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Yumurtaya Verilen Propofol’iin Merkezi Sinir Sistemi Uzerindeki
Embriyotoksik Etkilerinin Histolojik Yontemlerle Belirlenmesi

Dr. Murat iZGi
Histoloji ve Embriyoloji (Vet) Anabilim Dah
DOKTORA TEZi/ KONYA-2019

Bu c¢alismanin amaci, klinik pratikte siklikla kullanilan bir genel anestezik ajan olan
propofol’iin merkezi sinir sisteminin embriyonik gelisimi iizerindeki olasi etkilerini dolli tavuk
yumurtasi kullanarak belirlemektir.

Bu amagla ATABEY irki tavuklara ait 430 adet yumurta kullanildi. Yumurtalar kontrol, serum
fizyolojik, 2,5 mg/kg propofol, 12,5 mg/kg propofol ve 37,5 mg/kg propofol olmak iizere 5 gruba ayrildi
ve enjeksiyonlar inkiibasyondan hemen dnce hava kamarasi yoluyla yapildi. Kulugkanin 15, 18 ve 21.
giinlerinde her gruptan elde edilen 6’sar adet embriyo hassas terazi ile tartildi, Hamburger-Hamilton
skalasina gore gelisim evreleri belirlendi. Beyin, beyincik ve medulla spinalis’ten alinan doku 6rnekleri
rutin histolojik takip islemleri sonrasinda parafinde bloklandi. Bloklardan alinan seri kesitler
Crossmon’un t¢lii boyama yontemi, Hematoksilen-Eozin, Kluver-Barrera ve Toluidine mavisi ile
boyandi, ayrica PAS reaksiyonu uygulandi. Preparatlar 151k mikroskop altinda incelendi ve beyincik
dokusu ile medulla spinalis dokularinda histometrik 6l¢iimler yapildi.

Makroskobik olarak incelenen embriyolarin higbirisinde yapisal bir anomali/malformasyon
olmadig1 goriildii. Purkinje hiicre sayilar1 agisindan her {i¢ zamanda elde edilen embriyolarda deney ve
kontrol gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig: goriildii. Deney ve kontrol gruplari
arasinda beyincik dokusunun histolojik organizasyonu agisindan tespit edilebilir seviyede bir fark
gozlenmemesine karsin 15. giin elde edilen embriyolarda yapilan histometrik dlgiimler dis graniiler
katman kalinliginin tiim deney gruplarinda, toplam korteks kalinliklarinin ise 6zellikle 37,5 mg/kg
dozunda propofol uygulanan grupta belirgin bir bi¢imde azaldigin1 ortaya koydu. Substantia grisea
yiizey alanmin medulla spinalis’in kesitlerde izlenen toplam yiizey alanina orani dikkate alindiginda
histolojik organizasyon agisindan deney ve kontrol gruplari arasinda belirgin bir fark gézlenmemesine
karsin yapilan histometrik 6l¢timler sonrasinda bu oranin 12,5 mg/kg propofol enjekte edilen gruptaki
embriyolarin servikal segmentlerinde arttig1, torakal segmentlerinde ise azaldig tespit edildi. 18. glin
elde edilen embriyolarda yapilan histometrik dl¢iimler sonucunda beyincik dokusunda hem dis graniiler
katmanin hem de toplam korteks kalinliklarimin tiim deney gruplarinda belirgin bir bigimde azaldig1
tespit edildi. Substantia grisea yiizey alanimin medulla spinalis’in kesitlerde izlenen toplam yiizey
alanina oraninin 2,5 mg/kg propofol enjekte edilen gruptaki embriyolarin servikal segmentlerinde
arttig1, buna karsin 37,5 mg/kg propofol enjekte edilen gruptaki embriyolarin ayni segmentlerinde ise
azaldig1 tespit edildi. S6z konusu oranin 12,5 ve 37,5 mg/kg propofol enjekte edilen gruplardaki
embriyolarin torakal segmentlerinde de azalmis oldugu dikkati ¢ekti. 21. giin elde edilen civcivlerde
yapilan histometrik 6lgtimler beyincik dokusunda hem dis graniiler katmanin hem de toplam korteks
kalinliklarinin tiim deney gruplarinda belirgin bir bigimde azaldigini ortaya koydu. Substantia grisea
yiizey alaninin medulla spinalis’in kesitlerde izlenen toplam yiizey alanina oraninin 6zellikle 2,5 ve 37,5
mg/kg propofol enjekte edilen gruptaki embriyolarin lumbal segmentlerinde artmis oldugu tespit edildi.
Kanalis sentralis tlizerinde yapilan histometrik 6l¢iimler sonucunda kontrol ve deney gruplari arasinda
kanalin enine ve boyuna ¢aplarinin servikal, torakal ve lumbal segmentler seviyesinde farkliliklar
gosterdigi tesbit edildi.



Sonug olarak inkiibasyondan hemen dnce dollii tavuk yumurtasina verilen propofoliin merkezi
sinir sistemi lizerinde makroskobik ve 151k mikroskobik incelemelerde herhangi bir malformasyona yol
acmadig1 ancak yapilan histometrik dl¢iimler sonucunda beyincik ve medulla spinalis dokularinda
kontrol gruplarina gore farkliliklara yol agtig1 gdzlenmistir.

Anahtar Sozciikler: Embriyotoksisite; kanatli embriyosu; merkezi sinir sistemi; propofol.

Xi



SUMMARY

REPUBLIC of TURKEY
SELCUK UNIVERSITY
HEALTH SCIENCES INSTITUTE

Histologic Investigations of the Embryotoxic Effects in Ovo Administrated
Propofol on Central Nervous System

Dr Murat iZGi
Department of Histology and Embryology (Veterinary Sciences)
PhD THESIS / KONYA-2019

The aim of this study is to determine the possible effects of propofol, a general anesthetic agent
that is commonly used in clinical practice, on embryonic development of the central nervous system by
using fertilized chicken eggs.

For this purpose, 430 eggs of ATABEY breed chickens were used for this study. The eggs were
divided into 5 groups as control, saline, 2,5 mg/kg propofol, 12,5 mg/kg propofol and 37,5 mg/kg
propofol, and injections were performed via the air sac just before the incubation. On the 15™, 18" and
21% days of incubation, 6 embryos from each group were weighed with precision scales. Development
stages were determined according to Hamburger-Hamilton scale. Tissue samples from the brain,
cerebellum and medulla spinalis were embedded in the paraffin after routine histological procedures.
Cross-sections of the blocks were stained with Crossmon's triple staining method, Hematoxylin-Eosin,
Kluver-Barrera, and Toluidine blue, and also PAS reaction was performed. The slides were examined
under a light microscope and histometric measurements were performed in the cerebellum and medulla
spinalis tissues. None of the macroscopically examined embryos showed any structural
anomaly/malformation. There was no statistically significant difference between the experimental and
control groups in all embryos obtained in every three periods in terms of Purkinje cell counts. Although
there was no detectable difference between the experimental and control groups in terms of the
histological organization of the cerebellum, histometric measurements on embryos on the 15" day
revealed that the external granular layer thickness in all experimental groups were significantly
decreased, while the total cortex thicknesses were significantly decreased in the propofol groups,
especially at 37,5 mg/kg. Considering the ratio of substantia grisea surface area to total surface area of
medulla spinalis, no significant difference was observed histologically organisation between the
experimental and control groups, but with the histometric measurements, this ratio was found to be
increased in cervical segments of 12,5 mg/kg propofol injected group and to be decreased in thoracic
segments. Histometric measurements of embryos on day 18 revealed that both the external granular
layer and the total cortex thickness of the cerebellum tissue were significantly reduced in all
experimental groups. The ratio of the substantia grisea surface area to the total surface area of the
medulla spinalis increased in the cervical segments of the embryos in the propofol injected group of 2,5
mg/kg, whereas the ratio decreased in the same segments of the 37,5 mg/kg propofol injected group. It
was also noted that this ratio decreased in the thoracic segments of embryos in groups injected with
propofol 12,5 and 37,5 mg/kg. Histometric measurements of embryos on the 21% day revealed that both
the external granular layer and total cortex thicknesses of the cerebellum were significantly reduced in
all experimental groups. The ratio of the substantia grisea surface area to the total surface area of the
medulla spinalis was found to be increased in the lumbar segments of the embryos, especially in the 2,5
and 37,5 mg/kg propofol injected groups. As a result of histometric measurements on canalis centralis,
it was found that the transverse and longitudinal diameters of the channel between the control and
experimental groups showed differences in the level of cervical, thoracic and lumbar segments.

As aresult, it was observed that propofol given to fertilized chicken eggs just before incubation
did not cause any malformation on the central nervous system as macroscopically and microscopically
with a light microscope. However, as a result of histometric measurements, propofol was found to cause
differences in cerebellum and medulla spinalis tissues compared to control groups.
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1. GIRIS

Ulkemizde ve diinyada her giin pek ¢ok cerrahi operasyon yapilmakta, bu
operasyonlarin saglikl bir sekilde gercgeklestirilebilmesi igin de hastalar anestezi etkisi
altina alinmaktadir. Her hasta grubunun kendine has dikkate alinmasi gereken
ozellikleri oldugu gibi gebelik siirecindeki hastalarin da gebelik durumlarinin hem
anestezi acisindan hem de cerrahi agidan gz oniinde bulundurulmasi gerekmektedir.
Gebelik siiresi boyunca tiim gebelerin %0,5-2’sinin bir cerrahi gegirdigi, bu orana
gebelik tanisi henliz konmamis kadinlarin dahil olmadigi, literatlirde bildirilmistir
(Allaert ve ark 2007). Bu hastalarin gebelik durumlart bilindigi taktirde gerekli
onlemler alinmakta ve dikkat edilmesi gereken hususlar goz 6ntinde bulundurulurken
heniiz gebeligin anne aday1 tarafindan dahi bilinmedigi bir donem vardir ki bu donem
embriyonun embriyotoksisiteye ve teratojeniteye karsi en hassas oldugu, gestasyonun
15-56. giinleri (2-8 hafta) arasindaki embriyogenezis donemine denk gelmektedir. Bu
stire zarfinda maruz kalinan ajanlarin teratojenik etkileri nedeniyle embriyo
kaybedilebilmekte veya gesitli yapisal ve gelisimsel anomaliler goriilebilmektedir.
Yapilan bir calismada cerrahi planlanmis dogurganhik c¢agindaki kadinlarda

tanimlanmamis gebelik oran1 %0,3 olarak tesbit edilmistir (Manley ve ark 1995).

Genel anestezi uygulanmasi hastanin anestezik ajanlara maruz kalmasina yol
acacaktir ve giinlimiizde en sik kullanilan intravendz (IV) genel anestezik ajan ise
propofol’diir. Anestezik ajanlarla karsilagsma cerrahi prosediirler disinda yogun bakim
tinitelerinde sedasyon amacli olarak da meydana gelebilmektedir ve iistelik bu siire¢
boyunca anestezik ajan maruziyetinin siiresi ve dolayist ile miktar1 bir cerrahi
operasyonun siiresinden kat kat fazla olmaktadir. Genel olarak klinik kullanim
dozlarinda propofol’iin teratojenik bir ajan olmadigi kabul edilmekle birlikte insan

teratojenite caligmalarinin yapilmasi etik nedenlerden dolayr miimkiin degildir.

Déllenmis tavuk yumurtalarinin embriyotoksisite ve teratojenite testlerinde
kullanimu ilk olarak 1977 yilinda tanimlanmis (Jelinek 1977) zamanla gelistirilmis ve
giniimiizde halen devam etmektedir. Gelismekte olan embriyonun gelisim
sathalarinin ¢ok iyi tanimlanmis olmast (Hamburger ve Hamilton 1951), memeli
hayvan modellerine gore ¢ok daha fazla sayida denek kullanilabilmesi gibi avantajlarla
memeli hayvan tiirleri ile yapilacak calismalara 11k tutmasi, dollenmis tavuk

yumurtalarinin bu amagla kullanimini destekleyen faktorlerdir.



1.1 Propofol

Propofol giiniimiiz genel anestezi pratiginde sik¢a kullanilan, kisa etki
baslangi¢li bir 1V indiiksiyon ajanidir. Hipnotik, sedatif ve antiemetik 6zellikleri olan
ve ilk olarak 1973 yilinda sentezlenen propofol, 1977 yilinda Kay ve Rolly tarafindan
Klinik olarak kullanilmistir (Kay ve Rolly 1977). Giiniimiizde halen kullanilan formiil
1986 yilinda yeniden sekillendirilmistir (Bateman ve Kesselheim 2015).

Alkilfenol grubunda yer alan propofoliin kimyasal yapis1 2,6 di-izopropil fenol,
kapali formiilii C1oH180, molekiiler agirligi 178,27 dir (Kotani ve ark 2008) (Sekil
1.1). igeriginde %2.25 gliserol, %10 soya yag1, %1,2 saflastirilmis yumurta fosfolipidi
(lesitin) ve sodyum hidroksit, ayrica bakteriyostatik aktivite i¢in %0,005 etilen
diamine tetra asetik asit (EDTA) igerir. Propofol’iin, pH’1 7 olup ¢6zeltideki kiiglik
lipit damlaciklarinin bir sonucu olarak hafif viskoz, siit beyazi bir madde olarak
goriiniir. Isiga duyarli olmayan propofol oda sicakliginda kararlidir (Vuyk ve ark
2015).

CHs CHs

CHs

ClJH
HsC =
\"m

Sekil 1.1: Propofol’iin kimyasal yapisi (Kotani ve ark 2008).

Hipnotik etkisini direkt olarak Gama Amino Butirik Asit-A (GABAA)
reseptOrlerinin 3 subiinitleri tiizerinden, GABA ile uyarilan klorid akiminin
regiilasyonu ile gosterdigi diisiiniilmektedir. Propofol, GABAA reseptorlerinin aracilik
ettigi inhibitor postsinaptik akimlar1 uzatir, ayrica GABA’erjik iletimin presinaptik
mekanizmalarini da etkiler (Vanlersberghe ve Camu 2008). GABAA reseptorlerinin
uyartlmasi glutamat salinimin1 da inhibe eder (Kotani ve ark 2008). Propofol 1-16
mg/kg dozda uygulandiginda somatodendritik GABARg reseptorlerini aktive ederek,

atesleme oranin1 ve nigral dopamin ndronlarinin aktivitesini azaltabilir. Santral
2



GABAGBg reseptorlerinin aktivasyonunun, kismen de olsa, propofol’iin anestezik
Ozelliklerine katkida bulunabilecegi sonucuna varilmistir (Schwieler ve ark 2003).
Zayif da olsa N-Metil-D-Aspartat (NMDA) reseptorleri ilizerine de etkisi olan
propofol’in hipokampus ve prefrontal korteksteki asetilkolin salimmmi GABA
reseptorleri tizerinden inhibe etmesi ve a-2 reseptdrlerine olan etkisi ile sedatif etkileri
goriilmektedir (Pain ve ark 2000). Antiemetik etkisinden area postrema ‘daki seratonin
miktarini azaltmasi sorumlu tutulmaktadir (Cechetto ve ark 2001). Invitro galismalar
propofol’iin lenfosit yanitini, notrofil fonksiyonlarini ve sitokin tiretimini etkiledigini

ve immiinsupresif etki gosterdigini ortaya koymustur (McKeage ve Perry 2003).

Etki baglangic1 30 saniye, pik etki siiresi 5 dakika, tek doz IV uygulama sonrasi
ortalama etki siiresi 3-10 dakika, plazma yariomrii; ilk distribiisyon fazinda 2-4 dakika,
yavas distribiisyon ve ilk eliminasyon fazinda 30-60 dakika, terminal eliminasyon
fazinda 3-12 saattir (Lundstrom ve ark 2010).

Plazma proteinlerine %97-98 gibi yiiksek bir oranda baglanan propofol’iin
Klirensi de 1,5-2 It/dk gibi yiiksek bir degerdir (Altmayer ve ark 1995). Yagda eriyen
bir bilesik oldugu i¢in dagilim hacmi oldukca genistir. Santral sinir sistemine hizl
penetrasyonu ve kandan hizli temizlenmesi, hizli etki baslangici ve hizli derlenmeyi
saglar (Gan 2006). Karacigerde hizla konjuge edilir ve suda eriyebilen metabolitleri
bobrekler tarafindan atilir; %2’°si feges ile, %1’i ise bobreklerden degismeden
atilmaktadir (Schiittler ve ark 1985).

Yagda eriyen ve diisiik molekiiler agirlikli noniyonize bir ajan olan propofol’iin
kan-beyin bariyerini gegisi gibi transplasental gecisi de olduk¢a hizlidir. Anne ve
yenidoganin dolasimindan ¢ok hizli temizlenir (Jauniaux ve ark 1998, Sanchez-
Alcaraz ve ark 1998, Balc1 ve ark 2006). Umblikal ven/maternal ven orani 0,7-0,75
arasindadir (Maltepe ve Arkan 2006).

Yan etkileri enjeksiyon yerinde agri, apne, arteriyel kan basincinda diisme,
bradikardi, myoklonus, santral sinir sisteminde eksitasyon ve nadiren tromboflebittir.
Tekrarlanan ve uzun siireli uygulamalar sonrasi lipidemi gelisebilir (Yilbas ve ark

2011).

Propofol, veteriner sahada, 6zellikle kii¢iik hayvan kliniginde, hizl1 baglangi¢
etkisi, idamesinde birikim goézlenmemesi ve hizli bir derlenme saglamasi nedeniyle

siklikla tercih edilen bir IV anestezik ajandir. Ozellikle kopeklerde 5-8 mg/kg IV
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dozunda tercih edilen propofol’iin serum trigliserid diizeylerinde artisa neden oldugu

bildirilmektedir (Pekcan ve Karaisaoglu 2017).

Son dénemlerde yapilan caligmalarda propofol’lin gelismekte olan beyinlerde
norotoksisiteye neden olabilecegi gosterilmektedir (Cattano ve ark 2008, Pearn ve ark
2012, Creeley ve ark 2013, Yu ve ark 2013, Xiong ve ark 2014, Sensiate ve ark 2017).
Sicanlarda gebelik sirasinda propofol maruziyetinin fetal beyinde boliinmiis kaspaz-3
seviyelerini arttirdigi, hipokampal bdlgede sinaptofizin seviyelerinin azaldigr ve
yavrularda kalic1 6grenme eksikliklerini arttirdig1 gosterilmistir (Xiong ve ark 2014).
Bes saat siireyle uygulanan propofol anestezisinin, fetal ve neonatal primat beyninde
noron ve oligodendrositlerin 6liimiine neden oldugu gosterilmistir (Creeley ve ark
2013). Propofol kaynakli zarar verici etkilerin altinda yatan mekanizmalar olarak
kalsiyum sinyali, mitokondriyal flizyon, ndroinflamasyon, mikroRNA'lar ve
norotrofin ekspresyon deregiilasyonu gibi mekanizmalarin varligi gosterilmistir.
Propofol maruziyeti noroapoptozisi belirgin olarak indiikler ve gelisen hayvan ve
insan kok hiicre modellerinde noral kok hiicre proliferasyonunu, nérogenezi, dendrit
gelisimini ve biligsel islevi etkiler (Bosnjak ve ark 2016). Bazi kanitlar, GABAA
reseptOr agonistlerinin (propofol gibi) ve NMDA reseptorii antagonistlerinin (6rnegin
ketamin), gelismekte olan kemirgen beyinlerinde néronal dejenerasyon ve apoptozise
katkida bulunabilecegini gostermektedir (Tajchman ve Bruno 2010). Birinci trimester
maternal genel anestezi maruziyeti ile diger ana defektlerle iliskili merkezi sinir
sistemi defektleri riski arasinda anlamli bir iligki oldugu bildirilmistir (Sylvester ve ark
1994).

1.2 Teratojenite ve Embriyotoksisite testlerinde doéllenmis tavuk

yumurtalarmin kullanim

Giliniimiizde her alanda oldugu gibi yeni ilaglarin gelistirilmesi ve kullanima
sokulmast ile ilgili de calismalar biiyiik bir hizla devam etmektedir. Bulunan ilaglarin
insanlarda ve hayvanlarda rutin kullanima girmeden 6nce toksisite ve yan etkilerinin
ortaya konacagi testler yapilmasi gerekmekte ve bu testler i¢in de in vivo ve in vitro
ortamlar saglanmalidir. Bu hizli dongii icinde yer almas1 gereken hayvan modelleri
lizerine yapilan uygulamalarin da sonuglarin1 hizli veren, ucuz ve erisimi kolay
olabilmesi uygulayicilar igin avantaj olusturacaktir. Ilk olarak Jelinek (1977)
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tarafindan tanimlanan Tavuk Embriyotoksisite Tarama Testi (Chicken Embryotoxicity
Screening Test, CHEST) ile dollenmis tavuk yumurtalarinin embriyotoksisite ve
teratojenite calismalarinda kullanimi literatiirde yerini almigtir. Bu test CHEST-I
(embriyotoksik doz i¢in alt ve {ist siirlarin belirlenmesi), CHEST-II (teratojenik
karakteristiklerin tespiti) ve CHEST III olmak iizere birbirini tamamlayan {i¢
basamakta gergeklestirilmektedir (Kotwani 1998). Daha sonraki yillarda
aragtirmacilar tarafindan Tavuk Yumurtas1 Korioallantoik Membran Testi (Hen’s Egg
Test-Chorioallantoic Membrane, HET-CAM) (Luepke 1985), Tavuk Yumurtas: Testi
(Hen’s Eggs Test, HET) (Kemper ve Luepke 1986), Vitelliis Kesesi Damarlar1 Modeli
(Rosenbruch ve Holst 1990), Déllii Tavuk Yumurtas: Tarama Testi (Hen’s Fertile Egg
Screening Test, HEST) (Nishigori ve ark 1992), Photo Hen’s Egg Test (PHET)
(Neumann ve ark 1997) ve Mikronukleus Indiiksiyonu icin Tavuk Yumurtas: Testi
(Hen’s Egg Test for Micronucleus Induction, HET-MN) (Wolf ve Luepke 1997)

gelistirilmis ve literatlire kazandirilmistir.

Dizayn edilen ¢alismanin akisina gore cesitli zamanlarda ve ¢esitli bolgelere
madde enjeksiyonu yapilabilmektedir. Test ajani, bilesigin fizikokimyasal
Ozelliklerine ve arastirmacinin tercihine baglh olarak, vitellus kesesine, subgerminal
bosluga, allantoise, amniyona veya hava kamarasina uygulanabilir. En uygun
enjeksiyon zamani hakkindaki goriisler inkiibasyonun 0. saatinden 30. saat, 48. saat
veya 96. saatine kadar degismektedir. Embriyolar kulugka siiresi boyunca herhangi bir
zamanda, yumurtadan c¢iktiklarinda veya daha sonrasinda incelenebilir. Civciv
embriyogenezisinin ilk 72 saati sonraki gelisimin basarisi i¢in temeldir. Bu donemde
organ sistemleri digerleri ile uygun iligki i¢inde rudimenter olarak ortaya konur. Bu
nedenle, teratojenlerin en derin etkilerini gérmek i¢in 72 saat ve daha geng embriyolara
uygulanmalidir (Kotwani 1998). insan embriyosunun kimyasal ve fiziksel etkenlere
kars1t en duyarli oldugu doneme denk gelen kanatli embriyosu dénemi ilk 3 giinle
ortiismektedir ve embriyotoksisite ¢alismalarinda enjeksiyonun bu dénemde yapilmasi

onerilmektedir (Kucera ve Burnand 1987).

CHEST kaudal morfogenetik sistemi temel almaktadir. Prosediir 3 basamaktan
meydana gelmektedir. Kaudal morfogenetik sistemde gerceklestirilen ilk basamak
(CHEST 1), genel sitotoksik &zelliklerin tanimlanmasina hizmet eder. Ikinci basamak
(CHEST 1I), doz etkisi iligkilerini, evre etkisini ve sonug olarak varsa reseptor aracilt

etkiyi belirtir. Ugiincii basamak (CHEST III), spesifik insan embriyotoksik
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metabolitlerinin taranmasimi saglar. CHEST kullanilarak, herhangi bir madde igin
embriyotoksik etki seviyesi kolaylikla belirlenebilir ve maksimum amaglanan
terapotik veya maruziyet dozuyla iliskilendirilebilir. CHEST'in Ongoriilen
degerlerinin, memeli tiirlerinde uygulanan mevcut rutin islemlerinki kadar iyi (veya

koti) oldugu goriilmektedir (Kotwani 1998).

Hava kamarasina enjeksiyon yontemi kullanilan ¢esitli calismalarda hazirlanan
soliisyon 50 mikrolitre (ul) (Wyettenbach ve Thompson 1985) veya 100 ul (Varga ve
ark 2002) hacminde kullanilmustir. Test edilen maddenin en az ii¢ farkli dozda

kullanilmasi onerilmektedir (Brown ve ark 1986)

Elde edilen embriyolarin gelisme evrelerinin belirlenmesinde Viktor
Hamburger ve Howard L. Hamilton tarafindan literatiire kazandirilan tavuk embriyosu
gelisim evreleri skalasi kullanilmaktadir (Hamburger ve Hamilton 1951). Bu skalaya
gore gelisim 46 evreye ayrilmis ve her evre fotograflanarak detayli olarak tarif

edilmistir. Bu evreler ve gelisim zamanlari asagida verilmistir (Cizelge 1.1).

Cizelge 1.1: Hamburger-Hamilton skalasina gore tavuk embriyosunun gelisim
evreleri.

Evrel Evre2 Evre3 Evre4 Evre5 Evre6 Evre7 Evre8 Evre9 Evre 10

0-6. 6-7. 12-13. 18-19. 19-22. 23-25. 23-26. 26-29. 29-33. 33-38.
saatler  saatler saatler saatler saatler saatler saatler saatler  saatler saatler

Evre Evre Evre Evre Evre Evre Evre Evre Evre 19 Evre 20
11 12 13 14 15 16 17 18

40-45. 45-49. 48-52. 50-53. 50-55. 51-56. 52-64. 65-69. 68-72. 70-72.
saatler  saatler saatler saatler saatler saatler saatler saatler  Saatler saatler

Evre Evre Evre Evre Evre Evre Evre Evre Evre 29 Evre 30

21 22 23 24 25 26 27 28

3.5gin 35gin 3.5-4. 4.giin  4.5gin 4.5-5. 5.glin  55gin 6. giin 6.5 giin
gilin glin

Evre Evre Evre Evre Evre Evre Evre Evre Evre 39 Evre 40

31 32 33 34 35 36 37 38

7.glin  7.5gin 7.5-8. 8.giin 8.ve9. 10.gin 1l.gin 12.gin 13.glin  14. giin
glin glin

Evre Evre Evre Evre Evre Evre

41 42 43 44 45 46

15.giin  16.giin 17.giin  18. giin 19-20.  20-21.

gilin giin




1.3 Insanda Merkezi Sinir Sisteminin Embriyonik Gelisimi

Dollenmeden sonraki ikinci haftanin sonunda epiblast ve hipoblast olmak tizere
iki tabakadan meydana gelen insan embriyosu iiclincli haftada gastrulasyon
periyoduna girer ve iki tabakali embriyonik disk, endoderm, mezoderm ve ektoderm
adi verilen tabakalarin olusturdugu {i¢ tabakali emriyonik diske doniisiir. Her ii¢ germ
tabakas1 da epiblastlardan koken alir. Bu tabakalardan; ektodermden deri ve sinir
sistemi; mezodermden kas-iskelet ve dolasim sistemi; endodermden sindirim ve
solunum sistemi gelisir. Merkezi sinir sistemi 3. haftanin baslarinda noral plak adi
verilen, terlik seklinde kalinlagsmis bir ektodermal plak olarak ortaya g¢ikar. Noral
plagin dis kenarlari, noral katlantilart meydana getirmek {izere yiikselir, orta hatta
birbirine yaklasir ve noral tiipii olusturmak {izere kaynasirlar. Bu kaynasma servikal
bolgede baglayarak kaudal ve sefalik yonlere dogru ilerler. Kraniyal boliim 25. giinde,
kaudal boliim bundan 2 giin sonra, 27. glinde kapanir (Seftalioglu 2003, Sadler 2005).

Merkezi sinir sisteminin kaudal ucunu spinal kord olusturur ve dort temel yap1
icerir. Bazal plaklar olarak bilinen ventral kalinlagsmalar, ventral motor boynuz
hiicrelerini icerir ve spinal kordun motor boliimiinii olustururken, alar plaklar adiyla
anilan dorsal kalinlagmalar da duyu bolgelerini meydana getirirler. Ayrica her iki tarafi

birlestiren bir tavan ve bir de taban plagi bulunur (Seftalioglu 2003, Sadler 2005).

Merkezi sinir sisteminin Kraniyal pargasini ise beyin olusturur. Noral tiipiin
sefalik ucunda, primer beyin vezikiilleri adi verilen ii¢ dilatasyon ortaya ¢ikar;

prosensefalon (6n beyin), mezensefalon (orta beyin) ve rhombensefalon (arka beyin).

1. Rhombensefalon, myelensefalon (medulla oblongatay1r olusturur) ve
metensefalon (serebellum ve ponsu olusturur) olarak ikiye ayrilir.

2. Mesensefalon, en ilkel beyin vezikiiliidiir, gorme ve igitme reflekslerinin bir
ara merkezi olan anterior ve posterior kollikuluslart meydana getirir.

3. Prosensefalon, telensefalon ve diensefalon olarak iki boliime ayrilir.
a. Diensefalon: Talamus, hipotalamus, hipofiz ve pineal cismi olusturur.
b. Telensefalon: iki parcadan meydana gelir; lateral c¢ikintilardan serebral

hemisferler, median par¢adan ise lamina terminalis olusur (Sadler 2005).



1.4 Kanathlarda Merkezi Sinir Sisteminin Embriyonik Gelisimi

Tavuk embriyosunun, 6zellikle ilk 48 saatlik erken donemindeki gelisim
stireci, memeli embriyolarinin omurga gelisiminin ilk ayindakine benzer ve kimyasal
maddelerin etkilerinin gozlenmesi i¢in iyi bir 6rnek olusturur (Giiney ve ark 1999,
Palekar 2001, Gliney ve ark 2003, Vatansever ve ark 2003, Temiz ve ark 2009, Giiveng
ve ark 2013, Zhang ve ark 2017, Sayin ve ark 2019, Saym ve Simsek 2019). Noral
ektodermden meydana gelen noral tiip embriyonun medyan diizlemine dorsal olarak
yerlesmistir ve merkezi sinir sisteminin temelini olusturur. Birinci giin embriyonun
uzun ekseni boyunca olusan embriyonik diskten endoderm, mezoderm ve ektoderm
tabakalar1 meydana gelir (Hamburger ve Hamilton 1951, Giiveng ve Dalgi¢ 2014). ilk
olarak primitif ¢izgi goriiliir, posteriordan area pelusidanin merkezine dogru uzanir.
Daha sonra primitif sulkus, primitif ¢ekirdek ve Hansen nodu olusurken, Hansen
nodunun 6n kdsesinden notokord meydana gelir. Noral plagin 6n taraftaki genis
bolgesi beyin taslagini sekillendirirken; arkadaki dar bolge tubulus noralisi olusturur.
Lateral sinirlar1 noral kivrimlart sekillendirirken, plagin orta hatti ¢okerek sulkus
noralis denen olugu olusturur. Noral kivrimlarin medial taraflarindaki hiicre
proliferasyonu, bu yapilarin orta hat boyunca yavas yavas birbirlerine yaklasip
karsilasarak kaynasmalar1 ve bir noral tiplin sekillenmesiyle sonuglanir.
Noroektodermin katlanmasiyla tubulus néralisin gelismesine “primer ndrulasyon”,
gelismekte olan embriyonun sakral ve kaudal bolgelerindeki tubulus noéralisin
sekillenmesine “sekonder norulasyon” denir. Noral kanalin 6n ucunda encephalon
(beyin kabarcigi) adini alan bir siskinlik meydana gelir, bu siskinlikten zamanla ii¢
bolim sekillenir:  Prosencephalon (6n beyin), Mesencephalon (orta beyin)
Rhombencephalon (arka beyin). Prosencephalon'dan, telencephalon ve diencephalon
boliimleri sekillenirken rhombencephalondan ise metencephalon ve myelencephalon
olarak iki alt boliim meydana gelir. Encephalon'un meydana gelisinden sonra kanalis
noralis'in geri kalan kismindan kanalis medullaris gelisir, baglangigta tek kath
prizmatik epitel hiicrelerinden olusan bu kanal sonradan bu hiicrelerin ¢ogalmasi ile

duvarini kalinlastirir ve medulla spinalis’i meydana getirir (Hassa ve Ast1 1997).

Bu caligmada, klinikte sik¢a tercih edilen bir genel anestezik ajan olan
propofol’iin merkezi sinir sisteminin embriyonik gelisimi lizerindeki olasi etkilerinin

dollii tavuk yumurtas: kullanilarak belirlenmesi amaglanmustir.



2. GEREC ve YONTEM
2.1. Yumurta Materyali

Calismada T.C. Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligi Tavukguluk Arastirma
Enstitiisti Midiirligi (TAEM) tarafindan tiretilen ve ATABEY olarak isimlendirilen
ticari beyaz yumurtaci irka ait 430 adet kulugkalik yumurta kullanildi. Calisma Selguk
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma Merkezi Etik
Kurulu (SUVDAMEK) nun 29.03.2016 tarih ve 2016/40 sayili onay1 (EK-A) ile
gerceklestirildi.

2.2. Propofol

Calismada Propofol (Propofol %2 Fresenius® IV Enjektabl Soliisyon)
kullanilda.

2.3. Yontem

2.3.1. Propofol’iin Hazirlamsi

Propofol klinik kullanimda genel anestezi indiiksiyonu i¢in insanlarda ortalama
2,5 mg/kg dozunda kullanilmaktadir. Caligmada her biri ortalama 50 gr olarak tartilan
yumurtalara 2,5 mg/kg, 12,5 mg/kg ve 37,5 mg/kg dozlarinda propofol uygulandi.
Soliisyon % 0,9 Izotonik NaCl ile sulandirilarak her doz secenegi igin 100 pL olacak

sekilde hacim stardardizasyonu saglandi.

2.3.2. Deney Gruplarmin Olusturulmasi ve Propofol’iin Yumurtalara

Enjeksiyonu

Calismada yumurtalar 5 gruba ayrildi

I. Grup: Bu gruptaki (Kontrol Grubu) yumurtalara (55 adet) higbir islem

uygulanmadi.



I1. Grup: Bu gruptaki (SF Grubu) yumurtalara (60 adet) hava kamaras1 yoluyla
100 uL hacminde %0,9 NaCl (Serum Fizyolojik-SF) verildi.

[11. Grup: Bu gruptaki (P1 Grubu) yumurtalara (90 adet) hava kamarasi yoluyla
%?2 Propofol (2,5 mg/kg = 125 pg = 6,25 pL etken madde + 93,75 puL %0,9 NaCl 100
uL hacminde) verildi.

IV. Grup: Bu gruptaki (P2 Grubu) yumurtalara (100 adet) hava kamarasi
yoluyla %2 Propofol (12,5 mg/kg = 625 pg = 31,25 pL etken madde + 68,75 pL %0,9
NaCl 100 pL hacminde) verildi.

V. Grup: Bu gruptaki (P3 Grubu) yumurtalara (125 adet) hava kamarasi
yoluyla %2 Propofol (37,5 mg/kg = 1875 nug = 93,75 uL etken madde + 6,25 pL %0,9
NaCl 100 pL hacminde) verildi.

Kontrol grubu disindaki gruplardaki yumurtalarin kiit uglar1 dezenfeksiyon
amaciyla enjeksiyondan dnce %96’lik etanollii pamukla silindi ve yumurta delicisi ile
delindi. Enjeksiyonlarin ardindan delikler hemen sivi parafinle kapatildi. Tim
enjeksiyonlar steril sartlar altinda laminar flow kabinde, steril ug¢lu mikropipet ile, 100
pL/yumurta hacminde, kulugka baglangicinda ve yumurtalarin hava kamarasina
gerceklestirildi. Takiben yumurtalar Selguk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Histoloji
ve Embriyoloji Anabilim Dali’ndaki kulucka makinesinde 37,5°C’de, %65 nispl nem
ile her 2 saatte bir kez 180° ¢evrilerek inkiibe edildi.

2.3.3. Yumurtalarin Acilmasi ve Doku Orneklerinin Alinmasi

Bu amagla kulugkanin 15, 18 ve 21. giinlerinde, her gruptan rastgele secilerek
acilan yumurtalardan elde edilen 6’sar adet embriyo hassas teraziyle tartildi ve

Hamburger Hamilton Skalasi’na gore gelisim evreleri belirlendi.

Beyin, beyincik ve medulla spinalis dokularindan alinan 6rnekler %10’luk
tamponlu formol-salin (pH 7,4) soliisyonunda tespit edilip, rutin histolojik metotlarla
takip edilerek parafinde bloklandi. Bloklardan alinan 6 um kalinligindaki seri kesitler
cevre dokular ile birlikte degerlendirilecek organlarin gelisiminin takip edilebilmesi
amactyla Crossmon'm ti¢lii boyama yontemi (Culling ve ark 1985) ve hematoksilen-

eozin boyama yontemleri ile boyandi. Ayrica yine tiim kesitler substantia grisea ve
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substantia alba’nin belirgin bir bigimde ayirt edilebildigi ve histometrik dlgiimlerin
dogru bir sekilde yapilabildigi Kluver-Barrera ve toluidine blue boyama yontemleri
(Culling ve ark 1985) ile de boyandilar. Bu yontemlerin yani sira medulla spinalis’in
lumbal segmentinde yer alan korpus jelatinozum’u olusturan hiicrelerin

incelenebilmesi igin PAS reaksiyonu (Culling ve ark 1985) uygulandi.

Preparatlar DFC-320 model kamera atagmani olan Leica DM-2500 model 1s1k
mikroskobunda incelendi ve histometrik Ol¢iimler i¢in gerekli bolgelerin dijital

gorintiileri kaydedildi.

2.3.4 Histometrik Olciimler

Histometrik ol¢iimler kulugkanin 15, 18 ve 21. giiniinde elde edilen beyincik

ve medulla spinalis dokularindan alinan seri kesitlerde gerceklestirildi.

Her bir hayvanin beyincik dokusunda tam orta hattan alinan 3 adet seri kesitte
en az 20 farkli bolgeden dis graniiler katman ve toplam korteks kalinliklar 6l¢iiliirken
(Sekil 2.1, 2.2); yine 3 seri kesitte farkli bolgelerden yapilan ve her bir kesitte toplam
1 mm’lik uzunlukta yer alan Purkinje hiicre sayimlari gergeklestirildi (Sekil 2.3). Seri

kesitler her seferinde 5 kesit atlanarak, yaklagik 30 pm araliklarla alindu.
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Sekil 2.1: Beyincik dokusu kesitinde dis graniiler katman kalinliginin
olgiilmesi. Yildizlar: Dis graniiler katman. Siyah barlar: Olgiim noktalari.
Kluver-Barrera boyama. Bar: 50 um.

Sekil 2.2: Beyincik dokusu kesitinde toplam korteks kalinliginin
dlgiilmesi. Siyah barlar: Olciim noktalar1. Kluver-Barrera boyama. Bar:
500 pum.
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Sekil 2.3: Beyincik dokusu kesitinde Purkinje hiicrelerinin sayilmasi.
Oklar: Purkinje hiicreleri. Siyah barlar: Sayim yapilan bolgeler. Kluver-
Barrera boyama. Bar: 200 pm.

Medulla spinalis dokusu ise servikal, torakal ve lumbal olmak {izere 3 farkli
segmentte degerlendirilmeye alindi. Her bir hayvana ait farkli segmentlerdeki 3 seri
kesitte substantia grisea yiizey alaninin medulla spinalis’in kesitlerde izlenen toplam
yiizey alanma oranlar1 hesaplandi (Kanalis sentralis yapilan Ol¢limlerde yiizey
alanlarina dahildir) (Sekil 2.4, 2.5, 2.6).

Yine 3 farkli segmentten alinan medulla spinalis dokusuna ait seri kesitlerde
kanalis sentralis’in enine ve boyuna caplar1 degerlendirildi (Sekil 2.7). Seri kesitler her

seferinde 5 kesit atlanarak, yaklasik 30 pm araliklarla alindi.

Tim histometrik 6lgiimler Leica IM50 olgiim programi (Leica, Germany)

kullanilarak ger¢eklestirilmistir.
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Sekil 2.4: Medulla spinalis’in servikal segmentinden alinan bir kesit.
Siyah g¢izgiler ile sinirlanan bolgelerin alan Olglimleri yapilmigtir. 1:
Substantia grisea. 2: Substantia alba. Kluver-Barrera boyama. Bar: 200
pm.

Sekil 2.5: Medulla spinalis’in torakal segmentinden alinan bir kesit.
Siyah c¢izgiler ile smirlanan bolgelerin alan Slgiimleri yapilmistir 1:
Substantia grisea. 2: Substantia alba. Kluver-Barrera boyama. Bar: 500
pm.
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Sekil 2.6: Medulla spinalis’in lumbal segmentinden alinan bir kesit.
Siyah c¢izgiler ile smirlanan bolgelerin alan Ol¢limleri yapilmistir 1:
Substantia grisea. 2: Substantia alba. Kluver-Barrera boyama. Bar: 500
pm.

Sekil 2.7: Medulla spinalis’in torakal segmentinden alinan bir kesitte
kanalis sentralisin enine (1 numarali siyah bar) ve boyuna (2 numarali
siyah bar) caplarinin dl¢iimleri. Bar: 20 um.
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2.4 istatistik

Tiim verilerin istatistiki agidan degerlendirilmesinde SPPS 15.0 (2006) paket

programi kullanildi.

Dis graniiler katman kalinligi, toplam korteks kalinligi, kanalis sentralis’in
enine ve boyuna ¢aplarmin degerlendirilmesinde Variyans Analizi uygulandi. Gruplar

arasindaki farkliliklar Tukey testi ile belirlendi.

Purkinje hiicre sayilari agisindan gruplar arasinda farkin 6nem derecesini

belirlemek amaciyla Ki kare testi uygulandi.

Medulla spinalis dokusundan alinan kesitlerde tiim segmentlerde substantia
grisea’nin ylizey alaninin Kesitlerde izlenen toplam yiizey alanina oranlar1 arasindaki
farkin belirlenmesinde dnce “Arc Sin ag1 transformasyonu” yontemi ile elde edilen
degerlere Variyans Analizi uygulandi. Ardindan gruplar arasindaki farkliliklar Tukey

testi ile belirlendi. Verilerin tablolastirilmasinda gercek degerler kullanildi.
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3 BULGULAR
3.1.  Makroskobik Bulgular

Makroskobik olarak incelenen embriyolarin higbirisinde yapisal bir

anomali/malformasyon olmadig1 goriildii.

3.2.  Histolojik Bulgular
3.2.1. Kontrol ve Deney Gruplarinda Beyinin Embriyonik Gelisimi

Incelenen tiim dénemlerde beyinin embriyonik gelisiminin normal seyrinde

oldugu ve kontrol ve deney gruplar1 arasinda belirgin bir fark olmadig: goriildii.

3.2.2. Kontrol ve Deney Gruplarinda Beyincigin Embriyonik Gelisimi

Kuluckanin on besinci giinii

Bu donemde folyumlar belirgin bir bicimde ayirt edilmekteydi (Sekil 3.1).
Korteks tabakasmin oldukca kalin bir dis graniiler katman ile primitif molekiiler
katman, i¢ kortikal katman ve i¢ graniiler katmandan meydana geldigi dikkati ¢ekti
(Sekil 3.2). i¢ kortikal katmani olusturan Purkinje hiicreleri ise hemen hemen tek siral

yerlesim diizenlerini almiglardi (Sekil 3.3).

Deney ve kontrol gruplar1 arasinda histolojik organizasyon acisindan tespit
edilebilir seviyede bir fark gozlenmemesine karsin (Sekil 3.4) yapilan histometrik
Olctimler dis graniiler katman kalinliginin tim deney gruplarinda, toplam korteks
kalinliklarimin ise 6zellikle 37,5 mg/kg dozunda propofol uygulanan grupta belirgin
bir bigimde azaldigini ortaya koydu (p<0.001, Cizelge 3.1).

Purkinje hiicre sayilar1 agisindan gruplar arasinda istatistiksel anlamda énemli

bir farkin olmadig: goriildi (p>0,05, Cizelge 3.1).
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Sekil 3.1: inkiibasyonun 15. giiniindeki kontrol grubundan bir embriyoya
ait beyincik dokusu kesiti. Gelismekte olan beyincigin genel goriiniimii.
Uclii boyama. Bar: 500 pm.

Sekil 3.2: inkiibasyonun 15. giiniindeki kontrol grubundan bir embriyoya
ait beyincik dokusu kesiti. 1: dis graniiler katman. 2: primitif molekiiler
katman. 3: i¢ graniiler katman. Oklar: i¢ kortikal katman (Purkinje hiicre
katmani). Uglii boyama. Bar: 100 pm.
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Sekil 3.3: 37,5 mg/kg propofol enjekte edilen ve inkiibasyonun 15.
giiniinde agilan bir yumurtadan elde edilen bir embriyoya ait beyincik
dokusu kesiti. OKlar: Purkinje hiicreleri. Kluver-Barrera boyama. Bar: 50
pm.

Sekil 3.4: 37,5 mg/kg propofol enjekte edilen ve inkiibasyonun 15.
giinlinde agilan bir yumurtadan elde edilen bir embriyoya ait beyincik
dokusu kesiti. Kluver-Barrera boyama. Bar: 500 pm.
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Cizelge 3.1: Inkiibasyonun 15. giiniinde acilan yumurtalardan elde edilen embriyolarin
beyincik dokulari iizerinde yapilan histometrik 6l¢iimlere ait degerler.

GRUP DGK TK PHS
K 64,32+1,10° 186,91+2,89° 53,45+1,36
SF 61,98+0,98? 186,193,042 51,25+1,10
P1 55,41+0,95" 184,29+2,88% 48,23+1,55
P2 53,38+1,24P¢ 176,7342,91%® 49,05+1,57
P3 50,53+1,12° 174,29+ 3,39P 48,87+1,09
ok i NS

NS: Anlamsiz; *: P<0.05;**: P<0.01;***: P<0.001. a, b: Ayni siitundaki farkli harfler
ististiki agidan onemlidir. K: Kontrol, SF: Serum fizyolojik, P1: 2,5 mg/kg propofol,
P2: 12,5 mg/kg propofol, P3: 37,5 mg/kg propofol, K: Kontrol, DGK: Dis graniiler
katman, TK: Toplam korteks, PHS: Purkinje hiicre saysi.

Kuluckanin on sekizinci giinii

Bu donemde beyincigin hemen hemen bilinen histolojik organizasyonuna
ulastigr gozlendi (Sekil 3.5). Dis graniiler katmanin bir 6nceki doneme kiyasla
inceldigi dikkati ¢ekti.

Deney ve kontrol gruplar arasinda histolojik organizasyon acisindan belirgin
bir fark gozlenmemesine karsin (Sekil 3.6, 3.7) yapilan histometrik Ol¢iimler
sonucunda hem dig graniiler katmanin hem de toplam korteks kalinliklarinin tiim
deney gruplarinda belirgin bir bigimde azaldigi tespit edildi (p<0,001, Cizelge 3.2). Bu
donemde dis graniiler katman kalinliginin serum fizyolojik enjeksiyonu yapilan grupta

da azaldig1 dikkati ¢ekti (p<0,001, Cizelge 3.2).

Purkinje hiicre sayilar1 agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak énemli bir

farkin olmadig goriildi (p>0,05, Cizelge 3.2).
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Sekil 3.5: Inkiibasyonun 18. giiniindeki kontrol grubundan bir embriyoya
ait beyincik dokusu kesiti. Yildiz: Dis graniiler katman. 1: Stratum
molekiilare. 2: Stratum granulozum. Oklar: Purkinje hiicreleri (stratum
gangliozum). 3: Substantia alba. Hemotoksilen-Eozin boyama. Bar: 200
pm.

Sekil 3.6: Inkiibasyonun 18. giiniindeki kontrol grubundan bir embriyoya
ait beyincik dokusu kesiti. Yildiz: Dis graniiler katman. 1: Stratum
molekiilare. 2: Stratum granulozum. OKlar: Purkinje hiicreleri (Stratum
gangliozum). PAS reaksiyonu. Bar: 50 um.

21



Sekil 3.7: 12,5 mg/kg propofol enjekte edilen ve inkiibasyonun 18.
giiniinde agilan bir yumurtadan elde edilen bir embriyoya ait beyincik
dokusu kesiti. Yildiz: Dis graniiler katman. 1: Stratum molekiilare. 2:
Stratum granulozum. Oklar: Purkinje hiicreleri (Stratum gangliozum).

Hematoksilen-Eozin. Bar: 50 um.

Cizelge 3.2: Inkiibasyonun 18. giiniinde ac1lan yumurtalardan elde edilen embriyolarin
beyincik dokulari tizerinde yapilan histometrik 6lgiimlere ait degerler.

GRUP DGK TK PHS
K 53,83+1,30° 322,84+4,38° 43,32+1,36
SF 42,10+0,82° 310,57+4,33? 44,33+1,75
P1 36,74+0,89° 276,55+3,50° 42.79+1,23
P2 37,66+0,95° 250,00+3,88° 38,90+1,21
P3 34,32+0,99° 249,49+3,32° 38,20+0,83
Fhx *kk NS

NS: Anlamsiz; *: P<0.05;**: P<0.01;***: P<0.001. a, b: Ayni1 stitundaki farkli harfler
ististiki agidan 6nemlidir. K: Kontrol, SF: Serum fizyolojik, P1: 2,5 mg/kg propofol,
P2: 12,5 mg/kg propofol, P3: 37,5 mg/kg propofol, K: Kontrol, DGK: Dis graniiler
katman, TK: Toplam korteks, PHS: Purkinje hiicre sayisi.
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Kuluckanin yirmi birinci giinii

Cikisin ilk giinii olan bu dénemdeki civcivlerden elde edilen beyincik dokusu
kesitlerinde olduk¢a incelmis dis graniiler katman varligini siirdiirmesine karsin

beyincigin klasik hiicresel organizasyonu belirginlesmisti (Sekil 3.8).

Deney ve kontrol gruplar1 arasinda histolojik organizasyon agisindan tespit
edilebilir seviyede bir fark gozlenmemesine karsin (Sekil 3.9, 3.10) yapilan
histometrik 6lglimler hem dig graniiler katmanin hem de toplam korteks kalinliklarinin
tiim deney gruplarinda belirgin bir bicimde azaldigini ortaya koydu (p<0,001, Cizelge
3.3). Bu donemde serum fizyolojik enjeksiyonu yapilan gruptaki civcivlerin de toplam

korteks kalinliginin azaldigi dikkati ¢ekti (p<0,001, Cizelge 3.3).

500 ym

Sekil 3.8: 2,5 mg/kg propofol enjekte edilen ve inkiibasyonun 21.
giniindeki bir civcive ait beyincik dokusu kesiti. 1 (Bar): Korteks. 2:
Medulla. Kluver-Barrera boyama. Bar: 500 pm.
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Sekil 3.9: Serum Fizyolojik enjekte edilen ve inkiibasyonun 21.
giintindeki bir civcive ait beyincik dokusu kesiti. Yildiz: Dig graniiler
katman. 1: Stratum molekiilare. 2: Stratum granulozum. OKlar: Purkinje
hiicreleri (Stratum gangliozum). Hematoksilen-Eozin. Bar: 50 um.

Sekil 3.10: 2,5 mg/kg propofol enjekte edilen, inkiibasyonun 21.
giiniindeki bir civcive ait beyincik dokusu kesiti. Yildiz: Dig graniiler
katman. 1: Stratum molekiilare. 2: Stratum granulozum. 3: Substantia
alba. Oklar: Purkinje hiicreleri (Stratum gangliozum). Kluver-Barrera
boyama. Bar: 50 um.

24



Cizelge 3.3: Inkiibasyonun 21. giiniinde yumurtadan cikan civcivlerin beyincik

dokular1 tizerinde yapilan histometrik dlgiimlere ait degerler.

GRUP DGK TK PHS
K 21,524+0,382 362,03+4,372 37,32+0,81
SF 21,13+0,332 337,72+4,74° 38,14+0,74
P1 18,16+0,41° 336,34+4,56" 34,96+0,73
P2 17,85+0,36° 310,22+4,89¢ 37,67+0,80
P3 16,90+0,36° 310,66+4,38° 34,61+0,69
**k* **kk NS

NS: Anlamsiz; *: P<0.05;**: P<0.01;***: P<0.001. a, b: Ayni siitundaki farkli harfler
ististiki agidan 6nemlidir. K: Kontrol, SF: Serum fizyolojik, P1: 2,5 mg/kg propofol,
P2: 12,5 mg/kg propofol, P3: 37,5 mg/kg propofol, DGK: Dis graniiler katman, TK:
Toplam korteks, PHS: Purkinje hiicre sayisi.

Daha dnceki iki doneme benzer sekilde bu donemde de Purkinje hiicre sayilari

acisindan gruplar arasinda istatistiksel anlamda 6nemli bir farkin olmadig: goriildi

(Cizelge 3.3).

3.2.3. Kontrol ve Deney Gruplarinda Medulla Spinalis’in Embriyonik
Gelisimi

Kuluckanin on besinci giinii

Bu donemde tiim gruplarda medulla spinalis’in gerek servikal (Sekil 3.11),
gerek torakal (Sekil 3.12) ve gerekse lumbal (Sekil 3.13) segmentlerinden alinan
kesitlerde ortada klasik “kelebek™ seklindeki goriiniimii ile substantia grisea bolgesi
ve bunu cevreleyen substantia alba katmani dikkati ¢ekti. Ventral kornu’da yer alan
motorik hiicreler diger hiicrelerden ayirt edilebilmekteydi (Sekil 3.14). Yuvarlak-oval
bigimdeki kanalis sentralisin icini kiibikten prizmatige kadar degisen sekillerde
ependim hiicrelerinin dosedigi goriildii (Sekil 3.15, 3.16, 3.17). Lumbal segmenti diger
segmentlerden farkli kilan, medulla spinalis’in dorsalinde sag ve sol dorsal kornular

birbirinden ayiran kanatlilara 6zgii bir yap1 olan sinus rhomboideus ile bunun i¢ini
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dolduran ve glikojen graniilleri iceren az sayida glial hiicrenin yer aldigi korpus
jelatinozum dikkati ¢ekti (Sekil 3.13).

Substantia grisea yiizey alaninin medulla spinalis’in kesitlerde izlenen toplam
yiizey alanina orani dikkate alindiginda histolojik agidan deney ve kontrol gruplari
arasinda belirgin bir fark gozlenmemesine karsin yapilan histometrik 6l¢iimler
sonrasinda bu oranin 12,5 mg/kg propofol enjekte edilen gruptaki embriyolarin
servikal segmentlerinde arttigi, torakal segmentlerinde ise azaldigi tespit edildi
(p<0,001, Cizelge 3.4).

Kanalis sentralis’in enine ve boyuna c¢aplar1 lizerinde yapilan
degerlendirmelerde ise 12,5 mg/kg propofol enjekte edilen gruptaki embriyolarin
torakal segmentlerinde boyuna ¢aplarinin azaldig1 (p<0,01, Cizelge 3.5), buna karsin
yine ayni gruptaki embriyolarin lumbal segmentlerinde ise enine ¢apin artmig oldugu
dikkati ¢ekti (p<0,05, Cizelge 3.5). Yine bu dénemde serum fizyolojik enjeksiyonu
yapilan yumurtalardan elde edilen embriyolarin lumbal segmentlerinde boyuna

caplarinin artmig oldugu goriildi (p<0,001, Cizelge 3.5).

Sekil 3.11: Inkiibasyonun 15. giiniinde, 12,5 mg/kg propofol enjekte
edilen gruptan elde edilen bir embriyonun medulla spinalis’inin servikal
segmentine ait bir kesit. 1 (mavi gizgilerle sinirli alan): Substantia grisea.
2: Substantia alba. Ok: Kanalis sentralis. Uclii boyama. Bar: 500 pum.
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Sekil 3.12: Inkiibasyonun 15. giiniinde, SF enjekte edilen gruptan elde
edilen bir embriyonun medulla spinalis’inin torakal segmentine ait bir
kesit. 1 (mavi ¢izgilerle sinirli alan): Substantia grisea. 2: Substantia alba.
Ok: Kanalis sentralis. Kluver-Barrera boyama. Bar: 500 pum.

Sekil 3.13: Inkiibasyonun 15. giiniinde, 12,5 mg/kg propofol enjekte
edilen gruptan elde edilen bir embriyonun medulla spinalis’inin lumbal
segmentine ait bir kesit. 1 (siyah ¢izgilerle sinirli alan): Substantia grisea.
2: Substantia alba. 3: Korpus jelatinozum. Ok: Kanalis sentralis.
Toluidine blue. Bar: 500 pm.

27



edilen gruptan elde edilen bir embriyonun medulla spinalis’inin lumbal
segmentine ait bir kesit. Oklar: Motorik hiicreler. Toluidine blue. Bar: 50
pm.

Sekil 3.15: Inkiibasyonun 15. giiniinde, kontrol grubundan elde edilen bir
embriyonun medulla spinalis’inin servikal segmentine ait bir kesit.
Yildiz: Kanalis sentralis. e: Ependim hiicreleri. Uglii boyama. Bar: 50
pm.
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Sekil 3.16: Inkiibasyonun 15. giiniinde, kontrol grubundan elde edilen bir
embriyonun medulla spinalis’inin torakal segmentine ait bir kesit. Yildiz:
Kanalis sentralis. e: Ependim hiicreleri. Uglii boyama. Bar: 50 pum.

Sekil 3.17: Inkiibasyonun 15. giiniinde, SF uygulamasi yapilan gruptan
elde edilen bir embriyonun medulla spinalis’inin lumbal segmentine ait
bir kesit. Yildiz: Kanalis sentralis. e: Ependim hiicreleri. Uglii boyama.
Bar: 50 pm.
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Cizelge 3.4: Inkiibasyonun 15. giiniinde acilan yumurtalardan elde edilen embriyolarn
medulla spinalis dokulari tizerinde yapilan histometrik dl¢timlere ait degerler.

GRUP %CE %TO %LU
K 41,07+1,10P 53,46+0,972 51,49+0,84
SF 42,80+0,65° 51,31+1,10% 53,40+0,60
P1 41,81+0,71° 54,66+0,722 50,89+0,84
P2 47,54+1,182 48,61+0,86° 52,13+2,21
P3 43,58+0,85" 51,38+1,11% 53,28+0,75
ke . NS

NS: Anlamsiz; *: P<0.05;**: P<0.01;***: P<0.001. a, b: Ayni siitundaki farkli harfler
ististiki agidan onemlidir. K: Kontrol, SF: Serum fizyolojik, P1: 2,5 mg/kg propofol,
P2: 12,5 mg/kg propofol, P3: 37,5 mg/kg propofol, %CE: Servikal bolgedeki
substantia grisea’nin kesitlerde izlenen toplam yiizey alanina orani, %TO: Torakal
bolgedeki substantia grisea’nin kesitlerde izlenen toplam yiizey alanina orani, %LU:
Lumbal bolgedeki substantia grisea’nin kesitlerde izlenen toplam yiizey alanina orani.

Cizelge 3.5: Inkiibasyonun 15. giiniinde acilan yumurtalardan elde edilen embriyolarin
medulla spinalis’lerinin farkli segmentlerindeki kanalis sentralis’lerinin enine ve
boyuna ¢ap dl¢iimlerine ait degerler.

GRUP CE TO LU
1 (enine 2 (boyuna 1 (enine 2 (boyuna 1 (enine 2 (boyuna
cap) cap) cap) ¢ap) cap) cap)
K 17,99+1,07% 59,0144,26 26,98+2,30% 75,25+523%  27,59+1,61°  72,68+3,46°
S 226140,80°  50,1743,42 30,631,220 722044858  27,99+2,03%  86,98+4,24°
Pl 21,531,413 52.12+1,34 22,72+1,38°  76,09+2,36%  34,11+2,16%® 64,11+2,01°
P2
16,93+1,69°  63,83+5,68 32,02+43,21°  54,62+4,86° 36,99+2,77%  73,19+3,78%
P3 20,53+1,87%  62,8242,84 26,64+2,18%° 69,37+3,76® 32,25+£2.67® 63,97+4,05°
* NS * **% * *k*k

NS: Anlamsiz; *: P<0.05;**: P<0.01;***: P<0.001. a, b: Ayni siitundaki farkli harfler
istatistiki agidan 6nemlidir. K: Kontrol, SF: Serum fizyolojik, P1: 2,5 mg/kg propofol,

P2: 12,5 mg/kg propofol, P3: 37,5 mg/kg propofol. CE: Servikal, TO: Torakal, LU:
Lumbal.
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Kulugkanin on sekizinci giinii

Bu dénemde tiim gruplarda medulla spinalis’in incelenen her ii¢ segmentte de
gelisimini siirdiirdiigii ve bir onceki doneme kiyasla gerek substantia grisea’nin
gerekse substantia alba’nin genisledigi gortldi (Sekil 3.18, 3.19). Lumbal segmentte
yer alan sinus rhomboideus ile bunun i¢ini dolduran glikojen graniilleri igeren glial
hiicrenin yer aldig1 korpus jelatinozum’un varligi bu donemde daha da belirgindi
(Sekil 3.20).

Substantia grisea yiizey alaninin medulla spinalis’in kesitlerde izlenen toplam
yiizey alanina orani agisindan deney ve kontrol gruplari arasinda histolojik agidan 151k
mikroskobik seviyede dikkati ¢eken bir fark gozlenmemesine karsin yapilan
histometrik oOl¢timler sonucunda 2,5 mg/kg propofol enjekte edilen gruptaki
embriyolarin servikal segmentlerinde bu oranin arttigi, buna karsin 37,5 mg/kg
propofol enjekte edilen gruptaki embriyolarin ayni1 segmentlerinde ise azaldigi tespit
edildi (p<0,01, Cizelge 3.6). S6z konusu oranin 12,5 ve 37,5 mg/kg propofol enjekte
edilen gruplardaki embriyolarin torakal segmentlerinde de azalmis oldugu dikkati
cekti (p<0,001, Cizelge 3.6). Bu donemde ayni oranin SF enjeksiyonu yapilan gruptan
elde edilen embriyolarin servikal segmentlerinde de azaldigi goriildii (p<0,001,

Cizelge 3.6).

Kanalis sentralis’in enine ve boyuna c¢aplar1 iizerinde yapilan
degerlendirmelerde ise 12,5 mg/kg propofol enjekte edilen gruptaki embriyolarin
servikal segmentlerinde (Sekil 3.21, 3.22, p<0,01, Cizelge 3.7), 2,5 mg/kg propofol
enjekte edilen gruptaki embriyolarin ise torakal segmentlerinde enine caplarinin
genisledigi dikkati ¢ekti (p<0,01, Cizelge 3.7). Yine bu donemde serum fizyolojik
enjeksiyonu yapilan gruplardan elde edilen embriyolarin torakal ve lumbal
segmentlerinde kanalis sentralis’in enine ¢apinin artmis oldugu tespit edildi (p<0,01,

p<0,001, Cizelge 3.7).
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Sekil 3.18: Inkiibasyonun 18. giiniinde, 2,5 mg/kg propofol uygulanan
gruptan elde edilen bir embriyonun medulla spinalis’inin servikal
segmentine ait bir kesit. 1: Substantia grisea. 2: Substantia alba. Ok:
Kanalis sentralis. Kluver-Barrera boyama. Bar: 200 pum.

Sekil 3.19: Inkiibasyonun 18. giiniinde, 37,5 mg/kg propofol uygulanan
gruptan elde edilen bir embriyonun medulla spinalis’inin torakal
segmentine ait bir kesit. 1: Substantia grisea. 2: Substantia alba. Ok:
Kanalis sentralis. Toluidine blue. Bar: 500 pum.
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Sekil 3.20: Inkiibasyonun 18. giiniinde, kontrol grubundan elde edilen bir
embriyonun medulla spinalis’inin lumbal segmentine ait bir kesit. 1:
Substantia grisea. 2: Substantia alba. 3. Korpus jelatinozum. Ok: Kanalis
sentralis. PAS reaksiyonu. Bar: 500 um.

Sekil 3.21: inkiibasyonun 18. giiniinde, kontrol grubundan elde edilen bir
embriyonun medulla spinalis’inin servikal segmentine ait bir kesit. Siyah
bar: Kanalis sentralisin enine ¢api. PAS reaksiyonu. Bar: 50 pm.
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Sekil 3.22: Inkiibasyonun 18. giiniinde, 12,5 mg/kg propofol uygulanan
gruptan elde edilen bir embriyonun medulla spinalis’inin servikal
segmentine ait bir kesit. Siyah bar: Kanalis sentralisin enine ¢api. PAS
reaksiyonu. Bar: 50 um.

Cizelge 3.6: Inkiibasyonun 18. giiniinde ag1lan yumurtalardan elde edilen embriyolarin
medulla spinalis dokular1 tizerinde yapilan histometrik 6l¢iimlere ait degerler.

GRUP %CE %TO %LU
K 39,30+0,61° 48,851,122 51,34+0,91%
SF 36,65+0,43° 45,89+0,70% 53,38+0,68?
P1 42,12+0,722 45,27+0,84% 50,93+0,82%
P2 37,1640,54° 43,61+1,05P 52,940,892
P3 36,47+0,66° 44,34+1,24° 48.87+1,11°
s o ook

NS: Anlamsiz; *: P<0.05;**: P<0.01;***: P<0.001. a, b: Ayni siitundaki farkli harfler
ististiki agidan onemlidir. K: Kontrol, SF: Serum fizyolojik, P1: 2,5 mg/kg propofol,
P2: 12,5 mg/kg propofol, P3: 37,5 mg/kg propofol. %CE: Servikal bolgedeki
substantia grisea’nin kesitlerde izlenen toplam yiizey alanina orani, %TO: Torakal
bolgedeki substantia grisea’nin kesitlerde izlenen toplam yiizey alanina orani, %LU:
Lumbal bolgedeki substantia grisea’nin kesitlerde izlenen toplam yiizey alanina orani.
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Cizelge 3.7: Inkiibasyonun 18. giiniinde acilan yumurtalardan elde edilen embriyolarn
medulla spinalis’lerinin farkli segmentlerindeki kanalis sentralis’lerinin enine ve
boyuna ¢ap Ol¢iimlerine ait degerler.

GRUP CE TO LU

1 (enine 2 (boyuna 1 (enine 2 (boyuna 1 (enine 2 (boyuna

cap) cap) ¢ap) cap) cap) ¢ap)
K 19,20+0,78°  48,52+2,13%  25,24+2,02° 63,13£3,39 29,04+2,91° 46,26+4,32
SF 24,08£0,71%  52,92+2.69%  34,02+1,91° 59,96+2,17 37,93+2,397 54,25+5,51
P1 22,18+1,32%  473242,81%  32,64+0,80° 56,60+1,56 23,33+0,86" 41,33+1,08
P2 28,38+2,70°  51,93+4,00® 29,64+0,76® 59,03£1,82 28,85+1,30° 50,35+3,34
P3 21,00£1,65°  41,61+2,31°  29,97+1,19% 57,22+275 29,23+2,39° 43,33+2,67

* * *x NS ok NS

NS: Anlamsiz; *: P<0.05;**: P<0.01;***: P<0.001. a, b: Ayni siitundaki farkli harfler
ististiki agidan onemlidir. K: Kontrol, SF: Serum fizyolojik, P1: 2,5 mg/kg propofol,
P2: 12,5 mg/kg propofol, P3: 37,5 mg/kg propofol. CE: Servikal, TO: Torakal, LU:
Lumbal

Kuluckanin yirmi birinci giinii (Cikis giinii)

Kulugkadan ¢ikis giinii olan bu donemde tiim gruplarda medulla spinalis’in
klasik histolojik organizasyonunu hemen hemen tamamlamis oldugu goriiliirken
ozellikle lumbal segmentteki sinus rhomboideus igerisinde yer alan glikojen graniilleri
iceren glial hiicreleri barindiran korpus jelatinozum’un genisledigi ve kanalis

sentralis’in bu yapinin iginde kalmis oldugu dikkati gekti (Sekil 3.23, 3.24).

Substantia grisea yiizey alaninin medulla spinalis’in kesitlerde izlenen toplam
yiizey alanina oraninin 6zellikle 2,5 ve 37,5 mg/kg propofol enjekte edilen gruptaki
embriyolarin lumbal segmentlerinde artmis oldugu tespit edildi (p<0,01, Cizelge 3.8).

Kanalis sentralis’in enine ve boyuna ¢aplarn {izerinde yapilan

degerlendirmelerde ise 6zellikle 12,5 ve 37,5 mg/kg propofol enjekte edilen gruptaki
embriyolarin servikal segmentlerinde enine ¢apin genisledigi goriildii (Sekil 3.25,
3.26, p<0,01, Cizelge 3.9)
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Sekil 3.23: Inkiibasyonun 21. giiniinde, Serum Fizyolojik uygulanan
gruptan elde edilen bir civcivin medulla spinalis’inin lumbal segmentine
ait bir kesit. 1: Substantia grisea. 2: Substantia alba. 3: Korpus
jelatinozum. Ok: Kanalis sentralis. Hematoksilen-Eozin. Bar: 500 pum.

Sekil 3.24: inkiibasyonun 21. giiniinde, 2,5 mg/kg propofol uygulanan
gruptan elde edilen bir civcivin medulla spinalis’inin lumbal segmentine
ait bir kesit. 1: Substantia grisea. 2: Substantia alba. 3: Korpus
jelatinozum. Ok: Kanalis sentralis. PAS reaksiyonu. Bar: 500 um.
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Sekil 3.25: Inkiibasyonun 21. giiniinde, kontrol grubundan elde edilen bir
civcivin medulla spinalis’inin servikal segmentine ait bir kesit. Siyah bar:
Kanalis sentralisin enine ¢api. Hematoksilen-Eozin. Bar: 50 pm.

Sekil 3.26: Inkiibasyonun 21. giiniinde, 37,5 mg/kg propofol uygulanan
gruptan elde edilen bir civcivin medulla spinalis’inin servikal segmentine
ait bir kesit. Siyah bar: Kanalis sentralisin enine ¢api. PAS reaksiyonu.
Bar: 50 pum.
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Cizelge 3.8: Inkiibasyonun 21. giiniinde yumurtadan ¢ikan civcivlerin medulla spinalis
dokular1 lizerinde yapilan histometrik dlgiimlere ait degerler.

GRUP %CE %TO %LU
K 37,31£1,17 43,01+1,33 49,29+1,13°
SF 36,09+1,19 43,29+1,03 52,940,942
P1 36,68+0,66 44.82+1,26 54,10+1,062
P2 37,35+1,05 45.41+1,17 52,02+0,86%
P3 37,94+1,62 4525+1,24 54,78+0,962
NS NS ok

NS: Anlamsiz; *: P<0.05;**: P<0.01;***: P<0.001. a, b: Ayni1 stitundaki farkli harfler
ististiki agidan onemlidir. K: Kontrol, SF: Serum fizyolojik, P1: 2,5 mg/kg propofol,
P2: 12,5 mg/kg propofol, P3: 37,5 mg/kg propofol. %CE: Servikal bolgedeki
substantia grisea’nin kesitlerde izlenen toplam yiizey alanina orani, %TO: Torakal
bolgedeki substantia grisea’nin kesitlerde izlenen toplam yiizey alanina orani, %LU:
Lumbal bolgedeki substantia grisea’nin kesitlerde izlenen toplam yiizey alanina orani.

Cizelge 3.9: Inkiibasyonun 21. giiniinde kulugkadan ¢ikan civcivlerin medulla
spinalis’lerinin farkli segmentlerindeki kanalis sentralis’lerinin enine ve boyuna ¢ap
Olctimlerine ait degerler.

GRUP CE TO LU

1 (enine 2 (boyuna 1 (enine 2 (boyuna 1 (enine 2 (boyuna

¢ap) ¢ap) cap) ¢ap) ¢ap) cap)
K 24,04+1,89Y  43,9242,55%  29.25+1,54% 43,06+1,64 32,93+£1,19% 32.81+3,47%
SF 31,02+1,23%  46,3143,93% 27,65+1,87% 45,56+2,89 30,33+2,70°  23,52+3,23P
Pl 3035+1,12® 33,67+1,47° 32,41+1,37° 38,37+1,45 32,90+2,35%® 35,06+4,03%
P2 34,21+2,892  51,73+£5,57%  31,86+1,61° 42,26£2,24 39,79+1,90°  37,80+2,612
P3 31,64+1,232  4720+4,24%  2514+0,98° 41,84+2.23  30,84+1,16°  30,17+2,38%®

i * i NS *x *

NS: Anlamsiz; *: P<0.05;**: P<0.01;***: P<0.001. a, b: Ayni siitundaki farkli harfler
ististiki agidan nemlidir. K: Kontrol, SF: Serum fizyolojik, P1: 2,5 mg/kg propofol,
P2: 12,5 mg/kg propofol, P3: 37,5 mg/kg propofol. CE: Servikal, TO: Torakal, LU:
Lumbal.
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4. TARTISMA

Gebelik sirasinda anestezik ajan maruziyetini 6nemli kilan en 6nemli neden
yapilacak maternal uygulamalarin fetusu da dogrudan veya dolayli olarak
etkileyebilmesidir. Fetus agisindan en ¢ok endiseye sebep olan ortaya ¢ikabilecek olasi
teratojenitedir. Insanlarda &zellikle teratojenite riskinin en yiiksek oldugu dénem ise
annenin gebe kalmadan 6nceki son adet tarihinden itibaren 15-56. giinler arasindaki,
bebegin organlarinin sekillendigi organogenez doénemidir. Bu donem annenin
kendisinin dahi gebeliginin farkinda olmadigi bir periyodu da igerir. Diisiik, fetal 61iim,
yapisal anomaliler, gelisme geriligi veya fonksiyonel yetersizlikler teratojenik etki
sonucu meydana gelebilir. Gebe hastalarda elektif cerrahiden kaginilmasi,
kacinilamiyor ise de miimkiinse optimal zaman aralig1 olan gebeligin 2. trimesterinde
cerrahinin yapilmasi dnerilmekle birlikte (Gilinaydin 2012) acil cerrahi girisimler i¢in

erteleme sansi olamamaktadir.

Cerrahi girisimler i¢in yapilmasi gereken anestezi uygulamalar1 disinda ¢esitli
sebeplerle yogun bakimda sedasyon altinda izlenmesi gereken hastalar da bunun igin
cesitli anestezik ajanlara maruz kalmaktadir. Ustelik bu maruziyet, siire ve miktar

olarak kisa siireli bir cerrahi islemdekine gore oldukca fazla olmaktadir.

Propofol, giinliik anestezi pratiginde anestezi indiiksiyonu ve idamesinde sikca
kullanilan, sedatif hipnotik bir ajandir. Kisa etki baslangicli ve kisa etki siireli olmasi,
uygulama sonrasi diger genel anestezik ajanlara gore daha berrak bir uyanis saglamasi,
antiemetik 6zelligi ile uyanma sonrasi bulanti-kusma insidansinin daha az olmasi gibi
klinik kullanimda ¢esitli avantajlara sahiptir. Hipnotik ve sedatif etkilerini GABA ve
NMDA reseptorleri {izerinden gostermektedir. Santral sinir sistemine hizl
penetrasyonu hizli etki baslangicint ve kandan hizli temizlenmesi de, c¢abuk

derlenmeyi saglamaktadir (Schiittler ve ark 1985).

Veteriner sahada kii¢iik hayvan pratiginde sik¢a kullanilan propofol’iin kanatl
hayvanlarda kullanimi iizerine farkli gortisler vardir. Yapilan bir ¢alismada 4 mg/kg
IV dozda verilen propofol’in peceli baykuslarda giivenle kullanilabilecegi
belirtilmistir (Mama ve ark 1996). Buna karsin horozlarda 4,5-9,7 mg/kg dozunda 1V

uygulanan propofol’iin kardiyovaskiiler ve solunum sisteminde depresyona neden
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oldugu, s6z konusu dozlarin 3 katinin hayvanlarda 6liimciil olabildigi ve dolayisi ile
propofol’iin tavuklarda giiven araliginin oldukga dar oldugu bildirilmistir (Lukasik ve
ark 1997).

Yagda eriyen ve diisiik molekiiler agirlikli noniyonize bir ajan olan propofol’iin
kan-beyin bariyerini gegisi gibi transplasental gegisi de olduk¢a hizlidir. Anne ve
yenidoganin dolagimindan ¢ok hizli temizlenir (Jauniaux ve ark 1998, Sanchez-
Alcaraz ve ark 1998, Balci ve ark 2006). Umblikal ven/maternal ven orani 0,7-0,75
arasindadir (Maltepe ve Arkan 2006). Her ne kadar klinik dozlarda kullanimla
teratojenik etkisi gosterilmemis olsa da gebelik siiresince propofol kullanimi
onerilmemektedir. Propofol’iin FDA (US Food and Drug Administration [Amerikan
Gida ve llag idaresi]) gebelik kategorisi B’dir (Maltepe ve Arkan 2006).

Klinik kullanimda propofol uygulamasi sonrasit goriilebilecek olasi etkiler
serebral oksijen tiiketimi, serebral kan akimi ve intrakraniyal basingta azalma, sistemik
kan basincinda azalma, bradikardi, solunum depresyonu, apne, géz i¢i basingta
azalma, platelet aktivasyonunun inhibisyonu, allerjik reaksiyon ve uzun siireli

inflizyonu ile propofol inflizyon sendromu olarak sayilabilir (Flood ve ark 2015).

Propofol’iin gelismekte olan sinir sisteminde norotoksik etkileri olabilecegi
fare, rat ve makaklar {izerinde yapilan ¢esitli ¢alismalarda gosterilmistir (Cattano ve
ark 2008, Pearn ve ark 2012, Creeley ve ark 2013, Yu ve ark 2013, Xiong ve ark 2014,
Sensiate ve ark 2017). Propofol maruziyeti néroapoptozisi belirgin olarak indiikler ve
gelisen hayvan ve insan kok hiicre modellerinde noral kok hiicre proliferasyonunu,
norogenezi, dendrit gelisimini ve bilissel islevi etkiler (Bosnjak ve ark 2016). Birinci
trimester maternal genel anestezi maruziyeti ile diger ana defektlerle iligkili merkezi
sinir sistemi defektleri riski arasinda anlamli bir iligski oldugu bildirilmistir (Sylvester
ve ark 1994).

Tavuk embriyosunun, ozellikle ilk 48 saatlik erken gelisim doneminde
gosterdigi gelisim silirecinin memeli embriyosunun gelisiminin ilk bir aylik gelisim
stireciyle benzerlik gostermesi nedeniyle dollii tavuk yumurtalar: embriyotoksisite ve
teratojenite c¢alismalarinda noral tiipiin incelenmesi i¢in uygun bir model
olusturmaktadir (Lee ve Nagele 1979, Nagele ve ark 1981, Lee ve ark 1982, Lee ve
ark 1984, Lee ve Nagele 1985, Lee ve Nagele 1986, Lee ve ark 1988, Vatansever ve
ark 2003, Temiz ve ark 2009, Cetinkal ve ark 2010, Giiveng ve Dalgi¢ 2014, Sayin ve

40



ark 2019, Saym ve Simsek 2019). Medulla spinalis ve beyincik dokusu embriyonik
gelisimi ve histolojik organizasyonu iyi bilinmekte ve histometrik 6l¢iimler agisindan
avantaj saglamaktadir. Ozellikle kanatlilarda merkezi sinir sistemi dokusu,

memelilerdeki ile histolojik farklilasma asamalar1 dikkate alindiginda karsilagtirilabilir

bir model teskil etmektedir (Akar ve Sur 2010).

Tavuk yumurtas: maliyeti diisiik, erisimi ve maniiplasyonu kolay bir materyal
olmasmin yanisira fazla sayida kullanilabilmesi ile istatistiki degerlendirmeler
acisindan diger laboratuvar hayvanlarina gore avantaj saglamaktadir. Ayrica canli bir
organizmaya verilecek aciy1 da en aza indirerek yasal kisitlamalara, etik kurallara ve
hayvan haklarina da uygundur. Ayrica CHEST | testi ile elde edilen embriyotoksik
araliktaki sulandirma konsantrasyonlarmin 1072 ile ¢arpilmasi sonucu bulunan deger
memeli gebe annenin kilogram basina alacagi toksik sinirlar olarak kabul edilerek elde
edilen sonuglar memelilere de uyarlanabilmektedir (Jelinek 1977). CHEST-1 ve
CHEST-II yontemleri kullanilarak 130 maddenin toksik etkileri degerlendirilmis,
cesitli kimyasal bilesikler, ilaglar, gida katki maddeleri ve pestisitleri igeren bu
maddelerden 117 tanesinde embriyotoksik etki gozlendigi rapor edilmistir (Jelinek ve
ark 1985). CHEST in gecerliligini gostermek i¢in 50 farkli kimyasal madde tavsan ve
sican testlerine tabi tutulmus, sonuglar %80 oraninda CHEST ile tutarli bulunmus;
ancak alternatif test yontemlerinin rutin test yontemlerinin yerini alamayacagi, sadece
bu testlere yardimci olacagi ve yol gosterecegi yorumunda bulunulmustur (Jelinek ve

Marhan 1994).

Incelenen tiim donemlerde embriyolarin beyincik dokularinda yapilan
histometrik 6l¢timler her {i¢ calisma grubunda da dis graniiler katman kalinliginin ve
toplam korteks kalinligimin doza bagli olarak azaldigim1 goOstermistir. Ayrica
kulugkanin 18. gliniinde dis graniiler katmanin kalinliginin ve 21. giliniinde ise toplam
korteks kalmliginin serum fizyolojik verilen grupta da kontrol grubuna gore azalmis
oldugu dikkati ¢cekmistir. Beyincigin temel fonksiyonunun istemli motor hareketlerin
koordinasyonu, motor 6grenme ve dengenin saglanmast olmasinin yaninda yapilan
cesitli caligmalarda bilissel islevler, gorsel-uzamsal islevler, dil islevleri, emosyonel
stabilite ve kisilik 6zellikleri iizerine de etkilerinin oldugu gosterilmistir (Hizli1 Sayar
ve ark 2013). Propofol maruziyeti sonrasi fetal ve neonatal primat beyin dokusunun
incelendigi bir ¢alismada propofol maruziyetinin oligodendrositlerde ve ndéronlarda

apoptozisi belirgin sekilde artirdigi rapor edilmistir (Creeley ve ark 2013). Farelerde

41



yapilan bir ¢alismada gebe farelere propofol uygulanmasinin yavrularinda fiziksel ve
norolojik refleks gelisiminde gerilige yol actigi goriilmiistir (Li ve ark 2014). Bu
calismada beyincik dokusunun toplam korteks kalinligi ve dis graniiler katman
kalinliginda tespit edilen azalmalarin beyincik fonksiyonlari tizerinde olumsuz etkilere

sebep olabilmesi muhtemeldir.

Merkezi sinir sisteminin kolumna vertebralis i¢inde yer alan béliimiinii medulla
spinalis olusturur. Medulla spinalis igte substantia grisea, dista substatia alba’dan
meydana gelir. Substantia grisea sinir hiicreleri ve miyelinsiz sinir liflerinden,
substantia alba ise miyelinli sinir liflerinden meydana gelir. Substantia grisea’nin 6n
boynuzunda motor ndronlar bulunurken arka boynuzunda ise duyu noéronlari yer alir
(Ersoy ve Kalkan 1996). Memeli medulla spinalis’inden farkli olarak kanatlilarda
medulla spinalis vertebral kanalin tamami boyunca devam eder ve kauda equina
bulunmaz. Tavuklarda 15 servikal, 7 torakal, 14 lumbosakral ve 5 kaudal olmak tizere
toplam 41 medulla spinalis segmenti bulunur. Intumescentia servikalis ve
intumescentia lumbosakralis olmak iizere iki biiylik genisleme goriiliir, bunlardan
intumescentia lumbosakralisin medio-dorsalinde kanatlilara 6zgii sinus rhomboideus
bulunur. Sag ve sol arka boynuzlar1 birbirinden ayiran sinus rhomboideus’un i¢inde
glikojen graniilleri igeren glial hiicrelerden ibaret bir yap1 olan korpus jelatinozum yer
alir ve kanalis sentralis de bu yapinin ventral kisminin i¢inde kalir (Dickson ve Millen
1957, Haziroglu ve ark 2001).

Noral tiip defektleri, dzellikle de medulla spinalis’in kapanma defektlerini
iceren malformasyonlar giiniimiiz pratiginde kullanilan birtakim ilaglarin teratojenik
etkileri olarak goriilebilmektedir. En sik goriilen defekt spina bifidadir. Papaverin (Lee
ve Nagele 1979), diazepam (Nagele ve ark 1981, Lee ve ark 1984, Giiney ve ark 1999),
lokal anestezikler (Lee ve Nagele 1985, Lee ve ark 1988), kafein (Lee ve ark 1982),
pregabalin (Sayimn ve Simsek 2019), rizatriptan (Sayin ve ark 2019), botox (Eser ve ark
2007), sodyum fenitoin (Temiz ve ark 2009), lakozamid (Giircii ve ark 2018),
levetirasetam (Giiveng ve ark 2013), meloksikam (Cetinkal ve ark 2010), metotreksat
(\Vatansever ve ark 2003) ve verapamil (Lee ve Nagele 1986)’in noral tiip tizerine olasi
etkileri ¢esitli arastirmacilar tarafindan dollenmis tavuk yumurtas: kullanilarak
arastirilmistir. Bu aragtirmalarin sonucunda botox ve levetirasetam disindaki ajanlarin

noral tiip defektlerine sebep oldugu gozlenmistir.
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Medulla spinalis lizerine yapilan incelemelerin sonuglar1 degerlendirildiginde
uygulanan propofol dozlari ile noral tiipte herhangi bir kapanma defekti goriilmemis
olmasma ragmen yapilan histometrik Ol¢limlerde calisma gruplarinda substantia
grisea’nin Kesitlerde izlenen toplam medulla spinalis yiizey alanina oraninda ¢esitli
diizeylerde farkliliklar oldugu gozlenmistir. Substantia grisea’da goriilen bu
degisikliklerin sonucu olarak medulla spinalis’in gerek motor gerekse duyu
fonksiyonlarinda defektler goriilebilmesi muhtemeldir. Ayrica kanalis sentralis
caplarinda da ¢alisma gruplarinda farkliliklar oldugu gozlenirken ilging olarak serum
fizyolojik enjekte edilen grupta da kanalis sentralis caplarinin etkilenmesi, sadece
plasebo olarak kabul edilen serum fizyolojik kullaniminin bile bir ila¢ kullaniminda
olana benzer bazi yan etkileri olabilecegini diisiindiirmiistiir. Kanalis sentralis
caplarindaki degisiklikler beyin-omurilik sivisinin (Bosnjak ve ark) dolagimini
etkileyecektir. BOS’un temel gorevi beyin ve medulla spinalis’e mekanik ve
immiinolojik koruma saglamaktir. BOS’un serbest dolasimini etkileyen faktorlerin
yagamin ilerleyen donemlerinde ciddi fonksiyon bozukluklari meydana getirebilecegi
dikkate alindiginda calismada elde edilen bulgularin Oneminin artacagi

diistiniilmektedir.

Sonug olarak inkiibasyondan hemen once dollii tavuk yumurtasina verilen
propofol’iin merkezi sinir sistemi tizerinde makroskobik ve 1sik mikroskobik
incelemelerde herhangi bir malformasyona yol agmadigi ancak yapilan histometrik
Olctimler sonucunda beyincik ve medulla spinalis dokularinda kontrol gruplarina gore

farkliliklara yol a¢tig1 gézlenmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Genel anestezi ve sedasyon uygulamalarinda kullanilan IV bir ajan olan
propofol, her yas grubundan hasta icin iilkemizde ve diinyada yogun olarak
kullanilmaktadir. Ozellikle dogurganlik cagindaki kadin hastalarda kullaniminda
hastanin gebelik durumu mutlaka sorgulanmali, tan1 konmus ilk trimesterde bir gebelik
durumu s6z konusu ve cerrahi elektif ise cerrahiyi ikinci trimestere erteleme giindeme
getirilmelidir. Bunun yaninda heniiz annenin gebeligin farkinda dahi olmadig1 bir
zaman diliminde cerrahi gecirme ihtimali de bulunmaktadir. Bu dénem organogenez
acisindan en onemli, dis etkenlere karsi da en hassas donemdir. Anestezistlerin bu
konuda dogurganlik c¢agindaki kadin hastalara karst her zaman hassasiyet
gostermeleri, siipheli gordiikleri hastalarda gerekirse pre-operatif f-hcg testi istemeleri
veya buna imkan yoksa hastayr gebe kabul edip ilagc-doz tercihlerini ona gore

yapmalari 6nerilir.
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