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OZET

METOKLOPRAMID’IN CivCiV EMBRiYO MODELINDE NORAL TUP
GELIiSiMi UZERINE ETKIiSI

Noral tup defekti, konjenital kalp hastaliklarindan sonra en sik karsilasilan dogumsal
anomali cesididir. Kesin neden net olarak bilinmemesine ragmen c¢evresel ve genetik
faktorlerin etkisi oldugu gorilmiistiir. Metoklopramid antiemetik olarak kullanilmasiyla
beraber merkezi sinir sistemine ve gevresel sinir sitemine etkisi olan bir ilagtir. Bu
calismada memelilerin ilk ay gelisimiyle benzerlik gosteren civciv embriyo modelinde
farkli metoklopramid dozunun néral tiip gelisimine etkilerini arastirmak amaglanmaistir.
Calismada 6045 gr. arasinda olan, beyaz renkli, fertil ve 0 guinlik 100 adet SPF (specific
patogen free) yumurtalar kullanildi. Uygun 1s1 ve nem kosullar1 saglanan bu yumurtalar
24 ila 28 saat inkube edildikten sonra kontrol grubu dahil olmak tzere dort adet gruba
ayrildi. Metoklopramid Hamilton mikro enjektorii yardimiyla subblastodermik sekilde
degisik miktarlarda uygulanda.

Tekrar inkiibasyona alinan yumurtalar 48. saatin sonunda acildi, makroskobik ve
mikroskobik olarak degerlendirildi. Degerlendirmeye gore kontrol grubunda 22
embriyoda noral tiipiin kapali oldugu (%88), 1 embriyoda néral tiipiin agik oldugu (%4),
1 embriyoda gelisim geriligi oldugu (%4), 1 embriyoda ise embriyonel diskin olugsmadigi
(%4) ve agma hatasi olmadigi (%0) belirlendi. Bas-ki¢ uzunlugunun 5,86 + 0,15 mm,
somit sayisinin 27,00 = 1,09 oldugu, embriyolarin Hamburger Hamilton skalasina
bakildiginda 11-12. evre araliginda oldugu tespit edildi. Diisiik doz grubunda (0.05 ng/
kg /1,5 pg/yumurta basi) metoklopramid enjeksiyonundan sonra 18 adet embriyoda néral
tiipiin kapali oldugu (% 72), 3 embriyoda ndral tiipiin agik oldugu (% 12), 1 embriyoda
gelisim geriligi oldugu (% 4) ve 2 embriyoda diskin olugmadigi goruldi (% 8), 1
embriyoda ise agma hatasi olustugu saptandi (% 4), bas-ki¢ uzunlugunun 5,87 £ 0,17 mm
oldugu, somit sayisinin 27 + 1,09 oldugu goruldl, embriyolarin Hamburger Hamilton
skalasina gore 11-12. evre araliginda oldugu tespit edildi. Orta doz grubunda (0.1
Mg/kg/7,5 png/yumurta basi) metoklopramid enjeksiyonundan sonra 19 embriyoda néral
tiiptin kapali oldugu belirlendi (% 76), 3 embriyoda noral tiip agiklig1 (% 12), 1 embriyoda
gelisim geriligi (% 4), 1 adet embriyoda diskin olusmadigi (% 4) ve 1 embriyoda ise agma



hatast olustugu (% 4) saptandi, bas-ki¢ uzunlugunun 6,27 £ 0,13 mm oldugu, somit
sayisinin 28,33 + 0,64 oldugu, embriyolarin Hamburger Hamilton skalasina gore 11-12.
evre araliginda oldugu gorildi. Yiksek doz grubunun (0.15 pg/kg/15 pg/yumurta basi)
metoklopramid enjeksiyonu sonrasi 18 embriyoda néral tiipiin kapali oldugu (% 72), 3
embriyoda noral tliplin acik oldugu (% 12), 1 embriyoda gelisim geriligi oldugu (% 4), 2
embriyoda diskin olusmadig tespit edildi (% 8), 1 embriyoda ise agma hatasi olustugu
(% 4) goruldu, bas-ki¢ uzunlugunun 6,71 + 0,95 mm oldugu, somit sayisinin 29,54 + 0,47
oldugu, embriyonun Hamburger Hamilton skalasina goére 11-12. evre araliginda oldugu
saptandi. Bulgular dogrultusunda somit sayist bakimindan kontrol grubu ile deney
gruplar1 arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 saptandi (p>0.05). Aynm
tabloya gore bas-ki¢ uzunluklari ortalamasi kontrol grubu (5,86 mm) ile diisiik doz (5,87
mm) grubuyla benzer iken, orta doz grubunda 6,27 mm’ye, yiiksek doz grubunda ise 6,71
mm’ye yiikseldigi ve aradaki farklarin istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi
(P<0.05). Bu bulgu metoklopramid’in orta ve yiiksek dozunun embriyo boyutunda artiga

neden olabilecegini diisiindiirdii.

Anahtar Kelimeler: Civciv Embriyo Modeli, Metoklopramid, Noral Tup, Antiemetik.



SUMMARY

EFFECT OF METOCLOPRAMIDE ON NEURAL TUBE DEVELOPMENT IN
CHICK EMBRYO MODEL

Neural tube defect is the most common congenital anomaly type after congenital heart
diseases. Although the exact cause is not clearly known, it has been observed that
environmental and genetic factors have an effect. Metoclopramide is a drug that is used
as an antiemetic and has an effect on the central nervous system and peripheral nervous
system. In this study, it was aimed to investigate the effects of different metoclopramide
doses on neural tube development in a chick embryo model, which is similar to the first
month development of mammals. In the study, 605 gr. 100 SPF (specific pathogen free)
eggs of 0 days, white, fertile, were used. These eggs, which were provided with suitable
heat and humidity conditions, were incubated for 24 to 28 hours and then divided into
four groups, including the control group. Different amounts of metoclopramide were

administered subblastodermically with the aid of a Hamilton micro-injector.

Eggs that were re-incubated were opened at the end of the 48th hour and evaluated
macroscopically and microscopically. According to the evaluation, in the control group,
the neural tube was closed in 22 embryos (88%), the neural tube was open in 1 embryo
(4%), there was developmental delay in 1 embryo (4%), and no embryonal disc was
formed in 1 embryo (4%) and there was no opening error. (0%) was determined. The fore-
aft length was 5.86 + 0.15 mm, the somite number was 27.00 = 1.09, and the Hamburger
Hamilton scale of the embryos was 11-12. was found to be in the range. After
metoclopramide injection in the low dose group (0.05 pg/kg/1.5 pg/egg head), 18
embryos had closed neural tube (72%), 3 embryos had open neural tube (12%), 1 embryo
had developmental delay (% 4) and 2 embryos (8%), opening error was found in 1 embryo
(4%), fore-aft length was 5.87 £ 0.17 mm, somite number was 27 + 1.09. Hamburger
ranks 11-12 on the Hamilton scale. was found to be in the range. In the medium dose
group (0.1 pg/kg/7.5 pg/egg head), after metoclopramide injection, the neural tube was
found to be closed in 19 embryos (76%), neural tube patency in 3 embryos (12%),
developmental delay in 1 embryo (4%) It was determined that disc did not form in 1
embryo (4%) and opening error occurred in 1 embryo (4%), fore-aft length was 6.27 +

0.13 mm, somite count was 28.33 £ 0.64 11-12 on the Hamilton scale. was found to be in

Vi



the range. After metoclopramide injection of the high dose group (0.15 pg/kg/15 pg/egg
head), 18 embryos had closed neural tube (72%), 3 embryos had open neural tube (12%),
1 embryo had developmental delay (4%), It was determined that disc did not form in 2
embryos (8%), opening error was observed in 1 embryo (4%), the length of fore-aft was
6.71 £ 0.95 mm, the number of somites was 29.54 + 0.47, the embryo was Hamburger.
11-12 on the Hamilton scale. was found to be in the range. According to the findings, it
was determined that the difference between the control and experimental groups in terms
of somite number was not statistically significant (p>0.05). According to the same table,
while the mean fore and aft lengths were similar to the control group (5.86 mm) and the
low dose (5.87 mm) group, it increased to 6.27 mm in the medium dose group and to 6.71
mm in the high dose group. and the differences were found to be statistically significant
(P<0.05). This finding suggested that medium and high doses of metoclopramide may

cause an increase in embryo size.

Keywords: Chick Embryo Model, Metoclopramide, Neural Tube, Antiemetic.
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1. GIRIS

Noral tlp defekti (NTD), merkezi sinir sistemi (MSS) anomalisidir, embriyogenesis
sirasinda medulla spinalis ve columna vertebraliste defekt olmasi sonucu ortaya ¢ikar.
Cranium bolgesi dahil vertebrae cervicalesden os sacruma kadar hemen her lokasyonda
gorulebilmektedir, anatomik olarak yerlesim yerine bakildiginda en sik pars lumbalisde
gorulir (Back, 2005). Noral tup defektlerinin hemen hepsi, embriyogenesis esnasinda
orta hat kapanmasinda gergeklesen bozukluk ile karakterizedir, néral dokunun etrafindaki
kemik doku, mazensimal doku ve cilt arasindaki organize bitinlik bozulur (Catala, 2008;
Ozbakir, 2021). Noral tiip defekti, konjenital kalp hastaliklarindan sonra en sik gériilen
ikinci dogumsal anomali c¢esididir (Simsek, 2010). Tlrkiye’de yapilmis olan bir
arastirmaya gore goriilme sikligi 3/1000 canli dogum olarak saptanmistir, NTD’nin
bolgelere gore dagilimi ise Kuzey Anadolu ve Dogu Anadolu’da en yiiksek, Bati
Anadolu’da en diisiik oranda, Avrupa genelinde ise 1/1000, ABD’de 2/1000 oraninda
oldugu belirtilmistir, ayrica pek ¢ok gebeligin de noral tiip defekti nedeniyle abortus ve
olit dogum ile sonuglandigi diistinilmiistir (Tomatir vd., 2014). Normal popilasyona
gbre abortus ve Olii dogumlardaki NTD vakalar1 daha yiiksektir. Son yillarda bazi
bolgelerde insidans sabit kalirken bazi bolgelerde ise azalma egilimindedir (Mcdonnel
vd., 1999; Busby vd., 2005). Bu azalmada defektlerin ultrasonografik goriintiileme, erken
donemde tespiti ve folik asit gibi NTD sikligini azalttig1 tespit edilen preparatlarin gebelik
oncesinde ve erken gebelikte kullanilmasi etkili olur (Simsek, 2010). Noral tup defekti
vakalariyla ilgili uzun yillardir, derinlemesine yapilan epidemiyolojik, klinik ve deneysel
caligmalara ragmen etiyolojisi karmagiktir. Kesin neden henliz net olarak
anlasilamamistir. Ancak sebep olarak ¢ok sayida ¢evresel faktdrler ve genetik altyapinin
oldugu kabul gormiistiir (Ozgural, 2012). Genetik risk faktorleri Meckel Gruber
Sendromu veya Waardenburg Sendromu gibi gen veya Trizomi 13-18 gibi kromozal
bozuklukken, ¢evresel risk faktorleri olarak kiside NTD 6ykiisii, NTD’li partner, obezite,
antiepileptik ila¢ kullanimi, anne yasi, tipl diabetes mellutus (DM), alkol ve sigara
tiketimi, folik asit eksikligi oldugu diisiiniilmektedir (Becerra vd., 1990; Edwards vd.,
1998; Mclone, 2003). Bazen gebelikte mecburi olarak kullanilmasi gereken ilaglarin bu
tirde konjenital malformasyonlara neden oldugu disiiniiliir. Gliniimiizde yeni gelistirilen

ilaclarin gebelik kategorisi ve ne tiirde malformasyonlara neden olabilecegi yapilan



caligmalarin yeterli miktarda olmamasi nedeniyle tam olarak bilinmemektedir (Tureci
vd., 2011; Song vd., 2012).

Metoklopramid, kusmanin engellenmesi amaciyla antiemetik olarak kullanilan merkezi
sinir sistemi ve cevresel sinir sisteminde etkili bir ilagtir, buna ek olarak GiS motilitesini
arttirmak ve mide bosaltimini hizlandirmak icin prokinetik ajan olarak kullanilan
antidopaminerjik etkili bir ilagtir (Kantar, 2020). ilag IV yoldan 1-3 dakikada, oral yoldan
15-20 dakikada etki gosterir. Yan etkileri ise konstipasyon, diyare, agizda kuruluk,
ajitasyon, ciltte alerjik dokiintii, halsizlik, dilde ve orbitada O6demdir. Ayrica
parkinsonizm, akatizi, maling néroleptik sendrom, tardif diskinezi gibi ekstrapiramidal
sisteme ait yan etkiler de gorulir (Brunton, 1996). Metoklopramid ilk olarak ABD’de
kullanilmaya baslanmis ve glinimiizde pek ¢ok iilkede yaygin olarak kullanilan bir
ajandir. Gastroparezi tedavisi i¢in de ¢ok¢a kullanildigi bilinen metoklopramid’i iki
milyondan fazla Amerikalinin kullandigt ve bu sikligin % 10-15 oldugu ortaya
konulmustur (Parkman vd., 2004).

Civciv embriyo modeli, memelilerin columna vertebralisinde embriyonel gelisiminin ilk
ayiyla benzerlik gostermesi sebebiyle bu ¢alisma kapsaminda civciv embriyosunun erken
donemde gosterdigi  gelisimin  metoklopramid’in  sinir  sisteminin  etkilerini
degerlendirmek i¢in civciv embriyo modeli kullanildi. Déllenmis olan yumurtanin
kulugkadaki siiresi ortalama 21 giindiir, bu 21 giinliik siirede civeiv embriyosunun gelisim
basamaklarini Hamburger ve Hamilton tarafindan 46 evrede incelenmistir, belirledikleri
gelisim evrelerine gore 8. evrede noral plak gelismis ancak agiklik tespit edilmistir,
modelin 13. evresinde ise norilasyona denk olarak noral tip kapanir (Hamburger vd.,
1951).

Noral tlp defektine neden olan ajanlari aragtirdigimizda giinliik hayatta antiemetik olarak
sik¢a kullanilan metoklopramid’in NTD gelisimine etkileri hakkinda yapilmis spf civeiv
embriyo ¢alismasina rastlamadik dolayisiyla biz bu ¢alismada metoklopramid’in civciv
embriyosunda orta hat kapanmasindaki etkilerini makroskobik, mikroskobik ve histolojik

olarak incelemeyi amagladik.



1.1. Insanda Néral Dokunun Embriyolojik Gelisimi

Insan gelisimi oosit ve spermin fertilizasyonu sonucunda olusan zigot ve bunu takiben
ardisik siireglerle devam eder. Bu siiregte sirasiyla hiicrenin bélinmesi, hiicrenin gogu,
hiicrenin programli 6liimii ve hiicrenin biiyiimesi gerceklesir ve ¢ok hiicreli bir insan
yapisina doniisiir. Dogum 6ncesi bu dénem prenatal donem olarak adlandirilir. insanda
“emriyonik donem” ve “fetal donem olarak iki asamada incelenir. Emriyonik donem
gelisimin ilk 8 haftasini, fetal donem ise 57. giinden itibaren fetiisiin dogumuna kadar
devam eden siireyi kapsar ve bunu fenogenez donem olarak tanimlamak da miimkiindiir
(Rahilly vd., 1987 ; Moore vd., 2019). Ovulasyondan sonra fertilizasyonu takiben olusan
zigot hizli bir sekilde biiyiime gergeklesmeden boliinmeye baslar. Bu donemde sayisi
artan ve seri bir boliinme ile daha ufak hale gelen blastomerler olusur. Ug adet bélinme
gerceklestikten sonra i¢ ve dis tabakalari olan, birbirine siki bir sekilde tutunan hiicre topu
halinde bir araya gelerek embriyo yeniden boliinmeye baslar ve 16 hiicreli “morula (dut)”
sekline gelir (Rakip, 2021). Fertilizasyondan yaklasik 4 gun sonra morula uterus
boslugunda ilerler ve bir kavite olusmaya baglar. Olusan kavitenin ici su ile dolar,
sonrasinda i¢i bos bir yapi olusur buna blastokist denilir. Blastokistin, dis kismi
trofoblastlardan i¢ kismi ise embriyoblastlardan olusur. Bu periyodda embriyoya

“blastokist”, bosluga da “blastosel” denir.

Primitif cizgisinin belirmesi ile gastrulasyon sureci baslar. Primitif ¢izgisinin sefalik
ucunun genislemesiyle primitif diigiimii olusur. Epiblast hlicreleri primitif ¢izgi ve digiim
boyunca invagine olarak “endoderm” ve “mezoderm” denilen iki yeni hiicre tabakasini
olusturur. Introembriyonik mezodermal germ tabakasinin hiicreleri yolk kesesi ve
amniyonu Orten ekstraembriyonik mezodermle iligki kurana kadar diger iki germ

tabakasinin arasia gog eder (Schoenwolf vd., 1990; Schoenwolf vd., 2014).
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Resim 1.1: Nériilasyon ve néral tiipiin olusumu (Int. Kay. 1, 2021 ).

Primitif gukurdayken invajine olmus prenotokordal hucreler ilerler ve prokordal plaga
ulagirlar ve sonrasinda notokordal plak halinde endodermle karisirlar. Sonraki evrelerde
notokordal plak ve endoderm ayrilir, gebeligin 17. giinlerinde solid bir kordon gérinime
sahip notokordu olisturur. Aksiyal iskeletin ¢atis1 embriyonun orta hat eksenini olusturan
notokord’dur (Sadler, 1996; Schoenwolf vd., 2014). Notokord olustuktan sonra
ektodermden noral tiip gelisimini saglarken, ayni zamanda iki tarafinda bulunan
mezodermi etkileyerek, segmentlere ayrilmaya zorlar. Oncelikle mezodermin dorsalinde
yarik olusur. Daha sonra ufak mezoderm pargalarindan somitler gelisir. Somitler,
oncelikle embriyonun ilerde olusacak olan oksipital bodlgesinde meydana gelir.
Somitlerin olusmasi, heniiz primitif ¢izginin arkasina gelmeden sona erdigi icin
embriyonun kaudal kisminda mezoderm yariklanma olmadan kalir (Resim 1.2).
Yariklanma, mezodermin dorsal kisminda goriilir. ilk segmentin 6niindeki mezodermde
yariklanma goriilmez. Insanda ilk somit ¢ifti gelisimin 20. giiniinde embriyonun pars

cervicalisinde olusur (Sadler, 1996; Schoenwolf vd., 2014).
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Resim 1.2: 45 saatlik bir civciv embriyosunda notokord ve somit gelisimi (Int. Kay. 2, 2021).

Embriyolojik gelisimin tigiincii haftasinda, embriyonun dorsal kisminin orta hattinda yer
alan ekdoderm kalinlagir ve noral tabaka meydana gelir. Ektodermin indiiksiyonunda
oOzellikle TGF (transforming growth factor - doniistiiriicti bitytime faktorii) igerisinde yer
alan aktivin, fibroblast biiylime faktorii, bunun disinda retinoik asit ve cesitli
norotransmitterler gibi sinyal molekiilleri gorev almaktadir (Sadler, 1996; Colas vd.,
2001; Ronald vd., 1996). Noral tabakanin laterali ylkselerek ortada boylu boyunca
uzanan oluk olusturur. Tabakanin lateralinde olusan yiikselti noral katlanti, ortadaki oluk
ise noral oluktur. Olusan noral oluk, lateralinde yiikselen ndral katlantilarin mediale
dogru birlesmesi ile silindir goriiniimiinde kapanir ve noral tiipii olusturur. Kaynagsma
ilerde vertebrae cervicalesin olusacagi 4. somitten baslar, kaudal ve sefalik yonde devam
eder. Kaynagsma tamamlanincaya kadar noral tiipiin kaudal ve sefalik uclar1i, amnion
boslugu ile sirasiyla kranial ve kaudal noéroporlar yoluyla iligki halindedir. Kranial
noropor 25. gun (18-20 somitli evre) civarinda kapanirken, posterior ngropor ise 27. gin
civarinda (25 somitli evre) kapanir. Noroporlar kapaninca noriilasyon tamamlanir. Sinir
sistemi, kaudal kism1 dar, sefalik kismi1 genis, spinal kordu olan, beyin keseciklerinin yer
aldig1 kapali bir tiibiiler yap1 haline gelmistir. Bu evrede embriyo yaklasik 3-5 mm
boyundadir (Schoenwolf vd., 2014). Ug tabakali embriyonun olustugu gastrulasyon
donemi sonras1 embriyoda MSS (merkezi sinir sistemi) gelisimi, 28. glinde tamamlanan
“primer noriilasyon” olarak adlandirilir. Artik spinal kordun distal kisimlari olan cauda
equina ve liflerinin olusumu baslayacak bununla beraber sekonder noriilasyon evresi
olusacaktir. Sekonder nériilasyon evresinde tim noral tlipun tzeri ylizey ekdodermi ile
kapanmis durumdadir. Intrauterin hayatin 30. giiniinde olusan bu hiicre grubunda

vakuolizasyon gelisir. Vakuollerin birbirleri ile birlesmesi sonucu hiicre grubu iginde tek



bir kavite olusur. Bu olaya “kanalizasyon” denmektedir. Embriyolojik gelisimin 38.
guntnde bu hiicre grubu ile noérulasyonun sonucunda olugmus olan {ist medulla spinalis
ile L1-2 hizasinda birlesir ve fiizyon olusur (Moore vd., 2019). Noral tlpln distalindeki
hicre kitlesi kuyruga benzer sekilde uzar. Bu olusum esnasinda liimen ve epandimal
topluluklar organize olur ve distal conus medullaris olusur. Intrauterin hayatin 38.
giiniinde olusan spinal kordda, kaudal noral tiipiin limeninde azalma ile kuyruk
tomurcugunun regresyonu baslar. En kaudal kisimda olan hiicre grubu 6. ve 7. haftada
regresyona ugrar ve ileride filum terminale olacak olan fibroz bir bant olusur (Schoenwolf

vd., 2014).

Birlesmeden sonra gelisen, kontrollii ve planli hiicre 6liimii ile bu donemde noriilasyon
ve noral dokunun iizerinin cilt ile kapanmasi tamamlanmistir. Noriilasyon, néral plagin

noral tiipe doniisme siirecidir (Bursali, 2010).

Blastula basit hiicre kutlesiyken, embriyonun katmanlardan olusan organize bir yapiya
dontisiir. Ektoderm, mezoderm ve endoderm denen ii¢ germ tabakasi gelisir, yap1 artik
trilaminardir, notokord embriyonun ilkel eksenini olusturur ve ona diklik saglar.

Baslangicta noral plak pars cervicalisde dar, sefalik bolgede daha genis olarak gozlenir.

Hipoblast ve prenekordal hiicrelerin karismasiyla embriyonun orta hatt1 kisa stireligine
notokordal plaktan olusur. Hipoblastin yerini primitif ¢izgide ice dogru hareket eden
endoderm hiicreleri alirken, notokord plagin hiicreleri de artarak endodermden ayrilirlar.
Daha sonra noéral tiipiin altin1 ddseyen notokordu olustururlar. Notokord uzamasi aktif bir
surectir. Oncelikle kranial u¢ olusur sondasinda kaudal bélgelerde primitif cizgi kaudal

durus kazanarak yapiya eklenir.

Posterior néroporun bulundugu bolge, gelismis olan fetliste T11-L4 segmentleri arasina
denk gelir ve burasi myelodisplazinin en sik karsilasildig1 bolge olarak bilinir (Aksoy,
2005). Posterior noroporun kapanmasi ile birlikte piamater, araknoid ve duramater
gelismeye baglar. Santral sinir sistemi (SSS) 40. giinlinde ventral yiizde belirmeye
baslayan duramater, 52. giinde tim sistemi sarar (Schoenwolf vd., 2014; Aksoy, 2005).
Vertebral kanalin olusumu 3 evrede tamamlanir. ilk evrede membrandz yapida olan
ventral subkordal ve dorsal subkordal zonlar noral tipun lateralinden go¢ eden mezenkim

hiicreleri tarafindan olusur. Bu siire¢ 25. giinde baslar. Ventral ve dorsal subkordal



zonlarm ikisinin de medial ve lateral gruplara ayrilmasi sonucunda medial gruplar
vertebra olusumunu, lateral gruplar ise paraspinal kas gruplarinin olusumuna yol agarlar.
Ayrica bir grup mezenkim toplulugu hemen sonra noral tlipiin posterioruna uzanarak
posterior noral ark ve meninkslerin olusumunda da etkinlik gosterir. Vertebral kolon
olusumunun diger evreleri, yukarida bahsettigimiz zonlarin bilateral ve simetrik olarak
caligmasi ile vertebral kolonun ve disk araliklarinin farklilagmasi yani kondrifikasyon
evresi ve vertebra olusumunun tamamlanmasini i¢eren ossifikasyon evreleridir. Vertebral
kolonun kaudal olusum evresi ileri derecede organize olmayip sakrum ve koksiks
olusumu seri regresyonu da barindirir. Bu asamalardaki disorganizasyon lipomlar,
teratomlar gibi kaudal regresyon anomalilerinin olusumuna yol agabilirler (Moore vd.,
2019; Schoenwolf vd., 2014; Botto vd., 1999).

1.2. Tavuk Embriyosu Gelisimi

Embriyonal gelisim memelilerde disinin karninda g6zlenirken, kanathilarda ise farkli
olarak viicut disinda gergeklesir. Civciv, embriyo gelisiminde gerekli olan tim besin
maddelerini yumurta i¢inde tamamlar. Yumurtadan civciv gelisimi olmasi igin belirli
cevre kosullarma ihtiyag vardir. Bu durum yumurtalarin inkibatére konulmasiyla da
saglanir (Aksoy, 1999; Senkoylii, 2001). Ortalama kulucka stresi 22 glindir bunun 1
gund tavuk viicudunda, 21 ginu kuluckada gergeklesir. Embriyogenesisin olmasi igin
inklbatorin ideal sicakligr 37.5°C olmalidir. Ancak sicaklik 24°C iizeri oldugunda da
embriyo gelisir. Yumurtlama sonrasinda embriyonik gelismeyi durdurmak igin ideal
sicaklik 15-18°C arasinda olmalidir. Yumurtalarin inkiibatore yerlestirilmeden Once
muhafaza edildikleri yerin sicakliginin bu siirlar igerisinde olmasina 6zen gosterilir.
Vicudun tim organ ve kisimlari endoderm, ektoderm ve mezoderm denen hiicre
tabakalarindan meydana gelir ve bu tabakalar farklilasarak gelismeye baslar (Glveng,
2011). Embriyo déneminden civciv gelisimine kadar 46 evre bulunur, embriyo gelisimi
cesitli evreleri igerir (Hamburger vd.,1951). Calismada civciv embriyolarinin 44-48

saatlik donemi incelendiginden Evre-13’e kadar olan boliim anlatilmigtir.

Evre-1 (Ilk ¢izgi): Ilkel ¢izgi olusur. Hicrelerin blastodermin arka kismina dogru gog

etmesi sonucu embriyonik katlant1 goriliir.



Evre-2 (Baslangic ¢izgisi): inkiibasyondan yaklasik 6-7 saat sonraki dénemi kapsar ve

gegici bir evredir.

Evre-3 (Ara ¢izgi): 12-13 saatlik embriyoda ilkel ¢izgi gorulir. Embriyo posterior
kenardan pellucid merkezine dogru uzanmistir ve boyuna gére daha genistir. Ilkel oluk

heniiz olusmaz.

Evre-4 (Tam cizgi): Ilkel ¢izgi 18-19 saatlik embriyoda en fazla uzunluga ulasir. Ilkel
oluk, ilkel gekirdek ve Hensen’s nodu olusur. Zona pellucida alan ve uzunluk olarak

artar.

Ik dort evreye ait goriintli Resim 1.3’te gosterilmistir.

Resim 1.3: Hamburger Hamilton evrelemesine gore Evre 1-4 arasi embriyolar (Petorak, 1984).

Evre-5: (19-22 saat) Hensen’s nodunun 6n kdsesinden uzanan ve yogunlasan mezodermin
bir cubugu seklinde notokord veya bag olusumu goriilmeye baslar, basa ait katlant1 heniiz

gorilmez.

Evre-6: (22-25 saat): Blastodermin katlantisi embriyonun 6n ucunda belirginlesir ve

Notokorda dogru olan blastodermin katlantisi embriyonun 6n ucunda belirginlesir.



Somitler hentiz gorilmez. Bas olugu ve ilk somit ¢iftinin olusumu i¢in embriyo gelisimi

devam eder.

Evre-7 (Bir somit): (25-26 saat) Bas bolgesinde noral katlantilar goriilmeye baslar. Bu

evrede 2 somit goraldr.

Evre-8 (Dort somit): (26-29 saat) Bu dénemde 4 somit vardir. Blastodermin posteriorunda

kan adaciklar1 goriiliir, Noral katlantilar orta beyin seviyesinde birlesirler.

Evre-9 (Yedi somit): (29-33 saat) Primer optik keseler olusmaya ve kalp odaciklari

birlesmeye baglar. Ortalama 7 somit goriiliir.

Evre-10 (On somit): (33-38 saat) Embriyoda 10 somit gorilir. Bastaki somit dagimnik
yerlesimlidir ve bu evreden sonra sayiya dahil edilmez. Ug adet olan ilk beyin kesecigi
acik sekilde goriiliir. Optik kesecikler net gorilmez . Kalp hafif saga dogru yerlesimli

goruldr.

Evre 5-10 arasina ait goriintii Resim 1.4te gosterilmistir.

Resim 1.4: Hamburger Hamilton evrelemesine gére Evre 5-10 aras1 embriyolar (int. Kay. 3,
2021).



Evre-11 (On U¢ somit): (40-45 saat) Bu evrede 13 somit vardir. Hafif kranial katlanti
gorulir ve arka beyin 5 néromere ayrilir. On ndropor kapanmaya baslar. Optik kesecikler

daha belirgindir. Kalp tam olarak sag tarafa yerlesir.

Evre-12 (On alt1 somit): (45-49 saat) Kafa sol tarafa doner. Artik 6n néropor tamamen
kapanir. Telensefalon goriilmeye baslar. Primer optik kesecikler ve optik sak net olarak
goriiliir. Kulak ¢ekirdegi agik ve derindedir. Kalp hafif bir S seklini alir. Amniyonun

bastaki katlantis1 6n beyin girigini kaplar. Somit sayis1 bu evrede 16’dir.

Evre-13 (On dokuz somit): (48-52 saat) Kafa tamamen sola déner. Kranial ve servikal
katlant1 egim yapar. Telensefalonun genislemesi belirgindir. Kulak ¢ekirdeginin agikligi
daralir. Hipofize ait bir belirti yoktur. Atrioventrikiiler kanal daralir ve belirgin goriiliir.
Amniyonun bastaki katlantisi 6n, orta ve arka beynin 6n kismini kaplar. Burada 19 somit

vardir.

Evre 11-13 arasina ait goriintii Resim 1.5’te gosterilmistir.
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Resim 1.5: Hamburger Hamilton evrelemesine gore Evre 11-13 aras1 embriyolar(int. Kay. 4,

2021).
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1.3. Noral Tup Defektleri

Noral tip olusumu embriyoyu etkileyen cesitli faktdrlerin sonucunda néral tiipiin bazi
kisimlarinin kapanmasindaki yetersizliktir. Bu olusum kapanma dénemini kapsayan

embriyolojik yasamin ilk dort haftasinda goriliir.

Cranial ve caudal uglarda defekt olusmasi kapanmanin miktarina ve zamanina baglidir
(Ermis ve Erdogdu, 2001). Bu defekt insanda noral tup kapanmasindaki déllenmeden
sonraki 23 ve 28. gilinler arasinda olusur ve en kritik zamandir. Noral tiip defektleri
merkezi sinir sisteminin heterojen ve kompleks konjenital anomalileridir. Nedeni net
olarak bilinmemesine ragmen gevresel ve genetik faktorlerin bir arada rol oynadigi
diisiiniiliir. Dlnyada NTD’lerin tim formlarinin insidanst 1000 canli dogumda 1,4-2
arasindadir. Noral tup defekti tipine ve bulundugu bolgeye gore agirlik olarak farklilik
gosterebilir. Herhangi bir bozukluga sebep olmayacak kadar basit de olabilir, agir bir
norolojik hasara yol acabilen, yasamla bagdasmayacak derecede agir ve karmasik da
olabilir. Konjenital malformasyonlar tedavi edilmesi zor, masrafli, aileye ve topluma
blyuk maddi ve manevi yiki olan halk sagligi sorunlaridir. Prekonsepsiyonel donemde
erken tan1 ve tedaviyle gerekli dnlemlerin alinmasi, konjenital malformasyonlara yol acan
faktorlerin belirlenmesi blylk énem arz eder (Copp vd., 2010; Liu vd., 2017). Noral tip
defektlerinin beraberinde goriilen ortopedik, tirolojik ve nérosirurjik patolojiler sebebiyle
olusturulan multidisipliner tedavi yaklagimlarinda dahi morbidite ve mortalite oranlari

yuksektir (Blencowe vd., 2010; Yi vd., 2011).

Ulkemizde her yil yaklasik olarak 5000 ¢ocugun bu hastalikla dogdugu goriiliir. Risk
faktorleri arastirildiginda annenin yasi, egitim diizeyi ve yasadig1 bolgeye gore farklilik
gosterdigi, egitim diizeyi diisiik, li¢ ve iizeri dogum yapmis ve kiiciik yastaki kadinlarda
daha sik goriildiigii bilinir. Ayrica NTD sikligi basta beslenme, cografi bolge, irk ve
cevresel etkenlere bagli farklilik gosterir (Tungbilek vd., 1999).
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Resim 1.6: NTD alt tipleri kapanis asama gorseli (Greene ve Copp, 2014)

Insanlarda yaygin olarak néral tiip defektleri olarak siniflandirilan malformasyonlarin
gelisimsel kokeni Resim 1.6’da gosterilmistir. Resim 1.6’ya gore A ve B primer
norulasyon bozukluklari arasinda, noral tiiplin kapanmay1 baslatamadig1 durumu gosterir.
Beynin ¢ogu ve tiim omurganin agik kaldigi duruma kranioraksizis (A) adi verilir.
Kapatma basarili bir sekilde baslatilirsa, kraniyal ve / veya spinal noral kivrimlar (B)
kapanamaz. (C) Ikincil nérulasyon bozukluklari, néral tiipiin bitisik dokulardan tamamen
ayrilmamasi, boylece baglama ve hareketliligin azalmasini i¢erir. Omurilik cilt tarafindan

kaplanir ve genellikle heniiz bilinmeyen mekanizmalar yoluyla yag dokusu birikimi
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(lipoma) ile iliskilidir. (D) Iskelet sonras1 kemik yapisi tam olarak gelismediginde,
postnoriilasyon sonrast kusurlar ortaya ¢ikabilir. Beyin dokusu olsun olmasin,
meninkslerin bir kafatas1 defekti yoluyla fitiklasmasi ensefalosel Gretirken, spinal

bodlgedeki benzer bir kusur meningosel Uretir (Greene ve Copp, 2014).
1.4. Metoklopramid

Metoklopramid 1960’11 yillarin basinda dopamin inhibitorii olarak gelistirildi. 1k
kullanimi ise 1964 yilinda J. Besancon tarafinda yapildi. Avrupa’ da yaygin olarak 1968
yilinda 6zellikle gebelige bagli bulanti ve kusmalarda kullanildi. Metoklopramid’in ilk
olarak gelistirilme amac1 gebelik esnasinda olusan bulantinin tedavisi olmasina ragmen,
kemoterapiye bagli olan bulanti ve kusmada da etkisinin oldugu gériilmistiir. Radyolojik
uygulamalarda da ince bagirsaklarin goriintiillenmesini kolaylastirdig1 anlasildi ayrica
metoklopramid’in bazi formlarinin santral sinir sistemi tiimdrii ve biiyiik hiicreli akciger
kanserinin tedavisinde radyasyona duyarli bir ajan oldugu tespit edildi. Metoklopramid’in
kullanimma 1979°da A.B.D. Gida ve ilag Idaresi (FDA) tarafindan izin verildi (Keskiis,
2002). Metoklopramid, gunimiizde enfeksiyon hastaliklarindan sonra olusan sindirim
diizensizliklerinde, dispepside, kanser kemoterapisi ve radyasyon nedenli bulanti ve
kusmalarda, mide ve ince barsakta radyalojik tetkikler yapilacagi zaman mide
bosaltilmas1 ve baryumun barsaga gecisini kolaylastirmada, ince bagirsaga tiip
yerlestirilmesi gerektiginde tiiplin pylorus’tan ge¢irilemedigi durumlarda gevsetici
olarak, gastrodzofageal reflii ve mide iilserlerinde kullanilan benzamid tiirevi dopamin

antagonisti antiemetik olarak kullanilir (Ommaty, 2006).
1.4.1. Metoklopramidin Farmakokinetik Ozellikleri

Metoklopramid oral uygulandiktan 1 saat iginde plazmada maksimum konsantrasyona
ulagir ortalama 20,00 ve 40,00 mg doz uygulandiktan 1 saat sonra sirasiyla yaklasik 40
ve 80 mg/mL Konsantrasyona ulasir. Ancak karacigerde ilk gecis etkisinden dolay1
bireyler arasinda farklilik gosterebilir. Metoklopramidin oral yolla alimindan 2 saat sonra,
plazmadaki konsantrasyonunun asir1 yiikselmesi durumunda, anne siitiine kolaylikla
gecer. Oral dozun %801 ya degisiklige ugramadan ya da konjuge olarak 24 saat iginde
atilir. Atilma saglikli bireylerde 2 ila 5 saat, orta siddette bobrek yetmezligi olan
hastalarda ise yaklasik 14 saate olur. (Harrington vd., 1983)
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1.4.2. Metoklopramid’in Farmakolojik Ozellikleri

Metoklopramid benzamid tiirevi antagonistidir. Diisiik dozda santral sinir sisteminde ve
periferde dopamin D2 reseptorlerini bloke eder. Yiksek dozda daha belirgin olmak zere,
serotonin 5-HT3 reseptorlerini bloke eder. 5-HT4 reseptorlerin agonistidir, onlar1 aktive
eder. Terapdtik doz aralifinin alt kismina uyan dozlarda mide bulantisi giderici etkisi
antidopaminerjik etkinligine dayanir. Agiz yolundan verildiginde tamamina yakin
absorbe edilir. Fakat biyoyararlanimi bireyler arasinda belirgin farklilik gosterir. Oral
biyoyararlanimin %32 ve % 98 arasinda degistii saptanmistir. Bu durum, barsaktan
absorbe edildikten sonra ilk gegiste karacigerdeki eliminasyon hizinin bireyler arasinda
fazla degiskenlik gostermesine baglidir. Absorbsiyonu hizlidir; oral alimimdan 30 dk
sonra maksimum plazma diizeyine ulasir. Karacigerde metabolize olur ve alinan dozun
yaklasik %20’si bobrekten degismeden atilir. Eliminasyon yarilanma omrii 2,6-5,4
saattir. Bobrek yetmezliginde bu deger 14 saate kadar yiikselir. Bobrekten degismeden
atilan fraksiyonun fazla olmamasina ragmen, bu durum bobrek yetmezliginde
eliminasyonun yavaslamasi; bu organdan atilmasini yavaglatan konjugat seklindeki

metoklopramit metabolitlerinin enterohepatik siklusa girmesi ile agiklanir ( Kayaalp,
2002).

1.4.3. Metoklopramidin Kullamim Sekli ve Yan Etkileri

Metoklopramid genellikle ameliyattan sonra olusabilen bulanti ve kusmanin
onlenmesinde kullanilmakla birlikte, migren tipi bas agrisi, diyabetik mide tembelligi gibi
cesitli durumlarda etkin bir sekilde kullanildig: belirtilmistir. Acil servislerde bulanti-
kusma tedavisinde siklikla kullanilan ajanlardan biri olan metoklopramid, vertigonun
tedavisinde de kullanilabildigi belirtilmistir. Agr1 kesici, kusma onleyici ve peristaltik
hareketleri arttirarak yemeklerin ince bagirsaga iletimini kolaylastiric1 6zellikleri oldugu
bildirilir (Yildiz, 2017). Antiemetik olarak, ameliyat sonrasinda, radyasyona,
kemoterapiye ve kronik bobrek yetmezligine bagli kusmalarda, endoskopi
incelemelerinde, anestezi esnasinda, aurali migren tedavisinde genellikle oral yolla giinde
4 kez 10,00 mg a¢ karnina ve yatarken verilir (Reynolds, 1993). Metoklopramid’in
giinliik dozunun 500 pg/kg’t astig1 durumlarda bazi yan etkiler goriiliir. Bu yan etkilere
uykusuzluk, halsizlik, agizda ve ciltte kuruluk, hipotansiyon yada hipertansiyon olarak
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ornek verilir. Bununla birlikte asir1 hassasiyet reaksiyonlar1 ve idrar yapmada zorlanma
da olabilir.

Sodyum bikarbonat, kloramfenikol ve sefalosporinlerle gecimsizlik gosterirken,
cisplatin, metotreksat sodyum ve doksorubisin hidroklorir ile kullanildiginda ise ilacin

sicakligina ve pH’1na dikkat edilmesi gerekir (Gilman vd., 1991).
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2. MATERYAL ve METOT

Bu calisma icin Afyon Kocatepe Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’ndan(AKUHADYEK-96-22) tarih ve 49533702/216 sayili karar1 ile etik kurul
izni alindi (EK-1). Calismanin her asamasinda yapilan tim islemler etik kurul
yonergesine gore kurallara uygun sekilde gerceklestirildi. Calismanin tiim deney asamasi
Afyon Kocatepe Universitesi Veteriner Fakiiltesi Anatomi Anabilim Dali’inda

gergeklestirildi.
2.1. Deney Sirasinda Kullamlan Kimyasallar

e Metoklopiramid (C14H22CIN302)
e Hematoksilen

e Eosin

e Parafin

e Baticon

e Ethanol %99

e Methanol

e Ksilen

e Formaldehit

e Entellan
2.2. Deney Materyali

Agirliklar1 60£5 gr arasinda, beyaz, fertil ve 0 glnlik 100 adet SPF (specific patogen
free) yumurtalar kullanildi. Kullanilan yumurtalar izmir Bornova Veteriner Kontrol

Enstitiisti Mudirligi’nden getirildi.
2.3. Laboratuvar Kosullar:

Deneyde Afyon Kocatepe Universitesi Veteriner Fakiiltesi Anatomi Anabilim Dali
Labaratuvarinda bulunan inkiibator ve belirtilen kimyasallara ek olarak, biyik cam kap,
petri kutusu, steril seffaf kasik, penset, forceps, makas, gaz tampon, Hamilton mikro

enjektorii, ipek flaster, parafilm, distile su, plastik kapakli kap, hassas terazi, baticon,
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alkol, mikropipet, enjektdr ve elde edilen embriyolarin saklanmast i¢in %10’luk

formaldehit soltisyonu kullanildi.
2.4. Inkiibator

Calismada Afyon Kocatepe Universitesi Veteriner Fakiiltesi Anatomi Anabilim Dali
Labaratuvarinda standardizasyonu yapilmis olan Cimuka marka otomatik inklbator
kullanild:. Inkiibatér standardizasyonu %60+5 bagil nem oran1 ve 37.5+0.5°C sabit ortam
sicaklig1 olarak belirlendi. inkiibatér ideal olan ortam sicakhigina ve ideal bagil nem
oranina ulagincaya kadar 1 saat bos bir sekilde ¢alistirildi. Yumurtalar inkibatore sivri
kismi agag1 dogru olacak sekilde yerlestirildi ve 45° agiyla 2 saatte bir otomatik olarak

inkiibator tarafindan donduraldu.
2.5. Deney Gruplariin Olusturulmasi

SPF yumurtalar asagida belirtilen bir kontrol , (¢ deney olmak Uzere dort farkli gruba
ayrildi. Kontrol grubunda 23 adet, diisiik doz grubunda 21 adet, orta doz grubunda 22,
yuksek dozda ise 21 embriyo incelendi. Yumurtalar icin ideal gorilen 37.5+0.5°C 1s1 ve
%60+5 bagil nem kosullar1 saglandiktan sonra spf yumurtalar inkabatorde 48 saat

boyunca takip edildi.

Cizelge 2.1 : Deney gruplar1 ve uygulanan ilaglarin dozlari.

Kullanilan Etken ors .

Gruplar Madde ve Dozlar1 Verilis Yolu ve Hacmi

Grup 1 Metoklopiramid 0.05 Subblastodermik alana 0.03 ml
mg/kg

Grup 2 Metoklopiramid 0.1 Subblastodermik alana 0.03 ml
mg/kg

Grup 3 Metoklopiramid 0.15 Subblastodermik alana 0.03 ml
mg/kg

Grup 4 Kontrol Sham

Calismanin 24 ve 28. saatleri arasinda dollenmis spf yumurtalar inkiibatérden ¢ikarildi.
Yumurta kabugu baticon ve %70 etil alkol ile dezenfekte edilerek steril sartlar saglandi
ve yine steril forcepsler yardimiyla yaklagik 0.5 cm'lik pencereler acildi ve agilan
pencerelerden embriyolar goriildii. Sonrasinda pencereden Hamilton mikroenjektori ile

yaklasik 45° ag1 verilerek daha 6nce hazirlanmis, calisma prosediiriinde belirtilen
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dozlardaki Metoklopiramid (Vomepram 2ml/10mg ampul,Vem ilag San. ve Tic. A.S.)
steril sartlarda serum fizyolojikte cozllerek tlm gruplara 30 pl olacak sekilde
subblastodermik alana enjekte edildi. Kontrol grubuna herhangi bir ajan enjekte edilmedi.
Enjeksiyondan sonra yumurtalardaki pencereler steril drape ile kapatildi ve kapatilan

yumurta 180° derece cevrilerek uygun kosullardaki inkiibatdre tekrar yerlestirildi.
2.6.Embriyolarin Elde Edilmesi

Inkiibasyonun 44-48. saatinde yumurtalar inkiibatrden cikarilarak, oda sicakliginda
sogutuldu. Yumurtanin iizerine povidon iyodiir ve sonrasinda %70 etil alkol dokulerek
dezenfekte edildi. Yumurtalar steril forcepslerin yardimiyla kirillarak daha biylk bir
pencereler agildi. Agilan pencerelerin ardindan gorulen ince koryoallantoik membran
yine forceps yardimiyla kaldirildi. Kaldirilan karyoallantoik membranin altinda
embriyonal disk tespit edildi. Embriyonal diskin lateral gevresinden yaklasik 0.5 cm
kesiler atildi bu kesiler diseksiyon makasi yardimiyla saglandi. Sonrasinda tek
kullanimlik steril seffaf kagik yardimi ile embriyonun altina girilerek embriyonal disk ve
vitellin membrandan birbirinden ayrildi. Ayrilan embriyo daha once hazirlanan,
icerisinde distile su bulunan petri kabimna alindi. Petri kabindaki distile su igindeki

embriyolar %10 formaldehit ¢ozeltisi igerisine alindi.
2.7. Embriyolarin Makroskobik ve Mikroskobik Incelenmesi

Elde edilen embriyolar % 10 formaldehit solisyonu icinde 48 saat bekletildikten sonra %
5 formaldehit igine alinarak 48 saat boyunca da burada bekletildi. Sonrasinda diseksiyon
forsepsi yardimiyla lam Uzerine alinan embriyolar pipet i¢ine alinan distile su ile yikanip
Hamburger-Hamilton Tavuk Embriyo Smniflandirma Sistemi esas alinarak, 1sik
mikroskobunda 40°1ik biiyiitme yapilan embriyolar degerlendirildi. Noral tipun agikligi-
kapalilig1, bas-kic uzunlugu, somit sayilar1 belirlendi ve embriyolar siniflandirildi.
Toplamda 33 embriyoda agma hatasi, 3 embriyonun bos olmasi nedeniyle ¢aligsma dis1
tutuldu. Mikroskopik inceleme yapmak i¢in embriyolar lamlara alinarak seffaflastirma
islemi yapildi, sonrasinda eosin ve hemotoksilen ile boyama yapilan embriyolar entellan

ile kapatildi.
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2.8.Verilerin Degerlendirilmesi

Elde edilen verilerin istatiksel analizi SPSS 20 (Statistical Package fort he Social
Sciences) programi ile yapildi. Embriyolarin somit sayisi1 ve bas-ki¢ uzunlugu, Mann-
Whitney U, One Sample Custom, Kruskal-Wallis ve Simirnow testleri kullanilarak
degerlendirildi. P<0.05 olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Veriler
ortalamazxstandart sapma seklinde gosterildi.
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3. BULGULAR

Calismamizda degisik dozlarda kullanilan metpamid’in noral tiipiin gelisimi iizerine
etkileri arastirildi ve metoklopramid enjekte edilen gruplar diisiik doz, orta doz, yliksek
doz ve kontrol grubuna ait bulgular sunuldu. Kontrol grubunda 23 embriyo incelenirken,
diisiik doz grubunda 21, orta doz grubunda 22 ve yilksek doz grubunda 21 adet embriyo
incelendi. Morfolojik degerlendirmede noral tiipte agiklik veya kapalilik, embriyonun
bas-kic uzunlugu, embriyolojik gelisimin olup olmamasi ve somit sayilart 151k
mikroskobu ve stereo mikroskop yardimiyla degerlendirildi ve istatistiksel analizler tablo
seklinde ifade edildi.

Calismanin sonucunda gruplar arasi noral tiip agik-kapalilik durumu Tablo 3.1.” de

gosterilmistir.

Cizelge 3.1: Gruplar arasi noral tiip agik-kapalilik durumu.

Parametreler Kontrol Dusiik Orta Yuksek
Doz Doz Doz

Noral Tip A¢ik 1 3 3 3

Noral Ttip Kapali 22 18 19 18

Tablo 3.1°e gore kontrol grubunda 22 embriyoda néral tiipiin kapali oldugu (%88), 1
embriyoda noral tiiplin acik oldugu (%4), 1 embriyoda gelisim geriligi oldugu (%#4), 1
embriyoda diskin olugsmadigi (%4) ve agma hatasi olmadigi (%0) belirlendi. Diisiik doz
(0.05 pg/ kg /1,5 pg/yumurta basi) metoklopramid enjekte edildikten sonra 18 embriyoda
noral tiipiin kapali oldugu (% 72), 3 embriyoda noral tiiplin acik oldugu (% 12), 1
embriyoda gelisim geriligi oldugu (% 4), 2 embriyoda diskin olusmadigi (% 8) ve 1
embriyoda ise agma hatasi olustugu (% 4) goriildi. Orta doz (0.1 pg/kg/7,5 pg/yumurta
bas1) metoklopramid enjeksiyonu sonrasi 19 embriyoda néral tiipiin kapali oldugu (% 76),
3 embriyoda ndral tiipiin agik oldugu (% 12), 1 embriyoda gelisim geriligi oldugu (% 4),
1 embriyoda diskin olusmadigi (% 4) ve 1 embriyoda ise agma hatasi olustugu (% 4)
saptand1. Yiksek doz (0.15 pg/kg/15 pg/yumurta basi) metoklopramid enjeksiyonu
sonrasi 18 embriyoda noral tiipiin kapali oldugu (% 72), 3 embriyoda noéral tiipiin acik
oldugu (% 12), 1 embriyoda gelisim geriligi oldugu (% 4), 2 embriyoda diskin olugsmadig1

(% 8) ve 1 embriyoda ise agma hatasi olustugu (% 4) goriildii.
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Cizelge 3.2: Gruplara gore somit sayisi ve bas-ki¢ 6lgtimlerinin dagilimu.

Somit Sayisi Bas-Ki¢(mm)
Gruplar MEANS +SE MEANS +SE
Kontrol 27,00 +£1,09 5,86+ 0,152
Diisiik Doz 27,68 0,88 587+0,17°
Orta Doz 28,33+ 0,64 6,27 +£0,13°
Yuksek Doz 29,54 + 0,47 6,71 +0,95°¢
P Degeri 0,109 0,000

a,b : Ayni siitunda farkl harf tastyan gruplar arasi farklilik 6nemlidir.

p<0,05 : Kontrol grubuna nazaran anlamli olarak farklidir

Tablo 3.2 incelendiginde kontrol grubunda bas-ki¢ uzunlugunun 5,86 + 0,15 mm, somit
sayisinin 27,00 £ 1,09 oldugu, embriyolarin Hamburger Hamilton skalasina gére 11-12.

evre araliginda oldugu anlasildi,

Diisiik doz grubunda bas-ki¢ uzunlugunun 5,87 £ 0,17 mm oldugu, somit sayisinin 27 +
1,09 oldugu, embriyolarin Hamburger Hamilton skalasina gore 11-12. evre araliginda

oldugu tespit edildi,

Orta doz grubunda bas-ki¢ uzunlugunun 6,27 + 0,13 mm oldugu, somit sayisinin 28,33 +
0,64 oldugu, embriyolarin Hamburger Hamilton skalasina gore 11-12. evre araliginda

oldugu saptandi,

Yiiksek doz grubunda bag-ki¢ uzunlugunun 6,71 £ 0,95 mm oldugu, somit sayisinin 29,54
+ 0,47 oldugu, embriyonun Hamburger Hamilton skalasina gore 11-12. evre araliginda

oldugu goriildi.

Tablo 3.2°deki bulgular dogrultusunda somit sayis1 bakimindan deney gruplari ile kontrol
grubu arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli olmadigi saptandi (p>0.05). Aym
tabloya gore bas-ki¢ uzunluklari ortalamasi kontrol grubu (5,86 mm) ile diisiik doz (5,87
mm) grubuna benzer iken, orta doz grubunda 6,27 mm’ye, yiiksek doz grubunda ise 6,71
mm’ye yiikseldigi ve aradaki farklarin istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi
(P<0.05). Bu bulgu metpamid’in orta ve yuksek dozunun embriyo gelisiminde artiga

neden olabilecegini diisiindiirdii.
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4. TARTISMA

Anormal norulasyon sonucunda olusan noral tiip defektleri, fetal veya embriyonel
donemde Oliimle sonuglanabilmesinin yani sira dogumdan sonraki siiregte medikal,
finansal, sosyal sorunlari beraberinde getiren ve uzun siireli rehabilitasyon ihtiyaci

duyulan konjenital malformasyonlardir.

NTD, topluma getirdigi sorunlarla beraber 6nlenebilir olmasindan dolayr 6nemli bir
arastirma konusu olmustur. Spina Bifida’ dan Anensefali’ye kadar gesitli kapanma
defekti asamasinda incelenen noéral tip defektlerinin ABD istatistik verilerine gore
goriilme sikligi 1/1000 oranindadir (Selguki vd., 2008). ‘‘Tirkiye’de Konjenital
Malformasyon Sikligi, Dagilimi, Risk Faktorleri ve Yeni doganlarin Antropometrik
Degerlendirmesi Arastirmasi-1993°’sonucunda Tiirkiye’de goriilme sikliginin 3/1000
oraninda oldugu tespit edilmistir ve arastirmaya goére noral tiip defektlerinin Ulkemizde
sik¢a karsilasilan konjenital anomalilerden oldugu belirtilmistir (Tungbilek vd., 1996).
Yine de Noral tip defektlerinin giiniimiizde azalma gostermesinin yani sira
yenidoganlarda en sik goriilen konjenital anomaliler arasindadir. Disabilite, merkezi sinir
sistemi enfeksiyonlari, iskelet bozukluklari, bobrek anomalileri, beslenme intoleranslari
yasam kalitesini olumsuz etkileyen faktorler arasindadir. Ebeveynlerinde noral tiip
defekti olanlar, 6nceki ¢ocukta noral tlp defekti olanlar, folik asit eksikligi olanlar,,
sosyoekonomik diizeyi diisiik olanlar, annenin kullandig1 karbemezepin, valproat gibi
antiepileptikler, annede kotl kontrollii diyabetes mellitus, gestasyonel hipertermi, ates,
sosyoekonomik durumun diisiik olmasi1 noral tlip defektinin sikligini etkilemektedir

(Ozcan, 2019).

Baslica noral tiip defekti modelleme yontemleri arasinda; memeliler, kanatlilar, amfibi
hayvanlar ve bilgisayar modellemeleri yer almaktadir. Bu modellerin birbirlerine gore
olumlu ve olumsuz yonleri vardir vardir. Rat ve tavsan gibi memeli modeller daha
komplike ve uzun soluklu bir ¢alisma gerektirirken, kanatlilar ve amfibilerle ¢alismak
daha basit ve pratiktir. Erken donem tavuk embriyosu modeli de memelilerin embriyonel
gelisimin ilk ayiyla benzerlik gosteren ve kimyasal ajanlarin embriyonel gelisimin

uzerinde etkilerinin incelendigi ideal bir modeldir (Selguki vd., 2008).
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Noral tiip defektinin olusum bigimini anlamak i¢in ndriilasyon siirecinin tiim basamaklar1
bilinmelidir. Noral tipun gelisimi intrinsik ve intrinsik unsurlar tarafindan diizenlenmis
multifaktoryel bir strectir (Nathalie vd., 2001).

Yiiksek vertebrali canlilarda noriilasyon primer ve sekonter safhada gerceklesir. Primer
noriilasyon esnasinda yassi olan ektodermal ndral plak, noral tiipe doniisiir. Bu siire¢ ard
arda gergeklesen 4 boliimden olusur. Bunlardan birincisi ektodermin kalinlagmasiyla
noral plagin olusumu, ikincisi noral plagin sekillenmesi, tigiinciisti noral plagin biikiilmesi
sonuncusu ise noral yarigin kapanmasidir. Kaudal néroporun kapanmasinin ardindan
kaudal eminensin de kapanmasiyla sekonder nériilasyon goralir. Kaudal eminens,
regrese olan primitif streakten koken alan pluripotent hiicrelerden olusur. Bu hiicrelerden
noral kord, arka barsagin bir boliimii, kaudal notokord ve somit gelisir. Sonraki surecte
mezensimal kord, epitelyal korda doniisiir ve primer noral tuple birleserek spinal kordun
kalan sakral ve koksigeal segmentlerini olusturur. Noral tiiplin gelisimi iizerine aragtirma
yapilan ve bu aragtirmada erken donem tavuk embriyo modelinin tercih edildigi ¢ok fazla
calisma vardir (Yerby, 2003;Ertekin vd., 2019; Dady ve Duband, 2017; Mete vd., 2016).
Tavuk embriyosunun gelisim siirecinde ilk 48 saat memeli omurgasinin embriyonik
gelisiminin ilk ayiyla benzerlik gosterir. Bu nedenle erken dénem tavuk embriyolarinin
kullanimi noral tiipte defekte neden olabilecegi ongoriilen maddeler igin icin oldukca
uygundur (Atay vd., 2020; Emon vd., 2015). Birgok g¢alismada en fazla kullanilan
teratojenik maddelerin noral tlipte agiklik ve kapalilik durumuna etkisi incelenmistir
(Yildiz ve Akbayrak, 2008; Song vd., 2012). Biz ise sunulan bilgiler 1g18inda siklikla
recete edilen santral ve periferik etkili bir antiemetik olan metoklopramidin noral tip
gelisimine olumlu veya olumsuz etkilerini arastirip yapilan benzer ¢alismalarla tezimizi
desteklemeyi amagladik. Bu c¢alismalarda grup basina yaklasik 10 adet yumurta
kullanilirken bizim c¢alismamizda 25 yumurta kullanilmigtir. Kanatli hayvan
yumurtalarmin kullanildigi caligmalarda maddenin uygun ¢ozictde ¢ozinmesi 6nemli
bir etkendir. Bu nedenle en uygun steril distile su ¢6ziicii olarak kullanilmistir. Literatiir

taramalarinda da goriildiigii iizere ¢alisma dnceki ¢alismalarla paralellik gostermektedir.

Acar Kaya (2021) 100 adet ve 61 + 5 gr agirlikta olan spf yumurtaya liraglutid enjekte
etmis ve inkiibasyona aldig1 yumurtalar1 48. saatin sonunda agip embriyolar1 ¢ikararak

makroskobik, mikroskobik ve histopatolojik olarak degerlendirmistir. Degerlendirme
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sonucunda liragtudin yliksek dozunun embriyoda gelisim geriligine neden olabilecegini

tespit etmistir.

Cetinkal vd. (2010) erken dénem civciv embriyo modelinde meloksikamin noéral tiiplin
gelisimi tizerine etkilerini belirlemek amaciyla yaptiklar1 ¢alismada, her grupta 25 adet
olmak (izere 100 adet olan 65 + 5 gr agirhiginda SPF yumurtalara 2.2 mg/kg, 5.5 mg/kg
ve 11 mg/kg olarak ii¢ farkli dozda meloksikami embriyonel diskin altina enjekte
etmiglerdir. Yiiksek doz verildiginde erken donem tavuk embriyosunda noral tup defekti
insidansini arttirdig1 ve embriyolojik gelisimi yavaglattigini saptamislardir. Diisiik dozda
kullaniminda ise daha genis denek sayisina ve ileri caligmalara ihtiya¢ oldugunu

belirtmislerdir.

Vatansever vd. (2003) civciv embriyo modeli deneyinde terapotik dozlarda(10 mg/m2 ,
20 mg/m2 , 40 mg/m2 ) in ovo olarak metotreksat enjekte etmislerdir. Calismada 40 adet
patojen icermeyen (SPF) beyaz Leghorn tipi tavuk embriyosu kullanilmis ve 48-72 saatlik
inklibasyondan sonra embriyolarda noral tiplin kapanmasi defektlerinin oldugunu

saptamislardir.

Whitsel vd. (2002), antiepileptik olarak kullanilan valproik asitin teratojenik etkilerini
incelemeyi amaglamiglar ve inkiibasyonun 24. saatinde embriyonel diskin altina degisik
dozlarda enjeksiyon uygulamiglardir, makroskobik olarak biyimede gerileme, goz

dokusu ve iskelet sisteminde ait anomaliler tespit etmiglerdir.

Ozer vd. (2012) antiepileptik olan levetirasetami erken dénem tavuk embriyolarmi 24
saatlik inkiibe ettikten sonra koryoallantoik membran altina enjekte ederek yapilan
calismada, noral tiip gelisimine bakilmis ve deney gruplarinda embriyonik gelisimin

olumsuz olarak etkilenerek noéral tiipiin kapanmasinda gecikmeler oldugu saptanmustir.

Lee vd. (1982) erken donem tavuk embriyolarina farkli dozlarda kafein enjekte etmis ve
500 pg/ml kafeinin noral tiip defekti gelisme sikligini belirgin sekilde arttirdigini tespit

etmislerdir.

Ertekin vd. (2019) ¢alismalarinda 75 adet SPF yumurtay1 her biri 15 yumurtadan olusan
5 gruba ayirmiglar ve 28 saat sureyle inkibe ettikleri yumurtalara subblastodermik yoldan

Non Steroid Antioksidan bir ilag¢ olan diklofenak sodyumu uygulamislar, inkiibasyon 48
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saatin sonuna kadar siirdiiriilmiis agilan yumurtalarin embriyonik membranlarindan
diseke edilerek yapilan degerlendirme sonucunda embriyoda noéral tiip kusurlari tespit
etmisgler, bas-ki¢ uzunlugu ve somit sayisin1 onemli Ol¢lide azalttigini bunun yaninda

noron gelisiminin etkilendigini gostermistir.

Simsek vd. (2012) serum fizyolojik ile dizel egzoz pargaciklarindan 10, 50, 100 ve 200
ng/0,1 ml olacak sekilde soliisyonlar hazirlamistir. Agirliklart 65 + 5 gr arasinda olan 5
gruba ayirdig1 120 adet SPF yumurtaya 30 saat sonunda kontrol grubundaki embriyo
disklerinin altina serum fizyolojik, digerlerine dizel egzoz parcacigi soliisyonlarindan
0,1’er ml injekte etmisler ve inkiibasyonun 72 saatinde c¢ikarilan embriyolarin
degerlendirilmesi sonucunda dizel egzos pargalarinin hiicresel diizeyde oksidatif stresi

arttirarak noral tliplin kapanmasini engelledigini saptamislardir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu calismada antiemetik olarak sik¢a kullanilan metoklopramid etken maddesi igeren
ilacin civciv embriyolarinda noral tiip defektine neden olmadigi tespit edilmistir.
Bakildiginda somit sayis1 bakimindan istatistiksel olarak anlamli olmadig: saptandi. Bas-
ki¢ uzunlugu bakimindan ise istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edildi. Tim bunlara
dayanarak farkli etken maddesi kullanarak yapilan diger cogu ¢alismalardan farkli olarak
metpamid’in orta ve yiiksek dozunun embriyo boyutunda artisa neden olabilecegi
goruldi. Calismanin civeiv embriyo modelinde gelisim siirecinin uzatilarak takip edilip

ayn1 maddenin etkileri incelenirse daha nitelikli sonuglar elde edilecegi diigtiniilmektedir.
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