10
dakika santrifiij edilmistir. RNA’y1 ethanol ile
yikama asamasi 2 kez yapilmistir. Santrifiij
sonunda olusan pelletlerden etanol dikkatle
¢ekildikten sonra oda 1sisinda 10 dakika kuru-
tulmustur. Uzerine 25 pl otoklavlanmus distile
su konarak RNA ¢ozdiiriilmistiir. Tiipler kisa
vortexlendikten sonra 1.25 ul RNAse Inhibitérii
eklenerek -20°C’de saklanmuistir.

RNA Biitiinliigii Kontrolii (Integrity
Control) & Agaroz Jel Elektroforezi: Elde edi-
len RNA’dan 1.5 pl alinarak 4.5 pl Loading
Dye ile karistirilarak 5 dakika 65°C’de su ban-
yosunda bekletilerek sok sogutma ile buzun
tizerine alinmisgtir. 1.2 gm agaroz 84,7 ml DEPC
ile muamele edilmis distile su ve 10 ml MOPS
Buffer i¢ine konarak 2 dakika mikrodalga i¢inde
eritilmistir. Jel birka¢ dakika sogumaya birakil-
diktan sonra ig¢ine 5.2 ml 37%’lik Formaldehit
ve 4 ul ethidium bromide katilarak jel tankina
dokiilmistiir. Yarim saatlik polimerizasyondan
sonra, sogukta bekletilen RNA’lar jele yiiklen-
mistir. Ornekler 100 V ve 300 mA’lik gii¢ kay-
nag1 ile 1.2%’lik agaroz jelde 60 dakika boyun-
ca yurlitilmiistiir.

Bulgular

Klinik Bulgular: Amniyosentezle alinan
amniyotik stvi miktar1 2.5-3 cc olarak belirlen-
mistir. Ancak bu hiicrelerin 14-21 giinliik kiiltii-
re edilmeleri sonunda bazi flasklarda ¢ok az
tireme olmug bazilarinda ise hi¢ lireme gozlen-
memistir. Uygulamay1 takiben 48 saat i¢inde
gebelikler abortusla sonlanmistir.

Ultrason esliginde amniyotik sivi ¢ok az
da olsa alinmasina ragmen folikiil sivisi alina-
mamigtir.

Tiim bu uygulamalarin basarisiz olmasin-
dan sonra, sivilarin steril sartlarda deneysel
laparatomi ile alinmasma karar verilmistir. Bu
uygulama operasyondan sonra gebeliklerin yine
abortusla sonlanmasina yol agmuistir.

Hiicre Kiiltiirii: Amniyosentez uygula-
nan domuzlara ait flasklarin bir kisminda hig
tireme olmamis, bir kisminda ise kiiltlir orta-
minda amniotik hiicrelerde uygun sayiya ulasi-
lamamistir. Bunu amniyotik hiicre yetersizligi,
mikroorganizma kontaminasyonu ve diger tek-
nik nedenlere baglamaktayiz. Ancak steril sart-
larda alinan amniyon ve folikiil sivilarinda yo-
gun liremeler goézlenmistir.
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RNA izolasyonu: izolasyon sonunda el-
de edilen RNA’lar, miktarin az olmasindan do-
lay1 spektrofotometre ile Olgiilmedi. Ancak
RNA biitiinliigii kontrolii (Integrity Control)
agaroz jel elektroforezinde yapildi. Folikiil s1vi-
larindan kiiltiire edilen hiicreler jel tizerinde 28s,
18s ve 5s rRNA’lik 3 adet ribozomal bantlarin
varlig1 ve yogunlugu ile izole edilen RNA’larin
biitiinliiglinii korudugunu gosterdi (28S rRNA >
18S rRNA> 5S rRNA) (Resim 1) Kiiltiire edilen
amniyon hiicrelerinin RNA izolasyonlarinda ise
hi¢ bant gozlenmedi. Folikiil hiicrelerinin kiil-
tirlerinden elde edilen RNA’nin stabil izole
edildigi gozlenirken, ayni durumun amniyon
hiicre kiiltiirlerinden elde edilen RNA’larda
olmadig1 gbzlendi.

28s rRNA

Resim 1: FolikUler hiicre kiltirinden izole
edilen RNA’nin agaroz jel gorintusu

Figure 1: Visualization of RNA isolation from
follicular cell culture on agarose gel

Tartisma

Amniyon ve folikiil sivilart iki farkli yon-
temle alinarak, bu hiicrelerin in vitro kiltiirlerde
cogaltilabilirligi ve RNA izolasyonunda kullani-
labilirligine  ait  veriler  degerlendirildi.
Amniyosentez insan hekimliginde ¢ok sik bas-
vurulan ve prenatal tani igin vazgecilmez bir
tekniktir *. Veteriner hekimlikte ¢ok az kullanim
alan1 bulan bu teknik, domuzlarda ilk kez uygu-
lanmis ve klinik sonuclari degerlendirilmistir.
Insanlarda bu uygulama sonunda abortus riski
cesitli arastiricilar tarafindan bildirilmistir. De-
neyimli ellerde amniyosenteze baglh fetal kayip
oranlar1 %0.5 - 1’den fazla degildir. Eddlemann

ve ark. fetal kayip oranini %0.15 olarak bulmus-
lardir'. Armstrong ve ark. fetal kayip oranini
%0.2 olarak bildirmislerdir’. Ancak hayvanlarda
teknige ait kullanim alan1 bulunmadigindan
konuya ait klinik veriye rastlanmamistir. Uygu-
lamanin steril sartlar altinda yapildig1 durumda
uzun siireli anestezi, gebe uterusun lokalizasyo-
nun bozulmasi operasyon sonrasi abortusa ne-
den olabilir. Ancak kisa siireli anestezi altinda,
ultrason esliginde direkt uterus hedef alinarak
yapilan uygulamanin neden abortusa yol actigi
bilinmemektedir.

Amniyosentezle alinan sivinin miktarinin
az olmas1 ve buna bagli olarak hiicre sayisimnin
az olmasindan dolay1 iireme gozlenemedigi
sanilmaktadir. Hiicre sayisinin istenen diizeyde
olmamas1 ve uygulama aninda steril sartlarin
yetersizliginin hiicre iiremeleri iizerine negatif
etkileri oldugu sanilmaktadir. Nitekim ¢aligma-
mizin baglarinda ortaya ¢ikan kontamine drnek-
ler ve steril sartlarda alinan Orneklerde yogun
iremelerin gozlenmesi bu diisiincemizi destek-
lemektedir. Ortaya ¢ikan basarisiz sonuglarin,
ozellikle girisim tecriibesi ve dallar arasi koor-
dinasyon artikca iyilestirilebilecegi diistiniil-
mektedir.

Domuz amniyon ve folikiil hiicrelerinin
kiiltiir ortaminda iretilebildigi calismamizda
gosterilmigtir. Kiiltlire amniyon hiicrelerinden
yapilan RNA izolasyonunda RNA eldesinin
olmama nedeni laboratuvarimizda manuel ola-
rak Trizol metodunun uygulanmasi olabilir.
Ancak amniyon hiicrelerinden tekrar kiiltiirler
kurularak iiretildiginde ticari olarak satilan etkin
ve purifiye olarak kiicliik miktarlardaki mater-
yallerden bile 100ug’a kadar total RNA elde
edilebilen RNA izolasyon kitlerini kullanarak
caligmay1 gozlemlemek ve sonuglari kiyaslama-
nin etkili olacag: diisiiniilmektedir. Bu tiir kiyas-
lamay1 amniyon ve koryon villus hiicrelerinde
es zamanli olarak yapmak ayni zamanda faydali
olacagimi diisiiniiyoruz. Diger taraftan folikiil
hiicre kiiltiirlerinin Trizol metodu ile yiiksek
kalitede RNA izolatlar1 alinabildigi gosterilmis-
tir*!,

Hiicre terapileri i¢in hazirlanan, hiicre
bliylimesi ve devamliligi i¢in zenginlestirilmig
kilttirlere 6zellikle domuz folikiil sivilarinin
katilmasi tercih edilmektedir. Molekiiler yapist
incelendiginde homotetramer formda protein
ailesine bagh ve iki ¢ift disulfit-benzeri zincir
iceren proteinlerden olusan folikiiler sivinin
hiicre biiyiime aktivitesini ve matriks 6zellikle-
rini artirdig1 belirtilmektedir. Folikiiler sividan
hazirlana hiicre kiiltiirlerinin amniyondan hazir-



lanan kiiltiirlere oranla hizli ve kalite iremeleri
ve stabil RNA eldesinin nedeni olabilecegi dii-
stiniilmektedir'.

Bu sonuglar her iki sivi hiicrelerinin kiil-
tirlerde TUretilebilecegini gdstermistir. Kiiltiire
edilecek hiicrelerin toplanmasi sirasinda gosteri-
lecek azami hassasiyet calismalarin basarisini
artiracagini ve bu hiicrelerden RNA elde edile-
bilecegini de gosterilmistir. Amniyotik hiicreler
icin hazirlanacak kiltiirlerin ise kaliteli iiretile-
bilmesi i¢in medyumlarinda bazi zenginlestir-
meler yapilabilecegi yada izolasyon igin daha
farkli metotlarm kullanilabilecegini onerilebilir.
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