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OZET

Anormal nérulasyon asamasi sonucu olugan néral tiip defektleri, embriyonel ve fetal donemde
olumle sonuglanabildigi gibi, dogum sonrasi donemde medikal, finansal ve sosyal igerikli sorunlari da
beraberinde barindiran, uzun sureli rehabilitasyon ihtiyaci gosteren konjenital anomalilerdir.

Bu calismanin amaci valproik asitin (VPA) olusturdugu orta hat kapanma defektinin folik
asit (FA) ile onlenebilirligi olasiligini erken dénem civciv embriyosu ndral tlp gelisiminde
arastirmaktir. Norilasyonu incelemek igin 150 adet 6zel patojen bulunmayan (SPF) yumurta kullanildi.
SPF yumurtalar 5 grupta incelendi (n:30). Tim gruplar 30 saat boyunca 37,2 + 0,1 °C sicaklik ve % 60
* 5 nem oraninda inkube edildi ve Hamburger — Hamilton siniflamasina gore 9. evrede bir embriyolojik
gelisme elde edildi. 30ncu saat ¢alismasinda A grubu kontrol grubu olarak, inovo B grubuna 0,2 ml
serum fizyolojik (SF), C grubuna — VPA grubu (120mg/1000ml-tedavi edici plazma seviyesi) 0,72
miligram / 0,2 mililitre valproik asit , D grubuna — FA grubu (400mcg glnlik doz) 0,342 mikrogram / 0,2
ml folik asit, E grubuna - VPA+FA grubu 0,72 miligram + 0,342 mikrogram / 0,2 ml valproik asit + folik
asit enjekte edildi. 72. saatin sonunda tum embriyolar yumurtadan ¢ikartildi ve hematoksilen eozin ile
histolojik, P53, bcl2, Tunnel, Caspase 3 ile immUnohistopatolojik olarak incelendi. A, B, D, gruplarinda
noral tip defekti saptanmazken, C grubunda dlen 8 embriyonun tliminde NTD gézlendi, 12 embriyoda
gelisme geriligi izlendi. E grubunda dlen embriyo saptanmazken, sadece 8 embriyoda gelisme
geriligine rastland!.

Bu bulgular, tavuk embriyosunda norulasyon asamasinda valproik asitin yaratmis oldugu

teratojenitenin, folik asit etkisiyle onlenebilir oldugunu gostermistir.

ANAHTAR SOZCUKLER: Noral tiip kapanma kusuru, Erken dénem civciv embriyosu, Norillasyon,
Folik asit, Valproik asit.



SUMMARY

Neural tube defect (NTD) which is a consequence of abnormal neurulation can cause serious
medical problems in the prenatal and postnatal periods, can even lead to death. Besides, this
congenital malformation has financial and social negative effects.

The aim of this study is to elucidate the preventive effect of folic acid on teratogenic effects of
VPA in early stage chick embryos on neural tube development. Hundred and fifty specific pathogen-
free (SPF) chick eggs were used to investigate the neurulation. SPF eggs were invastigated in five
groups (n:30). All of the groups were incubated at 37,2 £ 0,1 °C and 60 £ 5 % relative humidity for 30
hours and the ninth stage of the embryonic development as defined by Hamburger and Hamilton, was
reached. At the 30th hour A group - control group, B group - saline injected group(0.02 ml), C group -
VPA group(120mg/1000ml- therapeutic plasma level was given for each egg 0.72mg in 0.02ml saline
solution), D group - FA group(400mcg was given for each egg 0.342mcg in 0.02ml saline solution) and
E group - VPA-FA group(0.72mg VPA-0.342mcg FA). At the end of 72 hours all of embryos were
extracted from eggs and they underwent pathological examination with hematoxilen eosine with
pathological and immunuhistopathological examinations with P53, bcl2, Tunnel, Caspase 3. A, B, D,
groups, showed no neural tube defects. 8 embryos were died in group C while there were 12 embryos
with retarded embryological development. No death was noticed in E group. Only 8 embryos were
detected with reduced development stage in group E.

These findings showed that folic acid effectively prevents the teratogenic influence of VPA on

chick embryo at neurulation stages.

KEYWORDS: Neural tube defect, Early chick embryo, Neurulation, Valproic acid, Folik acid.



1.GIRIS

insan gelisimi birbirini takip eden dinamik bir siirectir. Hiicre bélinmeleri sonrasi gelisen ve
farkllasan embriyo daha sonra fetus halini alir. Gelisim ve farklilagsma, dogum sonrasinda ergenligin
sonuna kadar devam eder.

Anormal norilasyon sonucu olusan noral tlp defektleri (NTD), dogum Oncesi ve dogum
sonrasi donemde Olumle sonuglanabilen ya da oOnemli tibbi sorunlara yol acabilen, gozardi
edilemeyecek diizeyde finansal ve sosyal boyutlari da beraberinde getiren dogumsal anomalilerdir. Bu
nedenlerle NTD’ leri her zaman arastirmacilarin ilgisini cekmis ve konu ile ilgili gesitli deneysel
modellemeler gelistirilmistir.

Tavuk embriyosunda noral tup gelisminde valproik asitin yaratmis oldugu olumsuz etkilerin
folik asit yardimi ile onlenebilirligini histopatolojik ve imminohistopatolojik yontemlerle yapilan
arastirmalardaki doku kesitlerinde incelemeyi amagladigimiz bu calisma, Celal Bayar Universitesi Tip
Fakiiltesi Noérosirurji, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim dallarinca ortaklasa yapiimistir. Ayrica C.B.U

Bilimsel Arastirma Projeleri ( 2010-058 tarih-sayili proje bagvurusu ) destek fonuyla da desteklenmistir.

2. GENEL BILGILER

2.1. insanda Néral Dokunun Embriyolojik Geligimi

insan gelisimi birbirini takip eden bir siirectir. Disiden gelen oositin erkekten gelen sperm ile
dollenmesi sonucu baglar. Dollenme sonucu olusan son derece 6zellesmis ve totipotent bir hlicre olan
zigot, hticre bélinmesi, hiicre gogl, programli hiicre 6llimu (apoptozis) ve blyime sonucu ¢ok hicreli
insan yapisina dénisiir. insan gelisimi, “prenatal (dogum &ncesi) dénem” ve “postnatal (dogum
sonrasl) dénem” olarak ikiye ayrilir. Prenatal donem de kendi icinde ilk 8 haftayi kapsayan “embriyonik
dénem” ve 57. giinden itibaren fetusun anneyi terk etmesine kadar devam eden “fetal ddnem” olarak
ikiye ayrilir (1). ilk 2 haftalik prenatal dénemde gézlenen onemli degisiklikler Sekil 2.1’ de 6zetlenmistir

(Sekil 2.1).
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Sekil 2.1: ilk 2 haftalik prenatal dénemi (1).



Embriyolojik evreler sirasiyla; germ hicrelerinin olgunlasmasi ve fertilizasyonu takiben,

segmentasyon, blastokist, gastrulasyon, embriyonik dénem ve fetal ddnem olarak siniflandirilir (2, 3) .

Ovulasyonu takiben fertilizasyon oldugu takdirde, olusan zigot hizla bolinmeye baglar. Bu
donemde birbirini izleyen bir seri mitotik bolunme ile daha kigiuk hale gelen ve sayisi artan
blastomerler olusur. Ug bélinmeden sonra blastomerler i¢ ve dis tabakalari olan, birbirine sikica
tutunan bir hiicre topu haline gelmek Uzere bir araya gelirler. Embriyo yeniden bélunerek 16 hucreli
‘morula (dut)” sekline gelir. Morulada icteki hicreler i¢ hucre kitlesini, digtaki hiicreler dis hicre kitlesini
olusturur (3). Fertilizasyondan 3 veya 4 gun sonra morula uterus bosluguna ilerlerken iginde bir kavite
gorulmeye baslar. Bu kavitenin igerisine sivi dolar ve blastokist boslugu olusur. Bu evredeki embriyoya
‘blastokist”, bosluga da “blastosel” adi verilir. Blastokistin dis kismindaki hicreler daha sonra
trofoblastlari olustururken i¢ kismindaki hicreler bir kenara itilip embriyoblasti yani i¢ hucre kitlesini
olugturur (3, 4). intrauterin hayatin 14. giiniinde implantasyon ile birlikte i¢ hiicre kitlesi farklilasmasina
devam ederken, blastoselin icinde de embriyonal disk farklilagir ve diskin dis kismindaki hiicreler
“epiblast’, i¢ kismindaki hicreler “hipoblast” olarak ayrilir (Sekil 2.1, Sekil 2.2 A). Embriyoblastta
baslangicta epiblastlar ile trofoblastlar arasinda siki baglanti varken zaman igerisinde epiblast
hicrelerinde farklilasan hucreler amnioblast hiicrelerini olusturarak iki hiicre grubu arasinda “amnion

boslugu” olusur (3, 4, 5).

Uclincii haftanin en belirleyici olayi gastrulasyondur. Gastrulasyon, primitif ¢izginin belirmesi ile
baslar. Primitif ¢izginin sefalik ucu genisleyerek primitif digimd (Hensen digumu) yapar (Sekil 2.3).
Epiblast hucreleri, primitif ¢izgi ve dugum boyunca invajine olarak iki yeni hiicre tabakasini yani
“endoderm’ ve “mezodermi” olustururlar. intraembriyonik mezodermal germ tabakasinin hiicreleri yolk
sac ve amnionu orten ekstraembriyonik mezodermle iliski kurana kadar diger iki germ tabakasinin
arasina go¢ ederler (4, 5, 6) (Sekil 2.4, Sekil 2.2 B).
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Primitif cukurda, invajine olan prenotokordal hiicreler ise prokordal plaga ulasana kadar ilerler. Bu
hiicreler, notokordal plak halinde endoderme karisirlar. Gelisimin daha ileri evrelerinde, notokordal plak
endodermden ayrilir ve solid bir kordon goriinime sahip “notokord” olusur (Sekil 2.2 C). Embriyonun

orta hat eksenini olusturan notokord aksiyal iskeletin ana catisidir. Ugiincii haftanin sonunda (ic esas

germ yapragl olan ektoderm, mezoderm ve endoderm olusur. Bundan sonra doku ve organlarin
farklilagsmasi baglar (3, 4, 5, 6) (Sekil 2.2 C, Sekil 2.6).

Uglincii haftanin basinda ektoderm germ yapragi sefalik bélgede genis, kaudalde daha dar,
yassi bir disk bigimindedir. Notokordun gelismesi ve indiktif etkisi ile notokordun tzerinde bulunan

Al

kisimda ektoderm kalinlagip “noral plagi” olusturur. Plagin hucreleri noroektodermi olusturur ve bu
hicrelerin indliksiyonu nérilasyon sirecinin baslangicini temsil eder (3, 4).

Ektodermin indliksiyonunda 6zellikle dontstrlici blyime faktori (transforming growth factor -
TGF) ailesi icinde yer alan aktivin, fibroblast biyime faktorl, bunun disinda retinoik asit ve gesitli
norotransmitterler gibi sinyal molekulleri gorev almaktadir (3, 7, 8).

indlksiyon gergeklesir gerceklesmez terlik bigimli noral plak zamanla genisleyip, primitif
cizgiye dogru uzanir. Noral plak baglangigta ¢ok sira olusturan néroepitel hiicrelerinden ibarettir. Farkli
gorunusteki bu hicreler ndroektodermin izoprizmatik bigimli diger hiicrelerinden daha yukariya dogru
ylkselir. Tabaka halindeki bu olusum, embriyonun dorsalinde gebeligin 15. ve 16. glininde belirir ve
17. gunde kenarlarinda hucre proliferasyonu olarak néral oluk haline gelmektedir. Her iki kenarda
bulunan paraaksiyal mezoderm ve epitel dokusunun itme etkisi ile kivrilmakta ve néral kanali
olusturmak Uzere hazirlanmaktadir. Burada, aktin ve miyozin benzeri kontraktil proteinlerin, kivrilmig
olan tabakanin surekliligine yardimci oldugu diisunilmektedir (4, 8) (Sekil 2.5). Néral plagin noral tip
haline gelmesi dort adimda gergeklesmektedir (9, 10). Gelisim sirasinda ilk olarak 3 mentese noktasi
belirir (Sekil 2.7 A).



Bunlardan ilki orta hat boyunca, diger ikisi ise yanlarda ve dorsal kisimda yerlesmistir. ikinci adimda
(ndral tabakanin sekillenmesi), yanlardan ve orta hattan kivriima meydana gelmektedir (Sekil 2.7 B).
Uciincii adim (ndral tabakanin katlanmasi), yandaki hiicre gruplarinin her iki taraftan yiikselerek
katlanmasi ile olusmaktadir (Sekil 2.7 C). Kaynasma gelecekte boynun olusacagi 4. somit bélgesinden
baslar sefalik ve kaudal yonde devam eder (Sekil 2.6). Bu olaylarin sonucunda néral tlp olusur (Sekil
2.7 D). Kaynagma tamamlanana kadar néral tliplin kaudal ve sefalik uglari, amnion boslugu ile
sirastyla kranial ve kaudal noroporlar yoluyla iligkidedir. Kranial néropor 25. giin (18 - 20 somitli evre)
ve posterior ndropor 27. gun dolaylarinda (25 somitli evre) kapanir. Noroporlarin kapanmasiyla
nortlasyon artik tamamlanmistir. Sinir sistemi, kaudal bolgesi dar ve sefalik bolgesi daha genis, iginde
spinal kord, birkag dilatasyon ve beyin keseciklerinin yer aldigi kapali bir tibdler yapi haline gelmistir.

Bu evrede embriyo yaklasik 3 - 5 mm boyundadir (4).

Sekil 2.7: A) Noral tabakanin olusmasi, B) Néral tabakanin sekillenmesi, C) Néral tabakanin katlanmasi, D) Néral tiipin
olugmasi (spinwarp.ucsd.edu).

Artik 3 germ yapragina da sahip olan embriyoda néral tlp gelisimi, 28.giinde tamamlanan
‘primer norilasyon”, 29. ve 52. glnler arasinda olusan “kuyruk tomurcugunun kanalizasyonu’
veya “sekonder noriilasyon” ve 52. giinden baslayarak tlim intrauterin hayat boyunca devam eden
‘dedifferansiyasyon” olarak 3 bolime ayrilabilir (4, 6, 7).

Kaudal ndropor kapandiginda tim noral tUpin Uzeri, yuzey ektodermi ile kapanmis
durumdadir. intrauterin hayatin 30. giiniinde olugan bu hiicre grubunda vakuolizasyon gelisir. Bunlarin
birbirleri ile birlesmesi sonucu hucre grubu iginde tek bir kavite olusur. Bu olaya “kanalizasyon” adi
verilmektedir. 38. glinde bu hicre grubu, nértlasyon sonucu olusmus olan Ust medulla spinalis ile L1-2
hizasinda birlesir ve flizyon olusur (5). Birlesmeden sonra gelisen, kontrolli ve planli hiicre éluma ile
kuyruk tomurcugunun regresyonu baslar. En kaudal kisimda olan hiicre grubu 6. ve 7. haftada

regresyona ugrar ve ileride filum terminale olacak olan fibréz bir bant olusur (4, 11).
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Bu donemde norulasyon ve noral dokunun Uzerinin cilt ile kapanmasi tamamlanmistir.
Posterior néroporun bulundugu bélge, gelismis fetliste T11-L4 segmentleri arasina uymaktadir ve
burasi myelodisplazinin en sik karsilasildigi bolge olarak bilinmektedir (9). Posterior néroporun
kapanmasi ile birlikte pia, araknoid ve duramater gelismeye baslar. Santral sinir sistemini (SSS) 40.

guniinde ventral ylzde belirmeye baslayan dura mater, 52. glinde tlim sistemi sarar (4, 9).

2.2. Noral Tiip Defekti (NTD)

Konjenital anatomik anomaliler, dogum defektleri ve konjenital malformasyolar, dogumda var
olan gelisim bozukluklarini ifade etmek icin kullanilan terimlerdir. Bebek 6lumlerine neden olan dogum
defektleri yapisal, fonksiyonel, metabolik, davranigsal ya da kalitimsal olabilir (1). insan konjenital
anomalileri ya da dogum defektlerinin, %50 — 60’ 1 bilinmeyen faktorler, % 20 — 25’ i multifaktoriyel
kalitim, % 7 — 10’ u c¢evresel ajanlar, % 7 — 8 i mutant genler ve % 6 — 7’ si de kromozom
anomalilerine bagli gelisir. Dogumsal anomalilerin %2’ sinden daha az miktar ilag ve kimyasal
maddelerle olusmaktadir (1).

Anatomik anomaliler, tekli veya coklu, kiiciik veya biiyiik, klinik agidan énemli olabilir. insanda
organ sistemlerine gore dogumda izlenen buytk anomali sikliklar sirasiyla; beyin 10:1000, kalp
8:1000, bobrekler 4:1000, ekstremiteler 2:1000, digerleri 6:1000° dir. Tek minor anomaliler,
yenidoganlarin yaklasik %14’ Gnde vardir. Bu minér anomali eglik eden bagka mindr veya major
anomalilerin varligina isaret edebilir. Yenidoganlarin %90’ 1 3 veya daha fazla minér, 1 veya daha fazla
major anomaliye sahiptir. %3’ U Klinik olarak dnemli konjenital anomaliyle, %0,7" si de ¢oklu major
anomaliyle dogar. Majér gelisim defektleri, erken donem embriyolarda daha yaygindir (%10 - 15), fakat
cogu ilk 6 haftada kendiliginden distkle sonlanir. Spontan disuklerin %50 — 60’ inda kromozom
anomalileri vardir (1).

Kuzey Amerika’ da yenidogan olumlerinin %20’ sinden fazlasi dogum defektlerine baglidir.
Yenidoganlarda néral tipin bir boliminin kapanmamasi sonucu agir bir vertebral defekt tipi olan
spina bifida sistika gibi blyik yapisal anomalilerin gértime sikhgi yaklasik %3’ dir. Dogumdan sonra

ek anomalilerin fark edilebilme sikligi1 2 yasinda %6, 5 yasinda %8’ dir (1).
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Embriyo, uterus icerisinde iyi korundugu halde, annenin teratojenler olarak bilinen bazi
cevresel ajanlardan etkilenmesi gelisim bozukluklarina yol agabilir. Teratojen, konjenital anomali
olusumuna neden olan veya anomali insidansini arttiran herhangi bir ajandir. Hizli farklilagsma dénemi
sirasinda, organlar ve embriyonun bazi bélimleri teratojenlere daha duyarlidir (1) (Sekil 2.8).
Biyokimyasal farklilasma, morfolojik farklilasmadan 6énce olaylanir ve bu sirada yapilar teratojenlere
daha duyarlidir. Hicresel farklilasma baslayincaya kadar, teratojenler anomali olusmasina neden
olacak sekilde etkili degillerdir. Ancak bunlarin erken donem etkileri embriyonun 6limine neden
olabilir. Bir teratojen, hucrelerin hepsini ya da ¢cogunu hasarlayabilir, bu da embriyonun 6limi ya da
sadece birkag hlcrenin 6limi ile sonuglanabilir. Bu durumda konseptus (zigottan itibaren gelisen,
embriyo ile birlikte plasentanin embriyolojik bolimu ve iligkili tim membranlarini kapsayan i¢ ve dis

yapilar) kendini yenileyebilir ve embriyo dogum defekti olusmadan gelisebilir.

Ana Zamanlar (haftalara gore) Fetal Dénem (haftalara gére)———————>-

1 2 3 4 5 6 7 8 9 16 32 38
Zigotun bolinme, implantasyon
ve bilaminar embriyo ~
olugum dénemleri 2 5 e ’:
¥ . o, @
¥ | © :
y - N
\ S Néral Tiip Defekleri (NTD) Zeka geriligi MSS
I Il I I I
Embriyonik disk l L3 Ale Ve VSo. | - Kalp ’
1
Ameli/Meromeli | Ust ekstremite
I T I I
Morula [ Amelinveromei [ Alt ekstremite
I 1 T I
Yarik dudak Ust dudak
- [ I 1 I
Amnion I Asag yerlesimli malforme kulak ve sagirlik I Kulaklar
I I 1 I I I I
I Mikroftalmi, katarakt, glokom [ Gozler
Blastosist T‘ T I I I 1 I
I Mine hij isi ve boy | Digler
® Teratojen etkilerinin I I 1 T T
w ITIHIRI, _ genel bolgeleri [ Yarik damak [ Damak |
Embryonik disk| [—— ] Az duyarii dénem H— I —_ — ‘ - !
l Ijlgl genitalin maskulinizasyonu I Dis genitaller
Tetratojenlere E’ Gok duyarli dénem — ! ! ! !
diyarioesl —> TA-truncus arteriosus; ASD-Atriyal septal defekt;
T T VSD-Ventrikiil septal defekt

Kendiliginden distik ve
embriyo Slimi

Major konjenital anomaliler

Fonksiyonal defektler ve minér anomaliler

Sekil 2.8: Insan prenatal gelisiminin kritik dénemlerinin sematik gériinimii. (Koyu renkli bélge yiiksek diizeyde duyarli
zamani gbsterirken bu dénemde major defektler olusabilir. Acik renkli bdlge ise az duyarli ddnemi gdsterir ve mindr
anomaliler olusabilir) (1).

ilaclarin, kimyasal ajanlarin ve diger gevresel faktérlerin embriyolojik gelisimi bozmalarinin ve
anomali olusumunu uyarmalarinin gergek mekanizmasi halen belirsizdir. Omegin; erken gebelik
esnasinda bir sedatif olan talidomid tilketen annelerin bebeklerinde, birgok gelisimsel anomaliler ve
ekstremite anomalileri gdzlenmistir. Yaklasik 60 yil kadar dnceki bu kesif sonucu arastirmacilar, genis

capli olarak ilaclarin insan dogum defektlerinin etiyolojisindeki rolline odaklanmistir.
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Bugin talidomidin anomali olusturma mekanizmasi hala gizemlidir ve hipnotik olan bu ajanin
embriyonik gelisimi nasil etkiledigini agiklamak igin yirmiden fazla hipotez Gretilmistir (1).

Birgok calisma, bazi kalitimsal ve gevresel etkilerin embriyonik gelisimi, ekstrasellller matriks,
intraselliller gevre, hiicre yiizeyini ve fetal gevreyi degistirerek etkiledigini gostermistir. ilk hiicresel
yanitin birden fazla sekilde (genetik, molekiler, biyokimyasal ve biyofiziksel) gerceklestigi
dustnilmektedir. Bu da hiicresel dongide farkli siralanmanin olusmasina neden olur. Bu farkli
lezyonlar, intrauterin olum, gelisme geriligi, fetal buyime geriligi veya fonksiyon bozukluklari gibi cesitli
sekillerde en son defektin sekillenmesine neden olur. En sik bilinen teratojen ajanlar Tablo 2.1" de

Ozetlenmistir (Tablo 2.1).

Tablo 2.1: En sik karsilasilan teratojen ajan gruplari.

Gruplar Ajanlar
Cevresel sigara, kafein, alkol, organik civa, kursun,
poliklorlanmig bifeniller, iyonizan radyasyon

ilaglar

Androjen ve progesteronlar etisteron, noretisteron, DES (dietilstilbestrol)

Antibiyotikler tetrasiklin, streptomisin
Antikoagdlanlar warfarin
Antiepileptikler trimetadon, fenitoin, valproik asit
Antineoplastikler aminopterin, metotreksat
Kortikosteroidler kortizon, hidrokortizon
ACE inhibitorleri

instilin ve hipoglisemik ilaglar tolbutamid

Retinoik asit (vitamin A)

Tiroid ilaglari

Ca kanal blokerleri verapamil

Lokal anestetikler

Salisilatlar

Sedatif ilaglar
Psikotrop ilaglar
Yasak ilaglar

talidomid
lityum, diazepam, oksezepam, SSRI’ lar
kokain, metadon

Enfeksiyon etkenleri

kizamikgik, CMV, HSV, varisella, HIV,
toksoplazma, treponoma pallidum

Embriyo diskinin ortasinda olusan cizgisel kabariklik, embriyonun orta hattini belirleyen ilk
olusumdur. Orta hattaki kabarikligi yapan hiicreler daha sonra orta hat ¢izgisinden ve ilkel delikten
iceriye girerek epiblast ve hipoblast adi verilen alt ve Ust tabakalarin arasina yerleserek mezodermi
olusturmaya baslar. Ug tabakall embriyonun olustugu gastrulasyon dénemi sonrasi 6nce SSS
gelismeye baslar. SSS gelisimi de 3 asamada incelenir.
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1. Nortlasyon (16 - 28. ginler): Orta hattin iki yanindan gogalan hiicrelerin yaptiklari ylkseltinin daha
sonra orta hatta birleserek néral tlpl olusturmasi. 2. Kuyruk tomurcugunun kanalizasyonu (29 - 52.
gunler): torakal 12" ye ulasan nérllasyondan sonra kuyruk bolliminde c¢ogalan hicrelerin
olusturduklar tomurcugun kanalizasyonu ve apoptozis ile bazi hucrelerin ortamdan gekilmesi sonucu
konus medullaris ve filum terminalenin olusumu. 3. Farklilasma (dedifferansiyasyon): 52. giinden
sonraki gelismeler.

SSS’ nin primordiyumunu olusturan noral plak, 3. haftada ortaya ¢iktigi ve noral kivrimlar ile
noral tipun olusumunu baslattigr i¢in nortlasyondaki bozukluklar, beyin ve medulla spinaliste ciddi
anomalilerle sonuglanabilir. NTD’ leri en sik gorulen konjenital anomalilerdendir. Anensefali (daha
dogrusu meroanensefali, ekzansefali) SSS’ ni etkileyen en ciddi ve ayni zamanda en sik gortlen noral
tlp defektidir (1).

Embriyolojik gelisimin ilk 28. glntunde SSS’ ni olugturacak olan primitif notokord kendi tizerine
kivrilip rostral kapanmasini tamamlar. Dolayislyla gestasyonun bu ilk ayi icerisinde olusabilecek
duraklamalar NTD’ lerine neden olur. Geri kalan embriyolojik donemde, noronlarin cogalarak tabakalar
olusturmasi ve bu tabakalara dogru gocu gergeklestiginden, bu asamada olusabilecek patolojilere de
“migrasyon anomalileri” denir.

Malformasyonlar, herhangi bir bozukluga neden olmayacak kadar basit ya da agdir nérolojik
hasara yol acabilecek veya yasamla bagdasmayacak kadar agir ve karmasik da olabilir. Bu spektrum
icerisinde kraniosizis, anensefali, meningoensefalosel, gergin omurilik, Chiari malformasyonlari,
Dandy-Walker malformasyonu, akuaduktus Sylvii stenozu, araknoid kistler ve kraniosinostozlar yer
almaktadir (1).

Norllasyon defekti sonucu olusan orta hat kapanma kusurlari arasinda myelomeningosel,

lipomyelomeningosel, ayrik omurilik anomalisi, dermal sinus trakti ve ansefalosel sayilabilir (Sekil 2.9).
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Sekil 2.9: Nérilasyon kusuru sonucu olusan néral tip defektlerine 6rnekler, a. myelomeningosel , b. myelomeningosel
olgusunun radyografik gérlinima, ¢. myelomeningoselin  T1 adirlikli sagittal MR gérintist, d. lipomyelomeningoselin T2
agirhkh sagittal MR gorintlleri, e. ayni olgunun yagli filum terminalesinin izlendigi intraoperatif gériniimd, f. ayni olgunun
HE ile boyanmis patolojik kesitinin g6rinimda, g. ayrik omurilik anomalisinin BT aksiyel kesit gérintlst, h. dermal sinls
traktinin T1 agirlikli aksiyel kesit MR gortintis, 1. ayni olgunun T2 agirlikli sagittal kesit MR goriintis(, i. ansefalosel.

Kuyruk tomurcugunun kanalizasyonu hatasi sonucu olusan orta hat kapanma defektleri,
kuyruk tomurcugunu olusturan hiicre grubunun kanalizasyon ile ayrismasi ve apoptozis ile fazla
hicrelerin ortamdan ¢ekilerek konus medullaris ve filum terminalenin olusumunun gergeklesmesi
gereken bu asamadaki defektler nedeni ile olusur. Bunlar arasinda; terminal myelosistosel, sakral
lipom ve kalin filum terminale sayilabilir (Sekil 2.10). Bu gruptaki anomaliler daha 6nceden “spina bifida
okkulta” olarak bilinmektedir. Defektin Uzeri ciltle kaph oldugundan bdyle bir lezyon gorildiginde
stphe uyanmali ve eslik edebilecek konjenital anomaliler agisindan tarama yapiimalidir. Bu olgulara

eslik edebilecek norolojik, kutandz, ortopedik ve Urolojik bir takim bulgular olabilir.

Sekil 2.10: a. Bir spina bifida okkulta olgusu, b. spina bifida okkultada bir cilt lezyonu, c. ekin deformiteli olgu, d. eslik eden

skolyoz deformitesinin T1 agirlikli koronal kesit MR gériinimd, e. kalin filum terminale olgusunun T1 agirlikh sagittal kesit
MR g6riinimd, f. kalin filum terminalenin intraoperatif griinima.
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2.3. Tavuk Embriyosu Geligimi

Memeli hayvanlarda, embriyonal gelisim anne karninda gozlenirken, avianlarda (kanatllar) ve
dolayisiyla tavuklarda, tamamen viicut disinda gerceklesir. Civciv embriyonal gelisimini, olusumu icin
gerekli butln besin maddelerinin depolandigi yumurta i¢inde tamamlar. Yumurtadan civciv geligimi igin
bazi ¢evre kosullarina ihtiya¢g duyulur. Ginimuizde bu islem yumurtalarin kulugka makinalarina
konmasi ile de saglanabilmektedir (12, 13, 14).

Tavuk embriyosunun gelismesi Ug bolim altinda incelenebilir:

1. Yumurtlama oncesi embriyonun geligimi.

2. Yumurtlama sonrasi oda kosullarinda embriyonun gelisimi.

3. Kulucka makinesi kosullarinda embriyonun geligimi.

2.3.1. Yumurtlama Oncesi Embriyonun Geligimi

Dollenmis yumurtalar, tavuk ve horozlarin bulundugu kimeslerde ciftlesmesi ile elde edilir.
Ciftlesme sirasinda sperm yumurta kanalinda hizla yol alarak 30 dakikada infundibuluma ulagir.
Ovulasyondan 15 dakika sonra yumurta sperm tarafindan déllenir ve zigot denilen fertilize yumurta
meydana gelir (13).

Zigot olusumundan sonra embriyonik yap! gelismeye baslar. Yaklasik 4 saat sonra ilk hicre
bolinmesi meydana gelir. Yumurta, istmusa girdikten 1 saat sonra embriyo 16 hicreden ibarettir.
Uterusa eristikten 4 saat sonra ise 256 hucreye bolundr.

Yumurtada embriyo, ovipozisyon olayi ile yumurtlamadan kisa bir stire 6ncesine kadar “blastoderm’
adi verilen tek katli bir hiicre kiimesinden ibarettir. Hucre farklilasmasinin gorildigu bu asamaya
‘gastrulasyon” adi verilir. Yumurta sarisinin yuzeyinde bulunan bu hicre tabakasina paralel olarak
daha altta, yani yumurta sarisinin igine dogru diger bir hiicre tabakasi olusmaya baglar. Bunlardan
ylzeyde ve dista olana “ektoderm”, icte olana “endoderm” adi verilir. Déllenmis yumurta, yumurtlandig

zaman bu iki tabakadan olusmaktadir (14).
2.3.2. Yumurtlama Sonrasi Oda Kosullarinda Embriyonun Geligimi
Yumurta, kulugka makinesine konuncaya kadar embriyo, uyku evresindedir. Embriyonal

gelismenin kulugka makinesinde ihtiyag duydugu optimum sicaklik, 37,5+£0,5°C’dir. Ancak 24°C

uzerindeki sicakliklarda da embriyo gelisebilecekir.
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Yumurtlama sonrasinda embriyonal gelismeyi tam olarak durdurmak igin 15-18°C arasinda bir gevre
sicakigi saglanmaldir. Bu amagla kulugkalik yumurtalarin kulugcka makinesine konmadan oOnce

muhafaza edildikleri yerin sicakliginin bu optimum sinirlar igerisinde olmasina dikkat edilmelidir (13).

2.3.3. Kulucka Makinesi Kosullarinda Embriyonun Geligimi

Déllenmis yumurta 37,5°C sicakliktaki kulugkaya kondugunda embriyonal gelisme kaldigi
yerden devam eder. Hicre bolinmesi hizla meydana gelirken farklilasmanin da devam ettigi ve
ektoderm ile endoderm tabakalarindan 3. tabaka olan “mezoderm” olusur (Sekil 2.11). Embriyonal

gelismenin daha ileri asamalarinda her tabakadan farkli doku ve organ sistemlerinin meydana geldigi

goralar (13).

Sekil 2.11: Erken dénem tavuk embriyosu (chickscope.beckman.uiuc.edu).
Embriyonun 21 glnltk kulugka periyodu boyunca bu (¢ tabakadan olusan doku ve organ
sistemleri meydana gelir (12, 13).

2.4. Hamburger - Hamilton Siniflamasi

Dollenmis yumurtadan tavuk olusumu 21 gunlik inkUbasyon suresi ile tamamlanir. Bu
inklibasyon streci boyunca embriyonun gelisimi Gizerine ¢gesitli siniflamalar yapilmistir. 1900’ 1G yillarin
baslarinda Keibel ve Abraham tavuk embriyolarinin morfolojik karakterlerine goére bir evreleme
tanimlamiglardir (14). Ancak 1951 yilinda Hamburger ve Hamilton tarafindan tarif edilen gelisimsel
evreleme kabul edilmis olup giinimiizde gegerliligini korumaktadir (15).

Hamburger-Hamilton'a gére tavuk gelisimi 45 seri kronolojik siniflamadan olugmaktadir (15).
Bu siniflamaya gore;

1) Embriyonun inkiibasyon periyodunun ¢ok erken dénemleri olan ve primitif gizginin (primitif
streak) gelisimin gerceklestigi evrede embriyonun eksen ve kenarlari gorilebilir hale gelmektedir. Bu
stire¢ 1 - 6 donemlerine (0. - 25. saatler) uyar (14, 15) (Sekil 2.12).
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Sekil 2.12: Erken dénem tavuk embriyosu gelisimi ve primitif gizginin olusumu (www.anat.ucl.ac.uk).

2) Evre 5 — 8’ deki (19. - 26. saatler) embriyolar, nortlasyon evresindedir. Kranial formasyon,

noral katlanti, noral tlip, notokord olusumu bu dénemde gerceklesmektedir (14, 15) (Sekil 2.13).

'_-——— Néropor
¢ Bas

Goz

Kalp
Intestinal portal
Noral tup

Somit
Notokord

Noral katlanti

)
2

"_ Primitif streak

Sekil 2.13: Evre 8’ de 6 somitli tavuk embriyosu (www.uoguelph.ca/zoology).

3) Evre 6 - 14 donemlerde (23. - 54. saat) paraksiyal mezodermin segmentasyonu ile somitler
gelisir. Somitlerin olusumu dizenli olarak her 90 dakikada bir goralur. Hamburger - Hamilton’ a gore
10. evrede embriyo 10 somite sahiptir. Bu donemden sonra embriyoda her donemde 3 somit belirir.
Fakat 14. donemdeki embriyo 22, somite sahiptir (14, 15). Deneysel ¢alismalarda ve 6zellikle néral tlp
gelisimi arastirmalarinda 30'ncu saat ¢ok Onemlidir. Bu asamada etkisi arastirilan ajan enjekte
edilmektedir. Ayrica deneklerin istenilen evrede olup olmadiklarin kontroll yapiimaktadir. 30'ncu saat
embriyolar, gogu kez Hamburger — Hamilton siniflamasina gore evre 9’ dadir (Sekil 2.14, 2.15)

! 1. Hensen dugumu

\ . 2.Acik néral plak

§ 3. Onintestinal agikhik

" 4. Anterior néropor

5. Amnion

6. On barsaklar

7. Kalbin gelisim bélgesi

.14: Evre 9 embriyonun koronel kesit 15tk mikroskopik gérintma (X10) (15).
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m 1. Néral tip ltimeni
oy S . ‘2.N6raItUp
2 : s 3. Notokord
4. Bazal plak

4) Evre 8 - 14 sirecinde (24. - 48. saat) ayni zamanda sindirim sistemi, kan adaciklari, géz ve
kalp sekillenmeye baslar. 44. saatte ilk kalp atimi baglar (14, 15).

5) Evre 18 - 23 (54. - 72.saat) sonunda embriyonun kanat ve ekstermiteleri gelismeye baslar.
Sonraki dénemlerde embriyo dénme ve kivrilma hareketleri ile 21 glnlik gelisimine devam eder (14,
15). in ovo deneysel tavuk embriyosu modellerinde, 6zellikle noral tip gelisimi arastirmalarinda bir
diger onemli donem 72’nci saattir. Bu agamada etkisi arastirilan ajanin noral tlp Uzerindeki etkileri
histopatolojik olarak incelenmektedir. 72'nci saat embriyolar ¢ogu kez Hamburger — Hamilton

siniflamasina gore evre 18’ dir (Sekil 2.16).

1. Atrium
g 2. Ventrikil

3. Myelensefalon
4. Hyoid ark
i 5. Metensefalon
6. Mezensefalon
7.Goéz
8. Nazal ¢ikinti
9. Amnion artigi
o 10. Sag ayak ¢ikintisi
11. Kuyruk ¢ikintisi
12. Sag kol ¢ikintisi
13. Somitler

1. Dorsal aorta
2. Notokord
3. Néral tup

4. Yolk sac
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2.5. Valproik asit

2.5.1. Caligmamizda Neden Valproik Asit Segildi?

Gunumz tibbi ilag sanayisinde antiepileptikler 6nemli bir yer tutmaktadir. Poliklinik ve yatan
hasta takiplerinde primer ve sekonder (inrakranial kitle, intraserebral hemoraji, abse, SAK, epidural,
subdural hematom, kafa travmasi, menenijit sonrasi gértlen nébet) epilepsinin uygun antiepileptiklerle
medikal tedavisi, proflaksisi veya takibi, migren proflaksisi, bipolar bozukluklarin tedavisinde norosirurji,
noroloji ve psikiyatri pratiginde yogun mesai harcanan rahatsizliklardir. Potansiyel medikal ve
sosyoekonomik sorunlara yol agabilme ihtimali nedeni ile tim ilaglarda oldugu gibi antiepileptik
ilaglarin da hamile bir hastada kullanimi her zaman onemli sorun olusturmaktadir. Bunun igin ABD
Gida ve ilag Dairesi (FDA) 1979 yilinda, ilaglari hamilelikte kullanimlari ve olasi fetal riskler agisindan
Tablo 2.2’ de belirtildigi gibi siniflandirmigtir (Tablo 2.2). Bu siniflamada farmakolojik maddenin gebelik
kategorisi, 0 maddenin gebe anne tarafindan kullanilimasi halinde fetUste ortaya cikacak hasar
olusturma riskinin bir belirtecidir. Gebelik kategorileri, anne sitine gegen farmakolojik maddeler ya da

metabolitlerinin olusturdugu riskleri icermez.

Tablo 2.2: FDA tarafindan yapilan hamilelikte ila¢ kullanimlar ve olasi riskleri.

Kategori Aciklamasi

A Yeterli ve iyi kontrolli calismalarla, ilacin gebeligin ilk trimesterindeki fetls igin bir risk
olusturdugu gdsterilememistir ve diger iki trimestere iliskin veri de yoktur.

Hayvan (ireme ¢alismalarinda ilacin fets igin bir risk olusturdugu gésterilememistir ve gebe
kadinlarda yeterli ve iyi kontrolli galigmalar yapiimamistir.

B YA DA

Hayvan c¢alismalarinda bir yan etki ortaya gikmamigtir ama gebe kadinlarda yapilan yeterli ve iyi
kontrollli caligmalarla herhangi bir trimesterde fetis igin bir risk oldugu gésterilememistir.
Hayvanlar (zerinde yapilan ¢alismalarda istenmeyen etkiler saptanan ancak insanlarda
kontrollii galisma yapilmamis olan ilaglar ya da hayvan ve insanlar lizerinde hig ¢alisilimamig

c ilaglar.

(Bu kategorideki ilaglar gebelikte sadece gergekten gerekli oldugunda yani potansiyel yararin
potansiyel zararindan fazla oldugu durumlarda verilmelidir).

Aragtirma veya pazarlama deneyimlerinden ya da insanlardaki ¢alismalardan elde edilen yan

D etki verilerine gore ilacin insan fettisi igin risk olusturdugu yoniinde kanitlar vardir ama olasi
yararlar, olasi risklere ragmen, ilacin gebe kadinlarda kullaniimasini hakl kilabilir.

Hayvan ya da insanlardaki galismalar fetal anormallikler gdstermistir ve/veya arastirma ya da

X pazarlama deneyimlerinden elde edilen yan etki verilerine gére ilacin insan fets( igin risk
olusturdugu yoninde kanitlar vardir ve s6z konusu riskler, ilacin gebe kadinlarda kullaniimasinin
olas! yararlarindan agik¢a daha fazladir.
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Hamilelikte kullanilacak ilaglar mimkiin oldugunca A ve B kategorisinden segilmelidir. Bu
tabloya gore valproik asit gebelikte kullanimi agisindan (D) kategorisinde siniflandirilir. Yani kisaca risk
icerir. Biz bu galismamizda, valproik asitin D grubu bir antiepileptik ila¢ olmasi nedeni ile in ovo tavuk
embriyosu modelini de kullanarak noral tlp gelisimi Uzerine gelisebilecek olumsuz etkilerinin suda
eriyen B kompleks vitaminler bashgi altinda incelenen folik asit tarafindan énlenebilirligini arastirmayi

planladik.

2.5.2. Valproik asit ile ilgili Farmakolojik Bilgiler

Valproik asit ilk kez Burton tarafindan 1882'de sentez edilmistir fakat klinik olarak
kullaniimamistir (16). Antikonvulzan etkisi ise 1962 yilinda Eymard tarafindan tesadtfen bulunmustur.
VPA ile ilgili ilk klinik calismalar ise 1964 yilinda Garruz ve arkadaglari tarafindan yapilmistir (17). 1967
yihnda ilk kez Fransa’da piyasaya surilmis, ardindan ylzlerce ulkede epilepsi tedavisinde
kullanilmaya baslanmistir. Amerika'da ise ancak 1978 yilindan sonra kullanim alani bulmustur. VPA
degisik tip epileptik nobetlerde kullanilan major bir ila¢g konumuna gelmistir. Takip eden yillarda VPA ile
yapilan cok cesitli klinik galismalarda epilepsi haricinde bipolar bozukluklarda ve migrende de etkili
oldugu gdézlemlenmistir. Cok cesitli hayvan deneylerinde VPA'nin anksiyolitik, antiagresif, antidistonik,
antinosiseptif, sedatif, hipnotik, immun stimilan, antihipertansif etkilerinin oldugu gosterilmistir.
Antinosiseptif etkisi diger klinik calismalarda da belirtiimistir (18,19). Siddetli refrakter agrilarda,
trigeminal nevraljide, batici-saplanici agrilarda ve noropatik agrilarda yararli olduguna dair sonuglar
elde edilmistir. Bipolar ve sizoafektif hastaliklardaki roliinlin ise antidopaminejik etkisine bagl oldugu
dusunilmektedir.

Valproat kimyasal yapisi sodyum dipropilasetattir. Yapisi santral sinir sisteminin ana inhibitor
noromediyatori olan Gama amino btirik asite (GABA) benzer. Yliksek dozda verildijinde deney
hayvanlarinda beyinde GABA transaminaz (GABA-T) enzimi inhibe ederek GABA transaminaz yikimini
azaltir ve duzeyini yikseltir. Ayrica VPA GABA'nin néronal ve glial uptake'ini inhibe ettigi de
gosterilmistir, bu etki sonucu GABA’ in postsnaptik etkinligini arttirabilir. Néron membranindaki
potasyum kanallarini direkt etkisi ile acarak hiperpolarizasyon yaptig1 da gosterilmistir (20).

Valproatin kullaniimakta olan ¢ kimyasal formu vardir. 1. Serbest asitler, 2. Sodyum tuzu, 3.

VPA kompleksinin ve valproik asidin 1:1 oraninda bilesiminden elde edilen divalproex sodyum.
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llacin yaklagik %20’si valproatin direkt konjugati olarak atilir. Kalani beta ve omega
oksidasyonu ile birkag bilesige metabolize olur, bunlar da daha sonra konjuge olur ve atilirlar.

Valproik asit adiz yolundan baslangigta giinde 10-15 mg/kg dozunda uygulanir. Giinliik doz
giderek 30 mg/kg dlzeyine ¢ikarilir. Bazi hastalarda 60 mg/kg gibi oldukga yiiksek bir doz dlizeyine
cikmak gerektigi bildiriimistir. VPA baslangictan itibaren yiksek dozda uygulanirsa belirgin sedasyon,
somnolans ve hatta koma olusturabilir. ilacin sedasyon yapici etkisine karsin birkag haftada tolerans
gelistiginden dozun giderek yukseltimesi halinde s6z konusu etkiler genellikle onemli bir sorun
olusturmazlar (20).

VPA caligmalari gebelik sirasinda ilag alan kadinlarin bebeklerinde spina bifida insidansinin
arttigini gostermektedir. Stauntan ve arkadaslari, yaptiklari bir galismada tek basina VPA alan 31 gebe
kadindan 3’ Ginde spontan distk oldugu ve dogan bebeklerin 3 'lnde dismorfi, spina bifida, belirgin
immattrite ve diger malformasyonlar bulundugunu bildirilmistir (21). Valproik asit, farmakokinetik ve
toksik etkisi iyi bilinen, cogunlukla antiepileptik ajan olarak kullanilan ayni zamanda histon deasetilaz
enzim inhibitdriudir (22). Yapilarindaki mevcut aminoasit diziliminin gosterdigi bazik dzellikler nedeniyle
asidik karekterdeki DNA’ ya siki sekilde baglanan Histonlar hicrede DNA depolanmasini saglayan
proteinlerdir. Histonlarin asetilasyon ve deasetilasyon islemleri enzim kontrollinde (asetilaz, deasetilaz)
gerceklesen, protein sentezinde 0nem arz eden asamalardir. Histon deasetilaz enzim inhibitorleri
histonlarin asir  asetilasyonu sonucunda hicre siklusunun durdurulmasina ve apoptozisin

indiiklenmesine neden olarak hticre 6limine yol agmaktadir (23-24).

2.6. Folik Asit ile ilgili Farmakolojik Bilgiler

Adini Latince yaprak anlamina gelen “folium” dan alan folik asit, suda eriyen B grubu
vitaminlerden birisi olup, ilk olarak 1943 yilinda dogal besinlerden ayristirilmistir (25).

Kimyaca pteroylmonoglutamik asit (PteGlu1); iki halkali pteridin ekirdegi ile PABA’ dan olusan
pteroik asidin, glutamik asit ile yaptigi amid turevidir. Besinler iginde daha gok pteroylpoliglutamatlar
halinde bulunur. Bunlarin folik asitten farklari molekillerinde birden fazla glutamik asit igermeleridir.

En fazla bulundugu besinler, yesil yaprak seklindeki sebzeler, meyveler, karaciger, bobrek,
bira mayasl, et, balik, sit ve sutten yapilmig Urlnler. Isiya dayanikligi fazla degildir. Bayatlamis ve
dondurulmus besinlerdeki miktari zamanla azalir (26).

En énemli fizyolojik islevi tek karbon transferi reaksiyonlarinda koenzim roli oynamalaridir. Bu

ozellikleri nedeniyle DNA, RNA, aminoasit ve lipit sentezinde 6nemli rol oynarlar (25).
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Vicutta yeterli miktarda folik asit ve dolayisiyla terahidrofolat tiirevi koenzimler bulunmadigi
taktirde, bu durumda en fazla etkilenen hiicreler, bolinme ve yenilenme hizi en fazla olan hiicrelerdir.

Besinler iginde bulunanan ve folik asit igeriginin blylk bir kismini olusturan
pteroylpoliglutamatlarin oral alim sonrasi barsak epitel hicreleri apikal membraninda bulunan pteroyl -
gama - glutamilkarboksipeptidaz enzimi tarafindan glutamik asid rezidlleri kaybedilerek serbest folik
asit deriveleri olusturulur.

Duodenum ve jejenumun yukari kismindaki epitelyum hicrelerinde bulunan dihidrofolat
rediktaz enzimi ile metiltetrahidrofolat haline getirilerek dolagimla dokulara sunulur.

Plazmadaki folatin %80 kadari metiltetrahidrofolat seklinde kismen proteinlere baglanmig
olarak tasinir. Folat turevlerinin hicre iginde tutulmasi igin, degisik sayida glutamil residulerinin
molekile gama - peptit bagi ile baglanmasi sonucu poliglutamat sekline donmeleri esastir. Bu
ddnustmd folil - poli - gama - glutamat sentetaz enzimi katalize eder.

Eksiklik durumunda gunde U¢ defa 5 -10 mg, gebelerde artan gereksinimi karsilamak
maksadiyla dollenmeden en az dort hafta dnce 400 mikrogram/gun dozunda agizdan verilir.

Etil alkol ve fenitoin, bazen fenobarbital, pirimidon folik asidin barsak absorbsiyonunu azaltr.
Metotreksat ve daha zayif derecede olmak Uizere primetamin, trimetoprim, kotrimoksazol ve triamteren,

dihidrofolat redktazi inhibe ederek folik asidin viicutta etkin sekline donismesini engeller (26).

3. GEREG VE YONTEM

Bu calisma, Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma Fonu Saymanli§i tarafindan
2010-058 numarali proje ile desteklenmistir.

Calismamizda tavuk embriyolarinin devamliliinin saglanmasi ve istenilen saatlerde elde
edilmesi igin bolimumiz Tavuk Embriyosu deney laboratuvarinda bulunan kulugka makinesi kullanildi
(Sekil 3.1 B).

Agirliklari 65 £ 5 gr arasinda 150 adet beyaz Leghorn tipi, fertil ve gunlik SPF yumurtalar
kullanildi (Sekil 3.1 B). Bu 6zel patojen bulunmayan (SPF — specific patogen free) yumurtalar, Bornova
Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii Midiirligiine bagli SPF Unitesi / MANISA’ dan saglanmistrr.

Calismanin histopatolojik degerlendirme asamalari CBUTF Histolji ve Embriyoloji Anabilim Dali
laboratuarlarinda gergeklestirildi.

Elde edilen veriler, gruplar arasindaki farkliliklar Ki Kare (Chi-Square Test) ile analiz edildi.
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3.1. Gereg
3.1.1. Deney Hayvani

SPF; “listesi yapiimis patojenlerden arindiriimis hayvan; uygun kullanimi, spesifiye edilmis
antijenlerin yoklugunun o anda kullanilan testlerle dogrulanmasini gerektirir” olarak tanimlanmaktadir
(27).

Canli tavuk yumurtalarinin dogal gelisimi, embriyolojide olduk¢a geleneksellesmistir. Evcil
kimes hayvanlarindan elde edildikleri icin istenilen donemlere ait embriyolarin rahatlikla elde
edilebilmesi ve inklbasyon periyotlarinin kisa olmasi agisindan vertebralilarin, ézellikle memelilerin
gelisimi igin tavuk embriyosu ¢ok iyi bir model olmaktadir.

Deneysel arastirma konusu, insanda norilasyon oldugunda; tavuk embriyolari, insan
ndrilasyon paterni ile benzer 6zellikler gostermesi nedeniyle bu tip galismalarda tercih edilen bir denek
grubudur (28-31).

3.1.2. Laboratuar Kosullari

Bu deneysel ¢alisma icin tavuk embriyosu NTD modelleme ¢alismamizda Anabilim Dali Tavuk
Embriyolojisi Deney Laboratuarinda, asagidaki malzemeler kullaniimistir. inkiibatér, 150 adet giinlik —
beyaz - fertil, 65 + 5 gr agirhiginda SPF yumurta, blyiik cam kap, degisik boyutlarda petri kutulari, saat
camlari ve pensetler, doku makasi, gaz tampon, instlin enjektori, 10 cc ve 20 cc enjektor, flaster, steril

lateks eldiven, batikon, bisturi, lup, arastirilan etken maddenin istenilen dilisyon oraninin saglanmasi

icin hassas otomatik pipet ve elde edilen embriyolarin saklanmasi igin %4’ lik formol dolu cam sise ile
ependorf kaplari (Sekil 3.1).

Sekil 3.1: a. Baglica kullanilan malzemeler, b. inkiibatérde SPF yumurtalar, c. inkiibatorde galigmada kullanilan gruplara ait
etken madde diliisyon kaplari.
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3.1.3. inkiibator

Calismamizda Anabilim Dalimiz Tavuk Embriyolojisi Deney Laboratuarinda mevcut ve daha
onceki tavuk embriyo calismalarinda da kullanilmis olan, standardizasyonu yapilimis inkibator
kullanildi (Sekil 3.1 B - C). Bu inkiibatérin standardizasyonuna ait drnekler $ekil 3.2' de sunulmustur
(Sekil 3.2).

Sekil .2: Hamburger - Hamilton |n|flamaS|na gore cesitli evrelerdeki civcivler, a. 18. evre, b. 22 — 28. evreler, ¢. 35. evre,
d. 42. evre.

Bu inklbatérde, 37,2 + 0,1 °C sabit ortam sicakligini saglamak igin 60W guclinde toplam 3
adet ampul ve bunlarin kesintisiz gli¢c kaynagina takili oldugu elektrik bir devre ile bagl, hassas 0,5 °C
Istya duyarli, dijital ekran gostergeli ENKA marka termostat sensorl, ortam sicakligini homojenize
etmek igin bir fan, havalandirma deligi ile 50 adet kapasiteli yumurta kabi mevcuttur (Sekil 3.1 B).

3.2. Yontem

Calismamizda 150 adet Leghorn tipi, gunlik, beyaz tavuk yumurtasi kullanildi. 30’ ar denek
iceren 5 grupta calisma planlandi. A grubu (kontrol grubu, n: 30) olarak; B grubu (salin grubu, n:30)
olarak 0,2 ml serum fizyolojik (SF) enjekte edilen grup, C grubu (Valproik asit grubu, n: 30) olarak;
0,72 miligram / 0,2 mililitre valproik asit enjekte edilen grup, D grubu (Folik Asit grubu, n: 30) olarak;
0,342 mikrogram / 0,2 ml folik asit enjekte edilen grup, E grubu (Valproik Asit — Folik Asit grubu, n:

30) olarak; 0,72 miligram + 0,342 mikrogram / 0,2 ml valproik asit + folik asit enjekte edilen grup.
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Bu planlamada, valproik asitin ndbet onleyici terapdtik etki (minimum serum konsantrasyonu 40
miligram / 1000 mililitre, maksimum serum konsantrasyonu 200 miligram / 1000 mililitre) igin gerekli
olan ortalama serum konsantrasyonunun 120 miligram / 1000 mililitre pozolojisinin, folik asitin 400
mikrogram / giin dozu ve bunlarin ortalama 70 kg’ lik bir insanda oldugu géz dniinde bulundurularak,
65 £ 5 gr agirhgindaki yumurtaya uyarlandi. Calismada glnlik yumurta kullanilacagi igin, inkiibatérde
de 50 adet yumurta kapasitesi olmasi nedeni ile her grup icin ayri ayri ¢alisildi.

inkiibatér, istenen ideal ortam sicakligi olan 37,2 + 0,1 °C ve nem orani % 60 + 5 oluncaya
kadar 1 saat sUreyle bos olarak calistirildi. Daha sonra yumurtalar dikey dlzleme 45° ag! ile hepsi ayni
yonde yerlestirilerek galisma baslatildi. Her 2 saatte bir yumurtalarin hepsi sirayla ve hizla, bu dikey

duzlemdeki aglilari karsi yone 45° olacak sekilde cevrildi.

3.2.1. Tavuk Embriyolarina Etken Madde Enjeksiyonu (30’ncu Saat Galismasi)

Yumurtalar, 30’ncu saatin sonunda tek tek inklibatdrden ¢ikarilarak ¢alisma masasi Uzerinde
uygulama baslatildi. Daha dnceden hassas otomatik pipet yardimi ile yapilan dlgtimlerle gruplara gore
uygun dozajda hazirlanmis etken maddelere (SF, valproik asit, folik asit, valproik asit + folik asit) sahip
olan ve inkubatorde bekletilen solUsyonlar, insulin enjektorlerine cekildi. Kint kismi yukari gelecek
sekilde eqimli bir sekilde ele alinan yumurtalarin ekvatorlarina yakin bir kisimdan kiguk bir delik
acilarak lup altinda embriyo diski gértllinceye kadar hafifce genisletildi. Embriyo diskinin altina, 0,2 ml’
lik solUsyonlar instlin enjektort ile enjekte edildi. Bu asamada enjektorde hig hava kabarciginin
olmamasina ve tiim deneklere esit miktarda enjeksiyonlar yapilmasina 6zellikle dikkat edildi. Olasi bir
hava kabarcigl, embriyo diskini yumurtanin sarisindan ayirarak embriyonun beslenmesini
bozabilmektedir (bkz. Sekil 4.1 B). Yumurtanin kabugundaki agiklik, flaster ile sizdirmaz bir sekilde
kapatildi ve bu kisim asadi gelecek sekilde yine dikey duzlemde 45° agi ile inklbatordeki yumurta
kabina yerlestirildi (Sekil 3.1 B).

3.2.2. Tavuk Embriyolarinin Elde Edilmesi (72'nci Saat Caligmasi)
Yumurtalar, 72'nci saatin sonunda tek tek inklibatdrden cikarilarak galisma masasi Uzerinde

embriyolarin elde edilmesi islemine baslandi. Yine kint ucu yukarida ve egimli bir sekilde elde tutulan

yumurtanin kabugu dikkatlice kirllarak yumurtanin akindan bir miktar akitildi. iginde petri kabi ve saat
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cami bulunan, su ile doldurulmus byik cam kap igerisine yumurta sokuldu. Yumurtanin sarisinin polar
uclardaki salazlarin tutucu etkisi ile yumurta kabugunun kenarinda yaralanmamasina dikkat edilerek
suda yuzdirlldi. Petri kabina alinan yumurtanin sarisindaki embriyo diski vaskularizasyonu,
embriyonun buyUkligu ve kardiyak aktivitesi gdzlendi. Lup altinda doku makasi ile 360° lik gepegevre
bir kesim yapilarak embriyo diski yumurtanin sarisindan ayrildi. Su igerisinde yiizdUrllerek saat cami
uzerine alindi. Suyun kohezyon giictine dikkat edilerek saat cami yavasca kaptan ¢ikartildi. Elde edilen
embriyo, %4’ IUk formol dolu olan ve ayni gruba ait cam siselere konuldu (Sekil 3.3).

ekil 3.3: 72nci saat calismasi
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a. Tim calismanin sonunda gruplar %4 formol dolu b. Gruplar it calisma sonucu %4 c.Tek embrinun
cam siselerde. formol dolu saat camlarindaki makroskopik
embriyo gdriintlleri. gorintist.

3.2.3. Tavuk Embriyolarinin Isik Mikroskobik incelemesi

Elde edilen tim embriyolar, saat camlari Gzerine alinarak 11k mikroskobu altinda X10 blyitme

ile gelisimi ve noral tlp defekti agisindan, diger histopatolojik inceleme agamasindan dnce tarandi.

3.2.4. Histopatolojik Takip

TUm histopatolojik doku incelemesi asamalari, fakiltemiz Histoloji ve Ebriyoloji Anabilim Dali
laboratuvarlarinda yapildi.

3.2.4.1. Parafin Doku Takibi

Parafin doku takibine alinacak embriyolar elde edildikten sonra %4’luk formalin soltsyonu
icerisinde 24-48 saat tespit edildi. Fiksatiflerin uzaklastiriimasi amaci ile 5 dakika distile su ile yikand.
Dehidratasyon amaci ile 3’er dakika %50'den %100’e kadar artan etil alkol serilerinden gegirildi. %90'lik
alkolde embriyolarin parafin bloklar icinde ve kesit asamasinda gorundrliligini saglamak igin bir

damla eozin boyasi ilave edildi.
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Takip islemi sirasinda embriyolarin diseksiyon mikroskobunda makroskobik goruntileri incelendi.
Ardindan 2'ser dakika seffaflagtirma amaci ile iki degisim ksilene tabi tutuldu. 60 °C’lik etlv igerisinde
10 dakika ksilen-parafin uygulandiktan sonra bas-kuyruk dogrultulari belirlenerek dokular parafin
bloklar igerisine gomuldu. Bloklardan mikrotom araciligi ile 5y luk seri kesitler hem histokimyasal hem

de imminohistokimyasal inceleme amaci igin alindi (Tablo 3.1) .

Tablo 3.1: Parafin Doku Takibi

islem Madde Siire
Tespit %4 Formalin 24-48 saat
Fiksatifin Uzaklagtirimasi Distile su 5 dakika
Dehidratasyon %50 Etil Alkol 3 dakika
%60 Etil Alkol 3 dakika
%70 Etil Alkol 3 dakika
%80 Etil Alkol 3 dakika
%90 Etil Alkol + eosin 3 dakika
%100 Etil Alkol 3 dakika
%100 Etil Alkol 3 dakika
Seffaflastirma Ksilen 2 dakika
Ksilen 2 dakika
Emdirme 60 °C Etilivde Ksilen-Parafin 10 dakika
Goémme Parafin

3.2.4.2. Hematoksilen — Eozin Boyamasi

Kesitler, deparafinizasyon islemi igin 1 gece 60 C° lik etlvde birakildiktan sonra, 30’ar dakika
2 degisim ksilene tabi tutuldu. Ardindan rehidratasyon islemi igin %95'den %60’a azalan alkol
serilerinden gegirilen kesitler 5 dakika akar su altinda yikandi. Hematoksilen (01562E, Surgipath,
Bretton) ile 2 dakika boyandiktan sonra boyanin fazlasinin dokudan uzaklastiriimasi icin 5 dakika akar
suda yikandi. Diferansiyasyon igin 2 - 3 saniye asit alkol’ de tutulup 30 saniye eozin (01602, Surgipath,
Bretton) boyasi ile boyandi ve akar su altinda 5 dakika yikandi. Daha sonra %80 ve %95'lik alkol
serilerinden gegirilip seffaflastirma amaci ile 30’ar dakika iki degisim ksilende tutuldu ve entellan (UN
1866, Merck ) ile kapatildi (Tablo 3.2)
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Tablo 3.2: Hematoksilen-Eozin Boyamasi

islem Madde Siire
Deparafinizasyon 60 °C Etlivde 1 gece
Deparafinizasyon Ksilen 30 dakika
Ksilen 30 dakika
Rehidratasyon %95 Alkol 2 dakika
%80 Alkol 2 dakika
%70 Alkol 2 dakika
%60 Alkol 2 dakika
Yikama Akar Su 5 dakika
Boyama Hematoksilen 2 dakika
Yikama Akar Su 5 dakika
Diferansiyasyon Asit Alkol 2-3 saniye
Boyama Eosin 1 dakika
Yikama Akar Su 5 dakika
%80 Alkol 1dakika
%95 Alkol 1dakika
Seffaflagtirma Ksilen 1 saat
Kapatma Entellan

3.2.4.3. indirekt immiinohistokimya Boyamasi

72. saatlerde alinan embriyolarin 5y’'luk seri parafin kesitleri, immunohistokimyasal boyama igin
bir gece 60 °C’ lik etuvde tutulduktan sonra 30" ar dakika iki degisim ksilen ile seffaflastirma iglemi
gerceklestirildi. Ardindan %95 'ten %60’ a azalan derecede alkol serileri ile rehidratasyon saglanarak
distile suda 5 dakika bekletildi. immunohistokimya kalemi ile (PAP pen, K039, DBS) ile sinirlandirilan
%0.5'lik tripsin (T 7168, Sigma) solusyonu iginde 37 °C’ de 10 dakika tutulan kesitlere, doku endojen
peroksidazini inhibe etmek amaci ile 5 dakika %3'lik H202 uygulandi (K-033, DBS). 3 defa 5 er dakika
fosfat tampon solusyonu (PBS: Posphate Buffered Saline, P-4417, Sigma) ile yikanan kesitler, 1 saat
bloklama solusyonu (Blocking solution 85-9043, Zymed) ile muamele edildi. Bloklama solusyonu
dokudan uzaklastirildiktan sonra primer antikorlar anti-bcl-2, anti-p53 ve anti-kaspaz-3 ile bir gece +4
°C de inkiibe edildi. Ertesi giin tampon solusyonu ile 3 defa yikanan kesitler biotinlenmis anti-mouse ve
anti-rabbit, conjugated streptavidin-horsedish peroxidase sollsyonlari ile (SensiTek HRP Anti-
Polyvalent sekonder kit) 30 'ar dakika boyandi. Yine 3 defa 5" er dakika PBS tampon solusyonu ile
yikanan kesitler olusturulan immunohistokimyasal reaksiyonun gortnGrlGguni saptamak amaci ile
diaminobenzidine (DAB) (1718096, Roche) ile 5 dakika boyandi. Mayer's hematoksilen (UN-2810,
JTBaker ) ile artalan boyamasi saglandiktan sonra distile su ile 10 dakika yikanan kesitler %80 ve
90'lik alkol serilerinden 1’er dakika gegirildi. Ksilende 30 dakika bekletilip kapatma mediyumu ile (SCY
AML030) ile kapatildi (Tablo 3.3).
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Tablo 3.3: indirekt immiinohistokimya Boyamasi

islem Madde Siire
Deparafinizasyon 60 °C etiivde 1 gece
Deparafinizasyon Ksilen 30 dakika
Ksilen 30 dakika
Rehidratasyon %95 Alkol 2dakika
%80 Alkol 2dakika
%70 Alkol 2dakika
%60 Alkol 2dakika
Yikama Distile Su 10dakika
Dokularin etrafini gizme Dakopen
Yikama PBS 3X5 dakika
%3'llk hidrojen peroksit 5 dakika
Yikama PBS 3X5 dakika
Bloklama Blok solusyonu 1 saat
Primer antikor inkiibasyonu 1 gece 4° Cde
Yikama PBS 3X5 dakika
ikincil antikor inkiibasyon Biotin 30 dakika
Streptavidin 30 dakika
Yikama PBS 3X5 dakika
Boyama DAB 5 dakika
Yikama Distile su 10 dakika
Zit Boyama Mayer Hemotoksilen 5 dakika
Yikama PBS 3X5 dakika
Kapatma Kapatma mediumu

3.2.4.4. TUNEL Boyamasi

Bu teknik icin TACS 2 Tdt-DAB In situ Apoptosis Detection kiti (Calbiochem, Apoptag)
kullanildi. Kesitler boyama icin bir gece 60 °C’ lik etiivde tutulduktan sonra, 30" ar dakika iki degisim
ksilen ile seffaflastirma islemi gergeklestirildi. Ardindan azalan derecede alkol serileri ile rehidratasyon
saglanarak distile suda 5 dakika ve PBS de 10 dakika yikandi. Proteinaz K sollsyonu ile 30 dakika oda
sicakhginda bekletilen kesitler, 3 defa 5 er dakika tampon solusyonu ile yikandi. Equilibration
sollsyonu ile 10 dakika inkibe edilen kesitler daha sonra yikama iglemi yapilmadan Tdt-enzim
sollisyonu ile 37 °C’ de 1 saat inklibe edilen drnekler bir kez 5 dakika stop-wash tampon soliisyonu ile
yikand!. Distile su ile 2 defa yikanan kesitler stretavidin HRP solusyonu ile 10 dakika oda sicakliinda
inklibe edildi. PBS sollisyonu ile 2 defa yikanan kesitler TUNEL reaksiyonunun gorinurligan
saptamak amaciyla diaminobenzidine (DAB) ile boyandi. Distile su ile yikandiktan sonra Mayers’s
Hematoksilen ile 5 dakika boyandiktan sonra kesitler distile su ile 10 dakika yikandi. Kesitler daha
sonra %80 ve %95'lik alkollerde dehidratasyon ve 30 dakika ksilen ile seffaflastirma isleminden sonra
entellan ile kapatildi (Tablo 3.4).
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Tablo 3.4: TUNEL boyamasi

Islem Madde Siire
Deparafinizasyon 60°C etilvde 1 gece
Deparafinizasyon Ksilen 30 dakika
Ksilen 30 dakika
Rehidratasyon % 95 alkol 2 dakika
% 80 alkol 2 dakika
% 70 alkol 2 dakika
% 60 alkol 2 dakika
Yikama Distile su 10 dakika
Dokularin etrafini gizme Dakopen
Yikama PBS 3x5 dakika
Proteinaz K soliisyonu 30 dakika
Yikama Distile su 3x5 dakika
Tamponlama Equilibration sollisyonu 10 dk
Tdt Labelling sollisyonu 5dk
Tdt Enzim solusyonu 37°De 1 saat
Stop-wash solusyonu 5 dakika
Yikama Distile su 3x5 dakika
Streptavidin HRP 10 dakika
Yikama PBS 3x5 dakika
Boyama DAB boyasi 10 dakika
Yikama Distile su 10 dakika
Zit boyama Mayres’s Hematoksilen 5 dakika
Rehidratasyon
Kapama

3.2.4.5. inmunohistokimyasal Degerlendirme
Farkll zamanlarda iki farkli arastirmaci tarafindan incelenen kesitler, DAB kromojenin
kahverengi boyanma siddetine gore immunoreaktivite siddeti negatif (-), zayif (+), orta (++) ve kuvvetli

pozitif (+++) olarak degerlendirildi.

3.2.5. Istatistiksel Analiz
Gruplar arasindaki farkliliklar KiKare (Chi-Square) Test ile test edildi. Néral Tip Defekti ve
mortalite, somit sayilari agisindan karsilastirildiginda Valproik asit grubu ve diger dort grup arasindaki

fark istatistiksel olarak (P<0,005) anlamli bulunmustur.

4. BULGULAR
4.1. Makroskopik Bulgular

Servisimiz Tavuk Embriyoloji Laboratuarinda gerceklestirilen bu deneysel arastirma 30’uncu
saat galismalarinda, daha 6nceden hazirladigimiz kontrol ve diger denek gruplari igin SF, valproik asit,
folik asit, valproik asit + folik asit etken maddelerinden yine 6nceden tarif edildigi gibi uygun teknikle
embriyo diski altina 0,2 ml’ lik enjeksiyonlar yapildi. inkiibatére her grup igin otuzar adet yumurta

kondu.
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Tablo 4.1: Gruplara gére denekler.

Gruplar Calisilan Mortal Gelisme Normal
Denek Embriyo Geriligi Olan Geligimini
Sayisi Sayisi Embriyo Tamamlayan
(NTD +) Sayisi Embriyo Sayisi
(v) (2)
(n) (x)
A
Kontrol 30 0 0 30
B
Salin 30 0 0 30
c
Valproik Asit 30 8 12 10
D
Folik Asit 30 0 0 30
E
Valproik 30 0 8 22
Asit+Folik Asit
Toplam 150 8 20 122

72'nci saat calismasinda ise; Tum gruplar ayri ayri calisildi (Tablo:4.1). Makroskopik
degerlendirmede, A, B ve D grubundaki embriyolarin gelisimlerinin genel olarak iyi oldugu ve lup
altindaki incelemede de evre 18 ile uyumlu olduklari saptandi. Ancak C grubunda n ( Deneye katilan
toplam embriyo sayisi ) : 30 adetten, 8 tanesinde mortalite gelistigi ( x = Vm = valproat mortal embriyo
sayist: 8 ), tim mortal embriyolarda NTD mevcut idi, 12 tanesinde ise gelisme geriligi ( y = Vgg =
valproat gelisme geriligi olan embriyo sayisi: 12 ) oldugu saptandi. E grubunda n ( Deneye katilan
toplam embriyo sayisi ) : 30 adetten higbirinde mortalite gelismedigi ( x = VFm = valproat-folat mortal
embriyo sayisi: 0 ), 8 tanesinde ise gelisme geriligi ( y = VFgg = valprot-folat gelisme geriligi olan
embriyo sayisi: 8 ) oldugu saptandi. Tabloda verilen denek sayilarindaki embriyonel gelisimin somit
sayilari agisindan dagilimi tablo 4.2 de gdsterilmistir. Somit sayilari agisindan da degerlendirildiginde
valproik asit verilen grubun somit sayilari ile valproik asit+folik asit grubunun somit sayilari

karsilastirildiginda anlamli derecede farkli oldugu goriilmektedir.
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Tablo 4.2: Denek sayilarindaki embriyonel gelisimin somit sayilari agisindan dagilimi.

Grup A Grup B Grup C Grup D Grup E

Kontrol Somit Sgrum ) Somit Va]proik Somit Folik asit Somit | Folik +. Somit
Sayisi | Fizyolojik Sayisi | Asit Sayis! Sayisi | Valproik Sayisi

K 40 SF 42 \Y 13 F 43 FV 36
K 41 SF 41 \Y 11 F 41 FV 37
K 43 SF 43 v 14 F 43 FV 35
K 42 SF 42 v 10 F 42 FV 35
K 40 SF 40 v 14 F 40 FV 37
K 41 SF 41 \Y 12 F 41 FV 36
K 42 SF 42 V 11 F 42 FV 36
K 43 SF 43 V 13 F 43 FV 35
K 42 SF 42 V 29 F 42 FV 42
K 42 SF 42 \Y 30 F 42 FV 42
K 40 SF 43 \Y 30 F 43 FV 43
K 41 SF 41 V 32 F 41 FV 41
K 43 SF 43 V 33 F 41 FV 43
K 42 SF 42 V 32 F 42 FV 42
K 40 SF 40 \Y 33 F 40 FV 40
K 41 SF 43 \Y 31 F 43 FV 43
K 42 SF 42 V 32 F 42 FV 42
K 43 SF 43 V 30 F 43 FV 43
K 42 SF 42 \Y 30 F 42 FV 42
K 42 SF 41 \Y 30 F 41 FV 41
K 40 SF 40 \Y 37 F 43 FV 40
K 41 SF 41 V 36 F 41 FV 41
K 43 SF 43 \Y 36 F 43 FV 43
K 42 SF 42 \Y 35 F 42 FV 42
K 40 SF 41 \Y 36 F 41 FV 41
K 41 SF 41 \Y 37 F 41 FV 41
K 42 SF 42 V 35 F 42 FV 42
K 43 SF 43 \Y 35 F 43 FV 43
K 42 SF 42 \Y 37 F 42 FV 42
K 42 SF 40 \Y 36 F 41 FV 40

4.2. Embriyonun Biitiiniiniin Isik Mikroskobu Altinda incelenmesi

Elde edilen tim embriyolar histopatolojik inceleme asamasi dncesinde, saat camlari tzerine
alinarak 151k mikroskobu altinda X10 buydtme ile gelisimi ve noral tiip defekti agisindan tarandi. Bu
mikroskopik ¢alismamizda A,B ve D gruplarinin higbir embriyosunda mortalite, gelisme geriligi ve NTD
saptanmadi (Sekil 4.1).

33



Mezensefalon

Sekil 4.1: 72 saatlik normal gelisimini tamamlamig embriyoda i1k mikroskopik gérintim.

C grubunda:

V m ( Valproik asit mortal = x ): 10 - 14 somitli 30. saat ve sonraki 1-2 saat i¢inde 6len embriyo
sayisi 8 adet. Hepsinde de NTD gdzlendi (Sekil 4.2.a).

V gg ( Valproik asit gelisme geriligi = y ): 72. saatte olmayan fakat 48. saate kadar ve bir miktar
50 - 55. saate kadar, 30 > < 72 embriyo sayisI 12 adet. Fakat hig birinde NTD saptanmamistir (Sekil
4.2.b).

Sekil 4.2a: V molan eEnbriyoda Sekil 4.2b:V gg olan embriyoda

IStk mikroskobik gérindm. IStk mikroskopik gérindim.
E grubunda:

VF m (Valproik asit + Folik asit mortal = x ): 0

VF gg (Valproik asit + Folik asit gelisme geriligi = y ): 72. saatte olmayan fakat 48. saate kadar
ve bir miktar 50 - 55. saate kadar, 30 > < 72 embriyo sayisi 8 adet. Fakat hi¢ birinde NTD
saptanmamistir (Sekil 4.3).

ol

Sekil 4.3: VF g olan embrioda 1Stk mikroskopik gérintim.
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4.3. Histopatolojik Bulgular

4.3.1. Hematoksilen — Eozin Boyama Bulgulari:

Tiim embriyolardan kuyruk kismindan baglayarak seri kesitler alindi. incelemeler bas, gévde
ve kuyruk kismindan gegen kesitler tzerinde yapildi.

Valporik asit uygulanan gruptan alinan kesitlerde valporik asit uygulamasi sonrasinda 6len
embriyolarda, embriyolarin embriyonik gelisim evresinden daha geride oldugu ve ¢zellikle de néral
tipln aglk oldugu gozlendi. Bununla beraber mezodermal gelisiminde geri oldugu yer yer somitlerin
gozlenmedigi saptand.

Valporik asit uygulandiktan sonra defekt saptanan grupta, embriyonik gelisimin geri oldugu,
noral tlpun kapanmasi ile birlikte cilt ektoderminin gelismedigi ve ylzeyel ektodermin néral tipi
kapatacak sekilde devam etmedigi gozlendi.

Valproik asit uygulanan ve gelisim geriligi saptanan embriyolarda, embriyonik gelisimin normal
gelisim evresine gore daha geri oldugu, néral tipln kapali oldugu fakat kapanma sirasinda her iki
taraftaki ndroektoderm tabakasinin kalinli§inin ayni olmadigi, bununla beraber néral tlip kapanmasinin
uca dogru incelen bir sekilde (armut seklinde) oldudu izlenmesi (zerine bu tir embriyolarda da
kapanmanin olmasi yanisira defektif olarak kapandigi izlendi.

Valporik asit ile birlikte folik asit uygulanan grupta, embriyolarin embriyonik gelisim evresine
uyumlu oldugu, néral tliplin normal olarak kapandigi, ndroektoderm hiicre tabakasinin her iki tarafta
esit oldugu ve yuzey ektodermin noral tup Uzerini orttlgu, noral krest hicrelerinin de varligi saptandi.
Bununla beraber somitlerin ileri gelisimlerini sagladiklari ve dermatom, miyotom ve sklerotoma
farklilastiklari izlendi.

Folik asit uygulanan grupta ise embriyolarin normal embriyonik gelisim evresine uygun olarak
gelistigi, noral tlpln kapali oldugu, bununla beraber somitlerin ileri gelisimlerini sagladiklari ve

dermatom, miyotom ve sklerotoma farklilastiklari gozlendi (Tablo 4.3).
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Tablo 4.3: 72. saatlerdeki tim gruplara ait kesitlerde hematoksilen eozin incelemesi gdrtntleri. X200.

HE

72. Saat

Vm

Gelisim evresinden daha geride, néral tiiplin agik
oldugu gdzlenen, beraberinde mezodermal gelisimin
de geri kaldigi, yer yer somitlerin olusmadig
saptanan valproat mortal 72. saat embriyonun HE
boyanmis kesit gorints.

Vd

Vgg

i

Folik

Embriyonel gelisimin geri oldugu ve ndral tlipin
kapanmasi ile birlikte cilt ektoderminin gelismedigi ve
yiizeyel ektodermin néral tlipli kapatacak sekilde
devam etti§i gdzlenen valproat defektif 72. saat
embriyonun HE boyama kesit gérintisu.

Gelisim evresinden daha geride,néral tiipiin kapali
oldugu fakat kapanma sirasinda her iki taraftaki
ndroektoderm tabakasinin kalinliginin ayni olmadig,
bununla beraber néral tip kapanmasinin uca dogru
incelen bir sekilde (armut seklinde) oldugu defektif
kapanmanin izlendigi valprot gelisme geriligi olan 72.

saat embriyonun HE boyama kesit gorintist.

Embriyonik gelisim evresi ile uyumlu, ndral tipin
normal olarak kapandigi, néroektoderm hiicre
tabakasi her iki tarafta esit gbzlenen ve ylizey
ektodermin néral tip Uzerini OrttGgd, ndral krest
hicrelerinin de varli§i saptanan, somitlerin ileri
gelisimlerini sagladiklari valproat-folat uygulanan 72.
saat embriyonun HE boyama kesit gorintisti.

Embriyonik gelisim evresi ile uyumlu, ndral tliptn
kapall oldugu, beraberinde somitlerin ileri gelisimini
tamamladigi gézlenen folik asit uygulanmig 72. saat
embriyonun HE boyama kesit goriintisu.

36




4.3.2. TUNEL Sonuglart:

Tavuk embriyolarinin 72. saatte tim gruplardan alinan orneklerinde, Vm grubunda noral tipun
aclk oldugu alanlarda néroektoderm hiicrelerinde ve mezensimal hiicrelerde TUNEL pozitif hiicrelerin
oldugu izlendi. Vd ve Vf gurubunda noral tipun kapal oldugu ve TUNEL pozitif hiicrelerin ise sadece
mezensimal hicrelerde tek tlk pozitif oldugu saptandi. Vgg grubunda noral tliplin kapali olmasina
ragmen, kapanma sirasinda defekt oldugu izlenen alanlarda mezensimal hicrelerde gok sayida
TUNEL hucreye rastlanir iken, ndroektoderm hiicrelerinde TUNEL pozitif hiicrelere rastlanmadi. Folik
asit uygulanan grupta ise noral tipin kapali oldugu, néroektoderm hucrelerinin normal yapida oldugu
ve mezensimal hlcrelerde yer yer tek tik TUNEL pozitif hicreye rastlandi. Vd, Vf ve Folik asit
gruplarinda mezensimal alanlarda gozlenen az sayidaki TUNEL pozitif hiicrelerin normal embriyolojik
gelisim sirasinda beklenen apoptotik hicreler oldugu dusundldd. Bununla beraber Vgg grubunda
embriyolarda gozlenen gelisim geriligine bagli mezensimal hicrelerde TUNEL pozitif hicrelerin
sayisinin arttigi, mortalite saptanan ve néral tlpin agik oldugu embriyolarda ise TUNEL pozitif
hiucrelerin noroektodermde de gozlendigi izlenmesi Uzerine, valporik asitin bazi embriyolarda hem
gelisim geriligi hem de mortalite ile sonuglanan embriyolarda apoptotik mekanizmalarin tetiklendigi
disglnaldd (Tablo 4.4).
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Tablo 4.4: 72. saatlerdeki tlim gruplara ait kesitlerde TUNEL boyamasi ile apoptotik hiicrelerin incelemesi. X400.

TUNEL

72. Saat

Vm

Néral tlipln agik oldugu alanlarda néroektoderm
hicrelerinde ve mezensimal hiicrelerde TUNEL pozitif
hiicrelerin izlendigi valproat mortal 72. saat
embriyonun TUNEL boyama kesit goruntisti.

Vd

Noral tlipun kapali oldugu ve TUNEL pozitif hiicrelerin
ise sadece mezensimal hiicrelerde tek tlk pozitif
oldugu saptanan valproat defektif 72. saat embriyonun
TUNEL boyama kesit gorintisi.

Vgg

Noral tipin kapall olmasina ragmen, kapanma
sirasinda defekt oldugu izlenen alanlarda mezengimal
hiicrelerde ¢ok sayida TUNEL hiicreye rastlanir iken,
noroektoderm hiicrelerinde TUNEL pozitif hiicrelere
rastlaniimayan valproat gelisme geriligi olan 72. saat
embriyonun TUNEL boyama kesit gorintisti.

Vf

Folik

Noral tlipiin kapali oldugu ve TUNEL pozitif hiicrelerin
ise sadece mezensimal hiicrelerde tek tik pozitif
oldugu saptanan valproat-folat uygulanan 72. saat
embriyonun TUNEL boyama kesit gérintisu.

Néral tlipln kapali oldugu, néroektoderm hiicrelerinin
normal yapida gézlendigi ve mezengimal hlcrelerde
yer yer tek tik TUNEL pozitif hiicreye rastlanan folik

asit uygulanan 72. saat embriyonun TUNEL boyama
kesit gorintusu.
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4.3.3.immiinohistokimyasal Boyama sonuglari:

Tavuk embriyolarinin 72. saatteki incelemesi sonucunda Bcl-2 immunoreaktivitesinin vgg
disindaki tim gruplarda negatif oldugu gozlendi. Vgg grubunda néroektodem ylzeyinde bulunan
ektoderm hiicrelerinde zayif siddette pozitif immunorekativitenin gézlenmesi, néral tlpln kapanmasi bir
sekilde saglanmis ki kapanma normal olarak gdzlenmemektedir. Bu nedenle embriyoda canli kalma
sinyalinin en onemli faktdrlerinden olan Bcl-2 ninde ekspreyonundaki hafifte olsa artis ile buradaki
apoptotik mekanizmalarin durdurulmaya ¢aligildigr dustnuldu.

P53 immunoreaktivitesi ise tim gruplarda negatif olarak saptandi. Buda valporik asitin
uygulanmasi ile tetiklenen apoptotik mekanzimalarda p53 yolagi tzerinden olmadigini digtindlrdd.

Caspaz 3 immunoreaktivitesi tim gruplarda pozitif olarak saptanir iken, vm grubunda
immunoreaktivitenin hem noroektoderm, hem de mezensimal hicrelerde kuvvetli pozitif (+++) oldugu
saptandi. Vgg grubunda ise immunoreaktivitenin orta siddette (++), Vd grubunda zayif siddette (+), Vf
grubunda ise yer yer zayif siddette iken (+), yer yer ¢ok zayif siddette (+/-) oldugu izlendi. Folik asit
grubunda kaspaz 3 immunoreaktivitesinin ¢ok zayif siddette (+/) oldugu saptandi (Tablo 4.5).

Bu sonuglar gostermektedir ki, noral tipun acik kaldigi ve gelisimin geri oldugu embriyolarda
TUNEL pozitif hcrelerin pozitifligi ile birlikte kaspaz 3 immunoreaktivitesinin de arttigi ve apoptotik
mekenizmalarin tetiklendigi, bununla beraber noral tlpun hatali da olsa kapali oldugu vgg veya
tamamamen kapali oldugu vd, vf ve folik asit gruplarinda ise TUNEL pozitif hiicrelerdeki azalma ile
birlikte caspaz 3 immunoreaktivitesinin de azaldigi gozlenmesi Uzerine, embriyonik gelisim sirasinda
normale yakin gelisim gorilmesi ile birlikte normal apoptotik mekanizmalar galisir iken, defetkle birlikte

apoptotik mekanizmalarin da tetiklenmesi hticre dlimlerinin artigina neden olmustur.
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Tablo 4.5: 72.

saateki tim gruplara ait immiinohistokimyasal incelemesi gorintlleri.

Immunohistokimya | Bcl-2 P53
Embriyoda canli kalma sinyalinin en immunoreakiivitesi tiim gruplarda
6nemli faktorlerinden olan Bcl-2 negatif olarak saptand. Buda
immunoreaktivitesinin vgg disindaki valporik asitin uygulanrﬁam e
tim gruplarda negatif oldugu gozlendi. | (atikienen apoptotik
mekanzimalarin p53 yolag
lzerinden olmadigini diistindirdd.
Vm
Vd
Vgg
Vf
Folik asit

Caspaz 3

Noral tipln aglk kaldi§i ve gelisimin
geri oldugu embriyolarda kaspaz 3
immunoreaktivitesi artmis, apoptotik
mekenizmalar tetiklenmistir, bununla
beraber néral tliplin hatali da olsa
kapali oldugu vgg veya tamamamen
kapali oldugu vd, vf ve folik asit
gruplarindaki embriyolarda ise
caspaz 3 immunoreaktivitesi
azalmis, apoptozis mekanizmalari
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4.4, istatistiksel Degerlendirme

Calismamizdaki denekler Tablo 4.1'de &ézetlenmistir (Tablo 4.1). AB ,D ve E gruplarinda
NTD'ne rastlanmadi. Dolayisiyla A, B, D ve E gruplarinin istatistiksel olarak karsilastiriimasina gerek
yoktu. C grubunda 8 denekte (%26) NTD oldugu histopatolojik olarak saptandi. C grubunun diger tim
gruplar ile yapilan kikare (Chi-Square) karsilastiriimali analizinde p degeri < 0,005 olarak saptand.

Noéral Tup Defekti ve mortalite agisindan karsilastiriidiginda C grubu ile diger A,B,D ve E

gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak (p<0,005) anlamli bulunmustur. (Tablo 4.5).

Tablo 4.5: Gruplarin istatistiksel analiz sonug tablosu.

NORAL TUP DEFEKTI TOPLAM ISTATISTIKSEL ANALIZ
GRUPLAR (p degeri) [Gruplar]
() ()
A 0 30 30
B 0 30 30
c 8 22 30
D 0 30 30
E 0 30 30
TOPLAM 8 142 150 P<0,005[A-B-C-D -E]
5. TARTISMA

Anormal ndrilasyon asamasi sonucu olusan NTD’leri, embriyonal veya fetal donemde 6limle
sonuglanabildigi gibi, dogum sonrasi donemde medikal, finansal ve sosyal icerikli sorunlari da
beraberinde barindiran, uzun slreli rehabilitasyon ihtiyaci gdsteren konjenital malformasyonlardir.
Spina Bifida’ dan Anensefali'ye kadar her hangi bir kapanma defekti asamasinda incelenen NTD’ leri,
ABD istatistik verilerine gére  1/1000 sikiginda goriimektedir (30). “Tirkiye’de Konjenital
Malformasyon Sikhdi, Dagilimi, Risk Faktorleri ve Yeni doganlarin Antropometrik Degerlendirmesi
Arastirmasi-1993“ sonucunda Ulkemizde 3/1000 sikhginda gérlldigi saptanmis ve NTD' nin
Tlrkiye'de sik gortlen konjenital anomaliler oldugu belirtilmistir. (32)
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NTD modeli olusturma yontemleri arasinda; memeli, avian, amfibiler ve bilgisayar
modellemeleri olusturma secgenekleri sayilabilir. Bu oOrneklerinin birbirlerine gore avantaj ve
dezavantajlari s6z konusudur. Memeli modellemeleri olan rat ve fareler daha karmasik ve uzun streli
calisma gerektirirken, avian ve amfibilerdeki modellemeler ise daha kolay ve pratik yontemlerdir. Erken
dénem tavuk embriyosu modellemesi (ilk 48 saat) memelilerde embriyonel gelisimin ilk ayina uyan ve
kimyasallarin embriyonel gelisim tzerine etkilerinin incelendigi uygun bir modelleme 6rnegidir (28).

Deneysel modelleme calismalari 6ncelikle “in vivo” ve “in vitro” olarak yapilmaktadir. Olasi
teratojenite  nedenlerinin  arastinimasinda farkli  faktorlerin - mevcut olmasi anlasilabilirligi
zorlastirabilmektedir. Bu faktorlerden bir tanesi de in vitro ¢aligmalarin in vivo metabolizma ile her
kosulda uyum saglamamasidir. Ornegin; Kao ve arkadaslari, valproik asiti es zamanli hem in vivo fare
embriyolarinda hem de in vitro kultlr ortaminda caligsmiglardir (33, 34). Calisma sonucunda her iki
grupta da benzer veriler elde edilmigtir.

Embriyonel farklilagmanin kritik basamaklarinda maruz kalinan kimyasal ajanlar organizmada
gelisim kusurlarina yol agmaktadir (14, 28, 35-43). Bu basamaklar, hamileligin ik otuz gununde
gastrulasyon olarak bilinen ve insanda embriyonun blastokist haline gectigi, endometriuma
implantasyonunun gerceklesmesi ile baglayan (7 — 8. gunler) 2. hafta sonuna dogru birbirini izleyen iki
evreden olusur. Bu peryot, G¢ germ yapradinin farklilasmasi sonucu dokularin organlari olusturmak
uzere gelistigi kritik donemdir.

Embriyodaki defektlerin olusum mekanizmalarini anlayabilmek maksadiyla nérilasyon ile ilgili
bazi konular agiklanmalidir. NorUlasyon ektoderm, mezoderm ve endoderm denilen U¢ germ
yapraginin olustugu gastrulasyon evresinin onemli olaylarindandir. Nortlasyon, noral dizlemde
mevcut noroepitelyal hicreledeki degisikliklerden, hem de bu dizlemi gevreleyen hlcre gruplarinin
yapisal ve bulunduklari konumsal degisikliklerinden etkilenmektedir (44). Noroepitelyal hicreler bu
basamaklar icerisinde yapisal farkliliklar meydana getirirken, bir yandan da gogalmaya devam ederler
(45). Bu dinamiklerin ve gevresel faktorlerin meydana getirdigi etkilerle konumsal degisikliklere ugrar ve
hem transvers hem de kraniokaudal diizlemde yeniden sekillenirler (44, 46, 47). iki farkli yonde
bulunan yerlesim degisikliklerine etkiyen faktorler de farklidir. Noral planin kapanmasi igin gerekli ilk

basamak katlanma asamasidir. Bu esnada hiicrelerin bazal ylzlerinde kalinlagma, gaplarinda daralma
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ve uzunluklarinda artma gibi degisiklikler olusur (44, 48-50). Yine bu asamada hicreler, uygun olan
konum degisikliklerini gerceklestirirler. Katlanma basamaginda noroepitelyal hiicrelere has degisiklikler
ve etkilesmeleri 6nem arzettigi gibi ¢evre ektoderm, ekstraselliiler matriks, notokord gibi dis faktorler de
gereklidir. Ozellikle mentese yerleri olarak bilinen bélgelerde bu diizenlemeler ve etkilesmeler daha da
belirgin olarak gozlenir. Hucre disi ortam, hem hidrostatik icerik, hem de hcreler arasi etkilesimlere
neden olarak katlanma ve oluklanmaya katkida bulunur. Katlanma ve oluklanmadan sonra karsi
karsiya gelen hicrelerin birbirlerini taniyip yapismasi asamalari ile kapanma gergeklesir ve néral tlp
olusur. Kapanma olayi hlcre ylzeyindeki glikokonjugatlarin eslesmeleri ile gergeklesir (50). Avianlar
(kanatlilar) daki norilasyon asamalari da diger canlilarla benzer 6zellikte iki asamada incelenebilir.
Primer ndrilasyonda beynin timi ve spinal kordun Ust lumbosakral seviyelerine kadar ki néral yapilar
olusur. Kaudal néroporun kapanmasi ile birlikte sekonder norilasyon gelisir. Bu donemde de spinal
kordun en ug bolimleri meydana gelir. Kuyruk tomurcugu ile ilgli néroepitelyal hiicre gruplarinin ortaya
clkmasi ve kanal gelistirecek sekilde yapi degistirmesi bu asamada meydana gelen 6nemli olaylardir
(51).

Genel anlamda genetik faktorler (trizomi 13, 18, 21), cografi Ozellikler, annenin yasi ve
sosyoekonomik duzeyi, cinko ve folat metabolizmasi ile ilgili rahatsizliklar, kontrolsliz diabet, ilk
trimesterde anne vicut 1sisinin yiksek olmasi, annenin alkol kullanim oykusu ve valproik asitin toksik
etkileri noral tlpln acik kalmasinda baslica nedenler arasinda bilinmektedir (35, 36, 52, 53).

Erken dénem tavuk embriyolarinda, sitokalazinler, ionofor A23187, papaverin, diazepam,
verapamil, kafein, etanol, metotreksat ve aminopterin gibi folat antagonistleri, fenitoin ve valproik asit
gibi antiepileptikler ve lokal anestetiklerin, yiuksek dozda kullanildiginda meloksikam gibi analjezik
antienflamatuarlarin, TGF-B inhibitdr ve Aktivator Sistemindeki eksikliklerin (Smad’s Proteinleri) néral
tip kapanma defektlerine neden olduklari deneysel ¢alismalarla gosterilmistir (28-31, 33, 39-42, 51,
54-61).

Lee ve ark., 500 pg/ml kafein maddesinin erken donem tavuk embriyolarinda NTD gelisme
sikigini belirgin sekilde arttirdigini belirtmiglerdir (42).

Yine Lee ve ark., lokal anestetiklerle tavuk embriyosunda bulunan néral katlantilarin
artmasinda nedenin, organizasyonda ve néroepitelyal hiicrelerdeki mikroflamanlarin kalsiyuma bagli

fonksiyonlarinda kesintiye ugramasi sonucu olustugunu bildirmislerdir (62).
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Nagele ve ark., 400 pg/ml diazepam dozu ile in vitro  kiltlr ortaminda yaptiklari
calismalarinda, tavuk embriyolarinin yaklasik %80’ inin elektron mikroskopik gérintllerinde 6zellikle
orta beyin bélgesinde NTD gelistigini saptamislardir (63). ilaglarin mikrofilamanlar iizerindeki etkisini
daha onceden saptayabilmek pek mimkin olmasa da diazepamin kultir ortaminda kas ve diger
hicrelerde myozinin sentez ve birikimini spesifik olarak durdurdugu gdsterilmistir (63-66). Bdylece
diazepamin myozin (izerinden, ndroepitelyal hiicrelerde apikal mikrofilamanlardaki kontraktil aktiviteyi
ve gelisen noroepitelyal hiicrelerdeki apikal konstriksiyonu inhibe ederek NTD olusturdugu anlasilmigtir
(53, 58).

Erken donem tavuk embriyosunda calisiimis bir diger teratojen olan etanoliin uygulanildig
embriyonel gelisim basamagi 6nem arz eder. Noral tlpUn kapandig, ileri donem embriyolara verilen
ayni miktardaki etanoliin embriyonun ndral tipu gelisimi Uzerine olumsuz etkisi gézlenmemistir. Enhart
ve ark., doza bagimli olarak, embriyolarda gelisen defekt insidansinin arttigini belirtmislerdir (37).
Pennigton ve ark., in ovo verilen 1 gr/kg tek doz etanoliin, tavuk embriyolarinda gelisimlerinin yedinci
guniinde total embriyo ve beyin dokusu agirhgini yari yariya distrdigunu bildirmislerdir (67). Yapilan
calismalarda, tavuk embriyolarinin inkibasyon peryotlarinin dokuzuncu giininden 6nce, embriyonel
karaciger dokusunda klas | alkol dehidrojenaz enzim sentezi ve aktivitesi baglamadan verilen etanolin
metabolize olmadigi saptanmistir. in ovo verilen 42 mg/dl etanol, 80 — 100 mg/dl olan ortalama
intoksikasyon dozunun ¢ok altindadir. Bu da etanolin, metabolitleri olan asetaldehit ve asetattan daha
fazla teratojen oldugunu dustindirmektedir (43). Etanolin embriyoya major etkisi, gastrulasyon
donemindeki noral krest hicre populasyonu gelisimini engellemesi ve hicre toplulugunda kayip
olusturmasidir. Bu etkinin hangi yoldan oldugu tam olarak anlagilabilmis degildir. Noral doku
gelisiminde kritik olan hicreler arasindaki sinyalin kaybina neden olabilecegi gibi, tetikleyebilecegi
kontrolsliz apoptozisin noral tip kapanma defekti gelisiminden sorumlu olabilece§i de
dustnulmektedir. Barutguoglu ve arkadaslarinin yaptiklari calismada, verilen disik doz etanol
konsantrasyonlarinin bile embriyoda kontrol grubuna gére gelisimsel olarak belirgin bir sekilde gerilik
yarattigini ve NTD olusumuna neden oldugunu géstermislerdir (28).

Kalsiyum kanal blokorli olan verapamil-HCL" Gn ndral krista hicrelerinde migrasyonunu
engelledigi gosterilmistir. Bu olayin hucre igi kalsiyumun belirli bir seviyesinde gerceklestigi
dusUnulmektedir. Ependimal hlcrelerde, hiicre igine kalsiyum girisinin engellenmesi durumunda flizyon

olmadigi gorilmuistur (68). Noral katlanti gergeklesmesinde etkili olan dis mentese noktalari
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cevresinde yerlesmis ve lateral ylzey ektodermine bagl hicrelerin yapisal degisikliginde etkili olan
hiucre apikal kisminin kalsijuma bagli olarak daralmasi, kontrakti asamalar ile birlikte
gerceklesmektedir (69). Kalsiyum hiicre fonksiyoninda birgok asamada gereklidir. Hicre farklilasmasi,
yapisal elemanlarin diizenlenmesi ve bu amagla gerekli genlerin sentezi olaylar sayilabilir (70, 71).
Hlcredeki kalsiyum miktari ve kalsiyumun hicre igine giris sekli hicrenin yagamasi veya olimu
uzerine etkilidir (72). Herhangi bir nedenle olusabillen yiksek ya da dustk konsantrasyonlar hiicre
olumune neden olabilir. Kontraksiyon olugsumunda, kalmodulin ile dizenlenen kalsiyuma bagli
sitoplazmik aktin ve myozin etkilidir. (73, 74). Aktin polimerizasyonu igin de kalsiyumun gerekli
olduguna inaniimaktadir (75). Kalsiyum agonistlerine bagli uyarilan hicre igine kalsiyum girisi sonucu
mentese noktalarinda elevasyon ve katlanma oldugu gosterilmistir. Kalmodulin inhibitorleri
kullanildiginda ise katlanmanin olmayisi bu olayda kalmodulinin duzenleyici faktor oldugunu
dusUndurmektedir. Kalmodulin, hafif zinciri kalsiyuma baglh olarak fosforile edip myozin ATPaz
aktivitesini uyarmaktadir (73). Kaldesmonun aktine baglanmasi gibi olaylar yine kalsiyum / kalmodulin
kompleksi ile kontrol edilmektedir. Kapanma islemi hicre digi ortamindaki kalsiyuma gerek
duymaktadir (76, 77). Kapanma isleminde ikincil mesajci olarak CAMP’ nin gerekli oldugu Desmond
tarafindan gosterilmistir (68). Kalsiyuma bagli hlicre adhezyon molekiilleri de néral tipin bazal ve
apikal yliziinde daha fazla olmak Uizere gdsterilmistir (68).

Fenitoin, deneysel hayvan calismalarinda ¢esitli defektlere yol actigi kanitlanmis, infantlarda
dogumsal anomalilere neden olabilen ¢ok yaygin kullanilan bir antiepileptik ilactir (78). Epoksid
hidrolaz ve glutatyon S transferaz gibi detoksifikasyon enzimlerindeki inhibisyon, glukokortikoid
reseptorleri ile interaksiyonlar ve folat metabolizmasindaki inhibisyon fenitoinin teratojenitesi ile iligkili
olark ortaya atilan hipotezlerden bazilaridir. (79). Fenitoin alinmasina ikincil gelisen NTD’ lerinde
serum folat dizeylerinin dusuk oldugu saptanmistir. (80). Fenitoinin folik asit metabolizmasini
hizlandirip, mikrozomal enzimleri indUkleyerek gebelerde serum folat dlzeyini dislrdigu ortaya
konmustur. Kortizonla benzer mekanizmalar Uzerinden damak anomalileri, prostoglandin sentez
inhibisyonu yaparak teratojeniteye yol actigi hakkinda yayinlar da mevcuttur (80). Gliney ve
arkadaslar tavuk embriyolarinda erken donemde yaptiklari bir calismada, folik asitin fenitoin ile gelisen

NTD insdansini azalttigini ortaya koymuslardir. (29).
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Folat antagonistlerinin (metotreksat, aminopterin vb.) insanlarda ve deneysel ¢alismalarda
teratojen oldugu kanitlanmistir. (81). Folatin dogumsal anomalilerle olan baglantisi son elli yildir bilinen
bir gergektir. (52, 53). Deneysel ve insan c¢alismalarinda, gebeligin nérllasyon ve somitasyon
asamalarinda yapilan folat desteg@inin dogumsal defektlerin gérliime sikligini azaltti§i saptanmistir. (82,
83).

Erken donem tavuk embriyolari Uzerinde yapilan calismalarla, apoptozisin néral tlpin
kapanmasi agamasinda ¢ok 6nemli bir rolinin oldugu daha dnceden bildirilmistir. (31). Nortlasyon,
santral sinir sistemi ana yapilarinin olusmasi asamalarinda ilk ve en 6nemli basamaktir. Daha sonraki;
noral plak olusumu, noral plagin sekillenmesi, noral plagin katlanmasi ve néral biyume plaginin
kapanmasi diger dort dnemli gelisimsel basamaktir (7). Bu asamalardan herhangi birinde gelisebilecek
bir defekt degisik tiplerde NTD olusumuna neden olacaktir. Noral bilylime plaginin kapanmasi agamasi
énemli iki alt basamaktan olugur. Birincisi néral katlantilarin birbirini tanimasi ve fiizyonu, ikincisi ise
noral ve ylzey ektoderminin birbirinden ayrismasi ve yiizey ektoderminin gelecekteki cilt tabakasini
olusturmak icin sekillenmesidir. Yuzey ektodermi ile noral tabaka arasinda kalan htcreler noral krista
hicreleri halini alarak gelecekte periferik sinir sistemini olusturmak Uzere sekillenirler. Norilasyonun
sonunda, noral ve ylzey ektodermi arasinda ayrisma olmasi gerekmektedir. Weil ve arkadaslari, noral
tipin kapanmasi asamalarinda apoptozisin (programlanmis hicre olimui) gerekli oldugunu
bildirmislerdir (84). Néral ve yiizey ektoderminin ayrismamasi durumunda ylzey ektoderminin igeri
migrasyonu ve noral tupin mezenkimal hlcrelerle kaplanmasina neden olabilir. Bu da dermal sinls
traktinin, medulla spinaliste subaraknoid mesafeden cilt ylizeyine kadar epidermal hicrelerce kapli
olmasini embriyolojik bir hata olarak agiklamaktadir.

1978 yilinda ABD’de valproik asit kullanimina izin veriimesinin ardindan 2 yil sonra valproat ve
fetal anomalilerle ilgili yayinlarin arttigini gérmekteyiz (85-89). in ovo tavuk embriyosuna valproik asit
enjekte edilerek yapilan galismalarda daha énceden diger emriyolarda da gosterilen néral tip defekti,
kraniofasyal, kardiyovaskuler, ekstremite, omurga ve gelisim anomalileri ve buytme geriligi ile artmis
mortaliteyi iceren sonuglar gosterilmistir. Vaproat ile iligkili insan ve diger embriyolarda néral tiip defekti
gelisim mekanizmalari hakkinda bir ¢ok bildiri mevcuttur (90-92). Somit olarak bilinen paraaksiyel
mezoderm hicreleri noral tlp gelisimi sirasinda simetrik bir sekilde bilateral néral tip etrafinda dizilir.

Somitler, omurgalilarin segmental bir yapida sekillenebilmesi igin gereklidir. Tavuk embriyolarina
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Valproik asitin enjeksiyonu sonrasinda somitlerde genisleme, duzensizlik, dizilimi bozuklugu
saptanmistir. (93, 94). Ayrica diger bazi deney hayvani embriyolarinda yapilan galismalarda somit
anomalileri ile ilgili benzer sonuglar elde edilmistir (34, 90, 95, 96). Valproatla ilgili kardiyak anomaliler
kiiltire edilmis tavuk embriyolarinda da gésterilmistir (94, 97, 98).insan fetal valproat sendromu ile
baglantili olarak, %26 c¢ocukta konjenital kardiyak defektin saptandigi bir literatir galismasi da
mevcuttur (99). Valproatla iligkili aniridi, koroid fissirin inkomplet kapanmasi, mikroftalmi, pigment
anomalileri, lens yerlesim bozukluklari ve katarakti iceren g6z anomalileri ve bununla ilgili Pax-2 ve
Pax-6 gen mutasyonlari bildirilmistir (99-101). Kas — iskelet sistemi ile baglantili olarak da tavuk
embriyosu ve diger deney hayvanlarinda gelisebilecek anomaliler hakkinda galismalar mevcuttur (92,
95, 97,102). Valproat embriyo farklilasmasinda 6nem arz eden Hox genlerinin ekspresyonlarinda
karakter degisikligine yol agabilmektedir (103). insanda in utero valproatla etkilesime bagli kas - iskelet
sistemi anomalileri gelisme sikligi %63 oraninda bildirilmistir (99). Valproatin neden oldugu gelisimsel
defekt mekanizmalar ile baglantili olarak bircok teori one surlimistir. “Embriyonik folat
metabolizmasindaki degisim teorisi” de bunlardan bir tanesi dir (104). Folat, aminoasitlerin, proteinlerin,
purin ve pirimidin metabolizmalarinda metilasyon basamaginda kofaktér olarak gérev yapan énemli bir
B kompleks vitamindir. Aminoasit, protein, purin ve pirimidin metabolizmalari embriyogenezisin
farkilasma ve ¢oJalma asamalarinda ¢ok 6nem arz eden basamaklardir. Diger bir teori de
bradikardiye ikincil olarak kan akiminda yavaslama ve hipoksi gelismesi sonucu olusabilecegi
dustnilen “hipoksi teorisi” dir (105).Embriyoda bliyime, farklilasma ve organogenezde etkili olan
vitamin A ve bunun oksidatif metaboliti all-trans-retinoik asit eksikli§i ve fazlahginda gelisen
embriyotoksisite ve konjenital anomali spektrumu valproat ile benzerdir (106-108).Valproik asit,
farmakokinetik ve toksik etkisi iyi bilinen, cogunlukla antiepileptik ajan olarak kullanilan ayni zamanda
histon deasetilaz enzim inhibitortdur (22). Yapilarindaki mevcut aminoasit diziliminin gosterdigi bazik
ozellikler nedeniyle asidik karekterdeki DNA ya siki sekilde baglanan Histonlar hiicrede DNA
depolanmasini saglayan proteinlerdir. Histonlarin asetilasyon ve deasetilasyon islemleri enzim
kontrolinde (asetilaz, deasetilaz) gerceklesen, protein sentezinde 6nem arz eden asamalardir.
Histondeasetiaz enzim inhibitorleri histonlarin asiri  asetilasyonu sonucunda hcre siklusunun
durdurulmasina ve apoptozisin induklenmesine neden olarak hicre 6limine yol agmaktadir (23-24).

Yapilan birgok galismayla histondeasetilaz enzim inhibitorlerinin tetikledigi apopitozis sayesinde timaér
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hiicrelerinde azalma oldugu gosterilmistir (22-109). Embriyogenez asamasinda verilen, ayni zamanda
histondeasetilaz enzim inhibitori olan valproik asitin apoptozisi indikleyerek orta hat kapanma
defektine yol agmasi olasidir.

Tum bu calismalar ve sonuglari incelendiginde, gunumuzde siklikla epilepsi ve bipolar
bozukluklarin tedavisinde, migren proflaksisinde kullanilan valproik asitin erken doénem tavuk
embriyolarinda nodral tlp gelisimi (zerine yaratmis oldugu olumsuz etkilerinin folik asit ile
dnlenebiliriginin aragtirimadigini saptadik. ilacin gebelikte kullaninin D grubunda olmasi aragtirmanin

gerekgesini daha da arttirmigtir.

6. SONUG ve ONERILER

Valproik asit baslica epilepsinin tedavisinde olmak Uzere, bipolar bozukluklarin tedavisinde,
migren proflaksisinde kullanilan antiepileptik bir ilagtir. Valproik asit gebelikte kullanimi halinde D
kategorisindedir.

Klinigimiz Tavuk Embriyosu laboratuarinda erken donem tavuk embriyosu Uzerinde yaptigimiz
bu calismamizda, valproik asitin yiksek siklikta gortilen NTD olusturma etkisinin kullanilan folik asit
yardimi ile onlenebildigi gozlemlenmistir.

Bu deneysel galismadan valproik asitin terapotik dozlarda gebe bir epilepsi hastasinda
kullaniimas! durumunda yenidoganda olusturacagi NTD gelistirme ihtimalinin, yine terapotik dozlarda

kullanilan folik asit yardimi ile 6nlenebilecedi sonucuna varilabilir.
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