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OZET

METRONIDAZOL’UN ERKEN DONEM CiVCIV EMBRIYOLARINDA NORAL TUP GELISIiMI
UZERINE ETKISI

Noral tiip defekti, konjenital kalp hastaliklarindan sonra en sik goriilen ikinci dogumsal anomali ¢esididir.
Kesin neden net olarak bilinmemesine ragmen ¢evresel ve genetik faktorlerin etkisi oldugu goriilmiistiir.
Metronidazol antibiyotik olarak kullanilmasiyla beraber merkezi sinir sistemine ve ¢evresel sinir sitemine
etkisi olan bir ilagtir. Bu ¢alismanin amact memelilerde ilk ay gelisimiyle benzerlik gosteren civciv embriyo
modelinde farkli metronidazol dozlarinin néral tiip gelisimine etkilerini arastirmaktir. Bu ¢caligmada 60+5 gr.
arasinda olan 100 adet, beyaz, fertil ve 0 giinliikk SPF (specificpatogenfree) yumurtalar kullanildi. Uygun 1s1
ve nem kosullar1 saglanan bu yumurtalar 24 ila 28 saat inkiibe edildikten sonra kontrol grubu dahil dort gruba

ayrildi. Metronidazol subblastodermik olarak Hamilton mikro enjektorii yardimiyla farkli dozlarda uygulandi.

Tekrar inkiibasyona alinan yumurtalar 48. saatin sonunda ac¢ildi, makroskobik ve mikroskobik olarak
degerlendirildi. Farkli dozlarda metronidazol enjeksiyonunun noral tiip gelisimi {izerindeki etkileri arastirildi
ve elde edilen bulgular analiz edildi. Kontrol grubunda 22 embriyo incelenirken, diisiik doz, orta doz ve yiiksek
doz grubunda sirastyla 24,23,24 embriyo incelendi. Embriyolarin morfolojik 6zellikleri, noral tliptin acik ya
da kapali olmasi, bas-ki¢ uzunluklari, embriyolojik gelisimler ve somit sayilari 151k mikroskobu ve stereo

mikroskop altinda incelenerek ele alindi. Elde edilen veriler istatistiksel analizlerle tablolar halinde sunuldu.

Kontrol grubundaki 18 embriyodan (%72) noral tiipiin kapali oldugu, 4 embriyodan (%16) noéral tiiplin agik
oldugu ve 3 embriyoda (%12) gelisim geriligi tespit edildi. Diislik doz metronidazol enjekte edilen grupta, 16
embriyodan (%64) noral tiipiin kapali oldugu, 8 embriyodan (%32) ndral tiipiin agik oldugu ve 1 embriyoda
(%4) gelisim geriligi gozlendi. Orta doz metronidazol enjekte edilen grupta ise, 16 embriyodan (%64) noral
tiiplin kapali oldugu, 7 embriyodan (%28) ndral tiipiin agik oldugu ve 2 embriyodan (%8) gelisim geriligi
saptand1. Yiiksek doz metronidazol enjekte edilen grupta ise, 14 embriyodan (%56) noral tiipiin kapali oldugu,
9 embriyodan (%36) noral tiiplin agik oldugu ve 2 embriyodan (%8) gelisim geriligi goriildii. Bu bulgular,

metronidazol dozunun artmasiyla noral tiip kapanmasini etkileyebilecegini diistindliirmektedir.

Kontrol grubunda, bas-ki¢ uzunlugunun ortalama degeri 6,28 + 0,28 mm olarak 0l¢iildii ve somit sayisi
ortalama olarak 18,20 + 0,73 olarak belirlendi. Ayrica, embriyolarin Hamburger Hamilton skalasina gore 11

ile 13. evre araliginda oldugu tespit edildi.

Ikinci olarak incelenen diisiik doz grup i¢in, bas-ki¢ uzunlugu ortalama olarak 6,98 + 0,14 mm, somit sayis1
ise ortalama olarak 20,40 + 0,61 olarak dl¢iildii. Embriyolarin Hamburger Hamilton skalasina gore 11-12.

evrede bulundugu belirlendi.



Ucgiincii olarak incelenen orta doz grup igin, bas-ki¢c uzunlugu ortalama olarak 6,46 + 0,09 mm, somit sayisi
ise ortalama olarak 19,40 + 0,66 olarak bulundu. Embriyolarin Hamburger Hamilton skalasina gére 11-12.

evre araliginda oldugu goézlendi.

Dordiincii olarak incelenen yiiksek doz grubu igin, bas-ki¢c uzunlugu ortalama olarak 6,35 £+ 0,23 mm, somit
sayis1 ise ortalama olarak 17,81 + 0,68 olarak belirlendi. Embriyonun Hamburger Hamilton skalasina gore 11-
12. evre araliginda oldugu saptandi. Verilere gore, deney gruplari ile kontrol grubu arasinda somit sayisi ve

bas-ki¢ uzunluklar1 bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (p>0,05).

Bu sonugclar, metronidazol “lin belirtilen dozlarda embriyo gelisimi veya somit sayisi tizerinde herhangi bir

etkisinin olmadig1 saptanmustir.

Anahtar Kelimeler: Civciv Embriyo Modeli, Noral Tiip, Santral Sinir Sistemi, Metronidazol

SUMMARY

EFFECT OF METRONIDAZOLE ON NEURAL TUBE DEVELOPMENT IN EARLY CHICK
EMBRYOS



Neural tube defect is the second most common type of congenital anomaly after congenital heart diseases.
Although the exact cause is not clearly known, environmental and genetic factors have been shown to have
an impact. Metronidazole is a drug that is used as an antibiotics and has effects on the central nervous
system and peripheral nervous system. The aim of this study is to investigate the effects of different doses of
metronidazole on neural tube development in a chick embryo model, which is similar to first month
development in mammals. In this study, 60+5 gr. 100 white, fertile and 0-day-old SPF (specific pathogen
free) eggs were used. These eggs, provided with appropriate temperature and humidity conditions, were
incubated for 24 to 28 hours and then divided into four groups, including the control group. Metronidazole

was administered subblastodermically at different doses with the help of a Hamilton microinjector.

The eggs, which were incubated again, were opened at the end of the 48th hour and evaluated macroscopically
and microscopically. The effects of different doses of metronidazole injection on neural tube development
were investigated and the findings were analyzed. While 22 embryos were examined in the control group, 24,
23, 24 embryos were examined in the low dose, medium dose and high dose groups, respectively. The
morphological characteristics of the embryos, whether the neural tube was open or closed, fore-aft lengths,
embryological developments and somite numbers were examined under a light microscope and a stereo

microscope. The data obtained were presented in tables with statistical analysis.

It was determined that the neural tube was closed in 18 embryos (72%) in the control group, the neural tube
was open in 4 embryos (16%), and developmental delay was detected in 3 embryos (12%). In the group
injected with low dose metronidazole, the neural tube was observed to be closed in 16 embryos (64%), the
neural tube was open in 8 embryos (32%), and developmental delay was observed in 1 embryo (4%). In the
group injected with medium dose metronidazole, the neural tube was found to be closed in 16 embryos (64%),
the neural tube was open in 7 embryos (28%), and developmental delay was detected in 2 embryos (8%). In
the group injected with high doses of metronidazole, the neural tube was observed to be closed in 14 embryos
(56%), the neural tube was open in 9 embryos (36%), and developmental delay was observed in 2 embryos
(8%). These findings suggest that increasing metronidazole dosage may affect neural tube closure.

In the control group, the average value of fore-aft length was measured as 6.28 = 0.28 mm and the average
number of somites was determined as 18.20 + 0.73. In addition, it was determined that the embryos were

between stages 11 and 13 according to the Hamburger Hamilton scale.
Secondly, for the low dose group examined, the fore-and-aft length was measured as 6.98 + 0.14 mm on

average, and the number of somites was measured as 20.40 + 0.61 on average. The embryos are 11-12 on the

Hamburger Hamilton scale. It was determined that it was in the phase



Thirdly, for the medium dose group examined, the average fore-and-aft length was found to be 6.46 + 0.09
mm, and the average number of somites was 19.40 + 0.66. The embryos are 11-12 on the Hamburger Hamilton

scale. It was observed that it was in the range of stages.

Fourthly, for the high dose group examined, the average fore-aft length was determined as 6.35 = 0.23 mm,
and the average number of somites was 17.81 & 0.68. The embryo is 11-12 on the Hamburger Hamilton scale.
It was found to be in the stage range. According to the data, there was no statistically significant difference
between the experimental groups and the control group in terms of somite number and fore-aft lengths
(p>0.05). These results showed that metronidazole had no effect on embryo development or somite number
at the indicated doses.

Keywords: Chick Embryo Model, Neural Tube, Central Nervous System, Metronidazole
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GIRIS VE AMAC

Noral tiip gelisiminde, hem genetik yatkinlik hem de ¢evresel etmenler 6nemli bir rol
oynar. Noral tiip defekti (NTD) yaklasik olarak her 10.000 gebelikten altisinda goriiliir. En
sik karsilasilan NTD tipleri arasinda anensefali ve spina bifida bulunmaktadir.
Yenidoganlarda dogumsal defektler %3-5 oraninda gozlemlenirken, NTD'ler dogumla
ilgili defektlere bagli yenidogan 6liimlerinin %7'sini olusturur (Cragan vd., 1995). Noral
Tiip Defekti, embriyonik gelisimin erken asamalarinda ndral tiipiin kapanma siirecinde
ortaya cikan santral sinir sistemi anormalliklerini iceren bir grup dogumsal hastaliktir
(Fuchs, 1997). Embriyonun gelisimini etkileyen faktorler sonucunda noéral tiipiin gesitli
bolgelerinde kapanma eksikligi meydana gelir. Kapanma siirecindeki aksakliklarin
zamanlamasi ve siddeti, kranial ve kaudal uglarda defektlerin ortaya ¢ikmasma neden
olabilir. Ornegin, 23 ila 26. giin arasindaki hasarlar genellikle kranial néroporu etkiler ve
anensefali gibi durumlara yol agar; ancak 26. giin sonrasindaki hasarlar genellikle kaudal
noroporu etkiler ve sonug olarak meningomyelosel gibi durumlarla iliskilendirilir (French,

1990).

Metronidazol (FLAGYL® % 0.5 enjeksiyonluk ¢o6zelti (hidroksietil, metil,
nitroimidazol) antibiyotik grubuna ait bir ilagtir. Hayvanlarda ve insanlarda anaerobik
bakterilerin sebep oldugu enfeksiyonlari iyilestirmek i¢in tercih edilir (Baggot vd.1998).
Viicudun enfeksiyona neden olan bakteri ve parazitlerin yasamini sonlandirir. Protozoaya
karsa aktiftir. Proteinlerin nitro gruplarini bloke eder ve protozoa hiicrelerinde okside edici
restorasyon dengesini tahrip eder bu da toksik {irlinlerin birikmesine neden olur.
Protozoanin DNA's1 ile reaksiyona girer ve 0liimlerine neden olur, iyi ve hizli bir sekilde
emilir ve kanda birikir. Agirlikl olarak idrar yoluyla kismen atilir. Metronidazoliin en
onemli yan etkisi sinir sistemi ile alakali olan etkileridir. Santral sinir sistemine olan toksik
etkileri ve periferik ndropati yan etkisi de vardir. Bu etkiler tedavi siiresinin uzunlugu,
ilacin yiiksek doz kullanimi ya da ikisinin ayni anda varligi s6z konusu oldugunda rastlanir

(Coxon ve Pallis, 1976; Duffy vd., 1985; Frey ve Hauser, 2003).

Farkli ajanlarin noral tiip defektlerine olan etkileri cesitli ¢alismalarla incelenmistir.
Ancak, Metronidazol ‘iin noral tiip gelisimine olan etkileri hakkinda 6zel olarak tavuk

embriyolarinda yapilmis spesifik bir arastirmaya rastlamadik. Bu ¢alismada, Metronidazol



“in civciv embriyolarinda noral tiip tizerindeki etkilerini histopatolojik olarak inceleyerek

farkli dozlardaki Metronidazol ‘un néral tiip gelisimine etkilerini arastirmay1 hedefledik.
2. GENEL BILGILER
Noral Tiip Defekti

Embriyogenezin erken agsamalarinda normal olarak kapanmasi gereken noral tiipiin
kapanma eksiklikleri sonucunda ortaya ¢ikan, santral sinir sistemi (SSS) anomalilerini
iceren dogustan gelen bir hastalik grubudur (Fuchs, 1997). Noral tiip defektleri bazen
Olimciil seyredebilirken, genellikle kalict kusurlara yol agabilen dogustan gelen

bozukluklardir.

NTD'ler, bazen oliimciil olabilen, bazi durumlarda ise kalic1 deformitelere yol
acabilen dogumsal anomalilerdir (Duffy vd., 1985). Canli dogumlarin %]1'inde santral sinir
sisteminin (SSS) dogumsal anomalileri gozlemlenir, bu anomalilerin ¢ogu, viicudun arka-
orta hattinda noral tiipiin kapanma veya gelisimindeki bozukluklar sonucunda meydana
gelir (Fuchs,1997; French, 1990). Noral tiip, gebeligin ilk dort haftasinda omurilik ve beyin
gelisimini baslatir. Noral tiiplerin tam olarak olugsmamasinin nedeni heniiz kesin sekilde
bilinmese bile, genetik ve ¢evresel faktorlerin bir arada etkili oldugu diistiniilen durumlar
vardir (Grossman ve Loftus, 1999). NTD olarak adlandirilan malformasyonlar arasinda
anensefali, ensefalosel, spina bifida okkulta, meningosel ve meningomyelosel

bulunmaktadir.

1.Noral Tiip Kapanma Defektleri

e Anensefali

eEnsefalosel

e Spina bifida okkulta: Noroenterik kist, Lumbosakral lipom, Spinal
e Meningosel

eMyelomeningosel

Cizelge 1.1. Noral Tiip Kapanma Defektleri



2.2. Noral Tiipiin Evrimi

2.2.1. Embriyolojik gelisim

Dogum sonrasi siire¢ ve fetal donemden olusur.

2.2.2. Embriyonik diskin olusumu

Fertilizasyonu takiben olusan zigot hizla boliinmeye basglar. Bu mitotik
boliinmelerden sonra zigot, dis ve i¢ tabakalardan olusan blastomer adi verilen hiicre topu
halini alir. Embriyo yeniden boliinerek “morula (dut)” denilen 16 hiicreli yapiya ulasir
(Sadler, 1996).Fertilizasyondan 3 veya 4 giin sonra, morula adi verilen hiicre toplulugu
uterus bosluguna ilerlerken iginde bir bosluk olusur. Bosluga sivi dolmasiyla birlikte
embriyo blastokist adini alirken, i¢inde olusan bosluk blastosel olarak adlandirilir.
Embriyonun fii¢linci haftasinda ise en Onemli gelismelerden biri olan gastrulasyon
gerceklesir (Sekil 2.1.). Embriyonun 14. giiniinde, farklilagma siireci baglayarak oval ve
diiz bir disk olusur. Gastrulasyon, embriyonik diskin kaudal ucunda primitif ¢izginin
olusmasiyla ilk adim1 atar ve olugun sefalik ucunda primitif nod ortaya ¢ikar. Primitif
¢izginin sefalik ucu genisleyerek primitif diiglimii olusturur. Bu andaki embriyonik diskin
dis tarafinda ektoderm, i¢ tarafinda ise endoderm tabakasi bulunur (Larsen, 1997; Persaud,
2002; Schoenwolf ve Smith, 1990). Primitif ¢izginin olusmasiyla birlikte hiicreler, i¢
kisimlara dogru hareket gergeklestirerek, endoderm ile ektoderm arasinda bulunan
paraaksiyel intraembriyonik mezodermi olustururlar (Sadler, 2005). Sefalik bolgede
biiyiik, kaudalde ise kii¢iik ve yass1 bir disk seklinde olan ektodermal germ yapragi, primitif
nodundan koken alan yiizeyel hiicrelerin sefalik yonde ilerlemesiyle, endoderm ve
ektoderm arasinda notokord olusumunu baslatir (Schoenwolf ve Smith, 1990; Sadler,
2005). Boylece Notokord fertilizasyonun ortalama 17. giiniinde (3.haftanin basi) olusmaya
baslar (Padmanabhan, 2006). Notokordun ve prekordal mezodermin meydana ¢ikmasiyla
bu yapilarin iizerini kaplayan ektoderm kalinlasir ve boylece noral plak olusur. Noral tiip,
santral sinir sisteminin gelistigi temel yapidir (Sekil 2.2). Gebeligin 18. giiniinde, notokord
alttaki endoderm tabakadan ayrilarak bir silindir halini alir. Bu siire¢le birlikte gastrulasyon
sonucunda ii¢ germ yapragi tasiyan embriyoda ndral tiip gelisimi baslar. Bu gelisim siireci,

28. glinde tamamlanan "primer ndriilasyon" ile baglar ve ardindan 28 ile 40. giin arasinda



gerceklesen "kuyruk tomurcugunun kanalizasyonu" veya "sekonder nérulasyon" ile devam
eder. 40. giinden sonra ise intrauterin 6miir boyunca siiren "regresyon veya dediferansiyon"
asamas1 baslar, boylece noral tiip evrimi ii¢ ayri bolime ayrilmig olur (Larsen, 1997).
Gastrulasyon doneminden sonra noral tiipiin gelisimi, ndrulasyon, kanalizasyon ve

regresyon olmak sartiyla 3 asamada incelenir.

Segmentasyon

Zig bt 8 Blastomerli evre Morula

Blastula

Blastopor
(Ilk agiz)

Gastrula

Sekil 2.1. insanda Embriyonik gelisim. Fertilizasyonun ilk 3 haftasinda, zigottan

noriilasyona kadar uzanan gelisimi ve olusan her 3 germ yapragim gostermektedir.

s A
AYarklanma ot \ M B Gastrulasyen

© Gastrulation e

C. Erken organogenezs

Sekil 2.2. a. Yariklanma, b. Gastrulasyon, c. Erken organogenezis

2.2.3. Norulasyon



Bu doénem konjenital malformasyonlarin olugtugu 6nemli bir donemdir. Burada
konjenital malformasyonlarin olusmasinda temel etkenlerden birisi bu dénemin
fertilizasyonun 18-28. giinlerine bir diger ifadeyle menstrual siklusun son asamasina

tekabiil etmesi nedeniyle gebelik olusumunun farkina varilamamasidir (Frey vd., 2003).

Uciincii embriyolojik haftada, ndral tabakanin olusmasini ektoderm kalinlasarak
tetikler. Noral tabakanin bitisiginde olusan yiikseltiler, ortalarinda uzanan ¢ukurumsu
oluga sebep olur. Bu yiikseltiler noral katlant1 (neural fold) olarak adlandirilirken, ortadaki
oluk ise noral oluk (neural groove) olarak tanimlanir (Sekil 2.3.). Noral plagin gelisimi
sirasinda ayn1 zamanda paraksiyal mezoderm biiyiir ve somit ismi verilen ikililer olusur.
27.giinden hemen sonra yaklasik olarak 30 somit olusur. Bu somitler, miyosol ismi verilen
kaviteleri olusturur. Sonraki asamalarda noral plagin dis kisimlart yiikselerek noral
kivrimlar1 olustururken, ortada noral oluk bulunur (Rhoads ve Mills, 1986; Colas ve
Schoenwolf, 2001; Detrait vd., 2005). Noral kivrimlar, servikal bolgeden baslayarak
kranial ve kaudal kisimlara dogru kapanarak noral tiipi olusturur. Gebelikte 23-25.
giinlerde, 6n ve arka boliimlerin kapanmasi tamamlanir ve yiizeyel ektoderm ndral tiipten
koparak orta hatta bir araya gelir (de Bakker vd., 2017). Mezenkimal hiicreler, noral tiipten
notokord ve cilt arasina gecerek meninksler, paraspinal kaslar ve vertebral yapilar
olusturur. Noralasyon, spinal kordun L1-L2 seviyesine kadar olan boliimiinii olusturur ve
noroporlarin  kapanmasiyla tamamlanir. Spinal kord, birka¢ dilatasyon ve beyin
keseciklerinin bulundugu kapali bir tiibiiler sinir sistemi, sefalik bolgede genis ve kaudal
bolgede dardir. Bu sirada embriyo yaklasik 3 ila 5 mm boyundadir. Bu evredeki
bozukluklar, bahsedilen sistemlerin anomalilerine yol agabilir (Duband vd., 1995;
O’Rahilly ve Miiller, 2007).

2.2.4. Kanalizasyon

Gestasyonun 28-40. giinleri arasinda bulunur. Bu donemde, spinal kanalin kaudal
kismiin olusumu, ndral tiipiin kapanma doneminin aksine saglam ektoderm altinda
gergeklesir (Fuchs, 1997; French, 1990). Intrauterin yasaminin 30. giiniinde, olusan hiicre

grubunda vakuolizasyon yasanir. Vakuollerin birlesmesiyle hiicre grubunda tek bir kavite



olusur, bu olaya "kanalizasyon" denir (Sekil 2.5.). 38. giinde, bu hiicre grubu ile noral tiipiin
ist medulla spinalis seviyesinde birlesmesi ve flizyonu gergeklesir (Persaud, 2002). Noral
tiip defektleri, embriyolojik yasamin ilk dort haftasinda néral tiiplin ¢esitli kistmlarmin
yetersiz kapanmasi sonucunda ortaya ¢ikar. Kapanmanin zamani ve derecesine gore hem
kranial hem de kaudal uglarda defektler meydana gelebilir. 24ile 25.giinlerde meydana
gelen hasarlar genellikle kranial néropor etkilenmesinden kaynaklanan anensefaliye yol
acarken, 26. giin sonrasinda ortaya ¢ikan hasarlar genellikle kaudal néropor kapanmasini
etkileyen meningomyelosel gibi durumlara neden olur (Ermis ve Erdogdu, 2001) (Sekil
2.4.).

Sekil 2.3. Noral tiip olusumu.

—r ————

Sekil 2.4. Noral tiip olusumunun elektron mikroskop ile gorintiisi.

2.3. Noral Tiip Defektlerinin Etiyolojisi



Tam anlamiyla agikliga kavusturulan bir etiyolojisi bulunmamaktadir. NTD'nin
gelismesinde rol oynayan faktorler genetik ve c¢evresel kokenli faktorler olarak

diistiniilmektedir. Etiyolojik agidan, NTD'ler genellikle iki kategoride ele alinmaktadir.

2.3.1. Genetik Faktorler

Tek gen mutasyonlar1 ve kromozomal anomaliler 6nemli rol almaktadirlar. Noral
tiiptin gelisiminde bir¢ok genin etkili oldugu diisiiniilse de hiicresel diizeyde etkinligi

acikca belirlenmis olan gen sayisi oldukga azdir (Mitchell vd., 2004).

2.3.2. Cevresel Faktorler

NTD'nin ebeveynin cografi bolgeye gore farkli insidans gdstermesi,
sosyoekonomik durumuna, mevsimsel degisikliklere ve cevresel faktorlere bagli olabilir.
Noral tiip gelisimi sirasinda belirli kritik asamalarda gen-cevre etkilesiminin rol oynadigi
bilinmektedir. NTD'ye yonelik yapilan epidemiyolojik ve deneysel galismalarda, X-1s1n1,
stres, hipertermi gibi fiziksel etmenlerin; thalidomide, folat antagonistleri, androjenik
hormonlar, Ahipervitaminozu, valproat ve karbamazepin gibi ilaclarin; alkol ve diger
bagimliliklarinin; kursun, civa gibi kimyasal maddelerin; sifiliz, rubella, sitomegalovirus,
toksoplazma gibi maternal enfeksiyonlarin; diyabet, fenilketoniiri ve kretinizm gibi
maternal metabolik durumlarin merkezi sinir sisteminde dogustan gelen bozukluklara yol

acabilecegi tespit edilmistir

2.3.2.1 Cografi Faktorler:

NTD frekans: diinyanin gesitli bolgelerine gore farklilik gostermektedir. Ulkemizde
NTD’lerin siklig1 3/1000 civarinda olup diinya genelinin iistiindedir. Ulkemizde cografi
dagilima gore en sik Dogu Anadolu (4.54/1000), ikinci olarak Kuzey Anadolu’da
(4.32/1000) ve Dogu Anadolu’da (4.54/1000), en diisiik olarak Bati Anadolu’da
(2.17/1000) goriilmektedir (Tungbilek vd., 1999). Bat1 diinyasinda en yiiksek 11 prevalans
10/1000 oranina sahip izlanda ve Iskogya’dir (Pitkin, 2007). Cin'in kuzey bolgelerinde



NTD giiney bolgelerinden alti kat daha yiiksektir (Frey vd., 2003). Kuzey Iran'da
yenidoganlarda anensefali sikl1ig1 Avrupa'daki yenidoganlara gore daha yiiksektir ve en sik
goriildiigii mevsim kastir (Golalipour vd., 2010). NTD siklig1 en diisiik olarak bildiren tilke
%0,58 ile Isveg tir (Grossman ve Loftus, 1999).

2.3.2.2. Teratojen Faktorler:

Gebeligin erken asamalarinda, néral tlipiin heniiz kapanmadan Once, fetusu
etkileyen bazi kimyasal maddeler ve ¢evresel faktorler noral tiip defektlerine (NTD) neden
olabilir. Bu tiir maddelerin ve etkenlerin basinda anne adayimin kullandigi ilaglar gelir. Bazi
arastirmalar, annenin hamilelik siirecinde kullandig: ilaglarin folat seviyelerini olumsuz
etkileyerek dogustan gelen anomalilere, 6zellikle de NTD'ye yol agabilecegini ortaya
koymustur (Gammill vd., 2002; Mitchell vd., 2004; Berg vd., 2007).

Ayrica, belirli meslek gruplart da NTD riskini artirabilir. Ozellikle hemsireler,
icecek ve gida iiretimi ¢alisanlari, ciftgiler, tekstil boyama ve deri endiistrisi ¢alisanlari,
tarim ilaci uygulayicilart gibi meslek gruplari, gesitli kimyasallara maruz kalarak NTD riski
altinda olabilirler (Shaw vd., 2002; Munoz vd., 2005; Guirguis vd., 1990; Whorton vd.,
1977). Bu kimyasallar arasinda organik solventler, anestezik ajanlar, sterilizan maddeler,

viriisler, pestisidler, boyalar, x-ray 1s1nlar1 ve anestezik gazlar bulunmaktadir.

Ozellikle pestisitler ve ¢dziicii maddelerin yogun oldugu is ortamlarinda ¢alisan
kadinlarin bebeklerinde anensefali riski daha yiiksektir. Bu, bu tiir kimyasal maddelere
maruz kalan gebelerin ve calisan kadinlarin dikkatli olmalar1 gerektigini vurgular (Shaw
vd., 2002; Munoz vd., 2005; Guirguis vd., 1990; Whorton vd., 1977). Bu nedenle,
hamilelik doneminde ¢evresel etkenlere ve kimyasal maddelere dikkat etmek, noral tiip
defektlerinin 6nlenmesinde 6nemli bir adimdir (Tinkle, 1997). Karbontetraklorid,
trikloretilen ve benzenle kontamine i¢gme sularina maruz kalmanin, NTD ve major kardiyak
defekt riskini artirdig1 rapor edilmistir (Padmanabhan, 2006). Ayrica, solunan hava ve suya
polivinil klorid ve atik ¢op sahalarindan kaynaklanan kirli maddelere maruz kalmanin
olumsuz etkileri tespit edilmistir (Padmanabhan, 2006; Vrijheid vd., 2002; Morris vd.,

2003). Gebelik sirasinda asir1 miktarda alinan vitaminler, biiyiiyen bebege zarar verebilir.



A vitamininin fazla kullanimimin NTD riskini artirdigr bildirilmistir. Yayimlanan veriler,
asirt A vitamini alimmim kraniofasiyal, kardiyak, timik ve santral sinir sistemi gibi

dogustan gelen anomalileri artirabilecegini desteklemektedir (Rothman vd., 1993).

2.4. Noral Tiip Defektlerinin Klinik Tipleri
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Resim 2.1. Noral Tiip Kapanma Defektleri

2.4.1. Anensefali/Akrani

Déllenmeden sonraki 23-26 giinler arasinda noral tliplin basa yakin kismindaki
kapanma bozuklugu sonucunda ortaya ¢ikan anensefali, beyin, kafatas1 ve kafatasi
derisinin biiyiik bir kisminin eksik oldugu ciddi bir dogustan anomalidir. Bu durum, noral
tiip defektlerinin en siddetli formudur ve prognozu oldukca kotiidiir. Genellikle dogan
bebeklerin cogu ilk birka¢ giin i¢inde kaybedilir. Anensefali, defektif bir kafatasi i¢inde
serebrum ve serebellumun eksik oldugu bir durumu ifade eder. Bu hastalikla dogan

bebeklerin kiz-erkek orani 4:1 olarak bildirilmistir.

Anensefaliye sahip bebeklerin 6n beyni yoktur ve mevcut olan beyin dokusu kemik
ve deriyle kapli degildir. Bu bebekler genellikle kor, sagir ve bilingsiz bir sekilde dogarlar.
Ayrica, sinir sistemi eksikligi nedeniyle ac1 hissetme yetenekleri olmayabilir. Anensefali,

hem fiziksel hem de zihinsel agidan biiyiik bir engel olusturur ve etkilenen bebeklerin



yasam kalitesi olduk¢a diigiiktiir. Bu durum, anne adaylarina ve saglik uzmanlarina erken
tan1 ve miidahalenin 6nemini vurgular, ancak ne yazik ki anensefali genellikle hayatin ilk
asamalarinda 6liimle sonuglanir (Fenichel, 2005; Kadanali, 1992; Neyzi ve Ertugrul, 2002;
Gokalp ve Erongun, 1988) (Resim 2.2).

Resim 2.2. Anensefali

2.4.2. Ensefalosel

Beyin ve beyin zarlarinin kafatasindaki bir agikliktan disar1 dogru fitiklasmasiyla
karakterize edilen ensefalosel, noral tiip defektlerinin bir ¢esididir. Bu durumun ciddiyeti,
fitiklagsan kismin biiytikliigline ve lokalizasyonuna bagli olarak degisir. Ensefalosel, kranial
orta hattin bir defekti olarak kabul edilir. Beyin ve zarlarmin kafatasindaki kemik

defektinden kaynaklanan kistik bir fitiklagmay1 ifade eder.

Ensefalosel, noral tiip defektlerinin nadir goriilen bir tiiriidiir. Dogum sonrasinda
gerceklestirilen onarici cerrahi islem, bu durumun etkilerini hafifletmek igin tek etkili
tedavi yontemidir. Ensefalosel siklig1 diinya capinda yaklasik olarak 2/5000 olarak rapor
edilmistir (Drapkin, 1990; Engel ve Buchan, 1974; French, 1982).

Ensefalosel durumunda, hem meninks (beyin zarlari)) hem de néral doku
fitiklasirken, kranial meningoselde ise sadece meninks fitiklasmasi meydana gelir. Bu
durumlar, beynin kafatas1 disina ¢ikmasina neden olur ve genellikle ciddi tibbi miidahale
gerektirir. Ensefalosel ve kranial meningosel, dogum Oncesi tani ve uygun cerrahi

miidahale ile yonetilebilir, ancak bu durumlarin tedavisi genellikle karmagiktir ve uzun
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stirebilir. Bu durum genellikle en sik oksipital bdlgede goriilse de parietal, frontal ve
nazofarengeal bolgelerde de olusabilir. Ensefalosel vakalarinin yaklagik olarak figte
ikisinde hidrosefali tespit edilir ve hidrosefali varliginda prognoz genellikle kotiidiir.
Ensefalosel vakalarinda maternal AFP seviyelerinde siklikla yiikseklik goriliir (Beksag
vd., 2001). Lezyonun konumu ve goriiniimiine dayanarak dogumda tan1 kesinlikle konur.
Lezyonun karakteristigi, serebrospinal sivi sizintis1 varligt ve lezyonun iistiindeki orti,
cerrahi miidahalenin ne zaman yapilacagini belirler. Tamamen iyilesen (epitelize olan)
lezyonlar, genellikle planli bir sekilde cerrahi olarak ele alinirken, ince bir membrana sahip
lezyonlar acil cerrahi gerektirebilir. Lezyonun tamamen iyilesip iyilesmedigi ve
serebrospinal s1vi sizintisinin olup olmadigi, cerrahi miidahalenin zamanlamasinda kritik
rol oynar. Tamamen iyilesen lezyonlar, siklikla elektif olarak cerrahi olarak diizeltilir
clinkii bunlar genellikle ciddi acil durumlar olmaktan ¢ikar. Ancak, ince bir membrana
sahip lezyonlar, 6zellikle serebrospinal sivi sizintisi varsa, hizli bir sekilde miidahale
edilmesi gereken acil durumlar olabilir. Bu nedenle, cerrahi miidahalenin zamanlamasi,
lezyonun iyilesme durumu, sizintilarin varligi ve lezyonun {istiindeki ortii gibi faktorlere
bagli olarak dikkatle belirlenmelidir. Hem planli hem de acil cerrahi durumlar i¢in uygun
tedavi protokolleri ve prosediirler uygulanmalidir. Bu, lezyonun etkilerini minimize etmek

ve hastanin sagligini en iyi sekilde korumak igin 6nemlidir (Turan vd., 2000) (Resim 3).

Resim 2.3. Oksipital ensefalosel goriiniimii

2.4.3. iniensefali

Bu bir NTD tiiriidiir ve basin arkaya dogru biikiildiigii anlamina gelir. Bebekler,
genellikle kisa ve viicuda oranla biiylik kafaya sahiptir. Kafasi arkaya biikiilmiis
oldugundan, gozler yukar1 bakmakta ve yiiziinii kaplayan deri gogiis derisi ile sirt derisi
arasinda birlesmistir. Normalde boyun yoktur. Oksipital kemik defekti, servikal disrafizm

ve bagin fikse hiperekstansiyon triad ile karakterize, nadir goriilen 6liimciil bir anomalidir.
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Embiriyonun retrofleksiyon persistansina bagli olarak servikal veya iist torakal spinada
aciklik vardir (Pungavkar vd., 2004) (Resim 2.1).

2.4.4. Meningosel

Posterior meningosel, nadir goriilen bir spina bifida tiiriidiir. Bu durumda, bazi
omurlarin dig yiizeyleri acik ve omuriligi ¢evreleyen zarlar bu acgikliktan disar1 dogru
fitiklasir. Bu fitiklagma sirasinda, beyin ve omuriligi cevreleyen serebrospinal s1vi da disari
taginabilir. Bu kistik yapilarin boyutlar1 degiskenlik gosterebilir ve normal biiylimeyi
desteklemek i¢in cerrahi olarak ¢ikarilabilir. Posterior meningosel, spina bifida'nin daha
nadir ve genellikle daha hafif bir seklidir. Omurganin arkasindaki bu agiklik, omuriligi
cevreleyen zarlarin digar1 fitiklasmasima yol agar. Bu fitiklagsma, beyin ve omuriligi
koruyan serebrospinal siviy1 igerebilir. Ancak, bu kistik yapilar genellikle daha kiiciiktiir
ve bebegin normal gelisimini olumsuz etkileme egilimindedir. Cerrahi miidahale,
genellikle bu kistik yapilarin ¢ikarilmasi ve omuriligi koruyan zarlarin yeniden
diizenlenmesini igerir. Bu, omuriligi ve beyini ¢evreleyen sivinin normal dolagimini
saglamak ve gelecekte olasi sorunlari 6nlemek igin 6nemlidir. Posterior meningosel,
zamaninda tan1 ve uygun cerrahi miidahale ile genellikle basarili bir sekilde tedavi
edilebilir ve etkilenen kisilerin yasam kalitesini artirabilir. Bu tiir spina bifida vakalarinda,
omur kemiklerindeki bir defektten ziyade, meninksin kistik bir kesecik olusturmasi s6z
konusudur. Bu kesecikte noral yapilar ve serebrospinal sivi sizintisi yoktur. Digar1 dogru
bakan meninks duvari araknoid ve epidermis tabakalarindan olusur. A¢ik spina bifida
vakalarinin %10'unda meningosel vardir. Bu tiir vakalar genellikle lomber ve lumbosakral
segmentlerde goriilse de, vertebral kolonun herhangi bir segmentinde olabilir. Spinal kanal
genellikle normaldir, ancak bazi durumlarda tethered kord, diastometamiyeli veya
sirengomiyeli gibi ek problemler goriilebilir. Kesecik deri ile ortiilii oldugunda, cerrahi
islem genellikle planlanir; ancak beyin omurilik sivist sizintist varsa cerrahi miidahale
geciktirilmez. Bazi1 vakalarda hidrosefali, bu duruma eslik edebilir veya ameliyat

sonrasinda gelisebilir (Elwood vd., 1992; Gokalp ve Erongun, 1988).

2.4.5. Meningomyelosel (Spina Bifida Cystica)
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Spina bifida, en yaygin ve en koti tiiriidiir. Sinir kokleri ve omuriligin kendisi,
fitiklasan kistin iginde bulunabilir. Zaman zaman omurilik tamamen fitiklasabilir, ancak
kist olugmayabilir. Omurilikteki sivi disar1 kacgabilir. Etkilenen bebekler, aciklik cerrahi
olarak kapatilmadik¢a enfeksiyon kapabilirler. Baz1 bebeklerde cerrahi tedaviye ragmen

bacak felci, idrar ve gayta tutamama sorunlari olabilir.

Spinal kemik defektine ek olarak, meninkslerle birlikte néral dokunun da bir kese
seklinde protruze olmasi spinal meningomyelosel durumunu karakterize eder. Bu vakalarin
cogu genellikle lumbosakral bolgede goriiliir. Spinal meningomyelosel iki ana tipte
meydana gelir: agik ve kapali. Acik tip durumunda, spinal kordon disaridan goriilebilirken,
kapali tip durumunda spinal kordon deri altinda kapalidir. Bu vakalarin biiyiik bir kisminda
sagkalim orani yiiksektir ancak ndrolojik, lirolojik ve ortopedik komplikasyonlar sikca
goriiliir. Yaklagik olarak olgularin yarisinda hidrosefali gibi ndrolojik komplikasyonlar
meydana gelir ve hidrosefalinin temel nedeni genellikle Chiari anomalisinin eslik
etmesidir. T12 seviyesindeki myelomeningosel vakalarda alt ekstremitelerde flak pareziler
goriilebilirken, sakral bolgeye lokalize olgularda iiriner inkontinans ve paresteziler
goriilebilir. L1-L5 ve S1-S2 seviyelerindeki yaralanmalar ise ¢esitli ortopedik sorunlara
neden olabilir. Dogum sonrasi, lezyonun korozif unsurlardan uzak tutulmasi ve steril serum
fizyolojik ile nemlendirilmesi gerekir. Cerrahi planlama, sistemik malformasyonlarin
varlig1 dikkate alindiktan sonra yapilir. Ancak bazi vakalarda cerrahi miidahaleye ragmen
norolojik, mesane, pulmoner enfeksiyonlar, sant disfonksiyonu ve Chiari malformasyonu
gibi komplikasyonlar ortaya ¢ikabilir. Kifoz gelisimi, skolyoz ve siringomyeli olusumu ile
tethered cord sendromu, norolojik performanst etkileyen diger komplikasyonlar
arasindadir. Meningomyelosel tedavisi multidisipliner bir yaklagim gerektirir, norosirurjik,
ortopedik ve iirolojik sorunlarin diizeltilmesi ve rehabilitasyon siirecinin yonetimi igin
uzun siireli bir takip ve tedavi gerekebilir (Hall vd., 1988; Mapstone, 1994; Riegel, 2001).
2.4.6. Spina Bifida Okkiilta

Latince'de "occulta" gizli anlamina gelir ve spina bifida'nin en hafif formudur.
Genellikle belirgin belirtiler géstermez. Omurgay1 olusturan kemiklerde bir veya birkag
kiiciik defekt bulunabilir, ancak omurilik ve sinirler normaldir. Tek belirti, defektin oldugu

bolgede (genellikle belde) cilt iizerinde asir1 killanma, gamze, lipom veya dogum lekesi
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gibi belirtiler olabilir. Spina bifida occulta'da defekt genis bir spektrumda olabilir, spin6z
stirecteki kiiciik bir lezyondan pedikiiller arasindaki kemigin tamamen yokluguna kadar
degisebilir. Bu durumda spinal kord veya spinal kdklerin fonksiyonel bozukluklar1 nadiren
goriliir. Ancak, kas giligslizliigii, ayaklarda deformiteler ve yliriime bozukluklar1 olabilir.
Baz1 vakalarda vertebra anomalileri ortaya ¢ikabilir. Norolojik bozukluklar varsa cerrahi
midahale Onerilebilir. Ancak, spina bifida occulta'da norolojik bulgular yoksa cerrahi

tedavi gerekli degildir ve genellikle prognoz iyidir (Kadanali, 1992; Turan vd., 2000).

Spina Bifida

Myelomeningocele

Resim 2.4. Meningosel, miyelomeningosel, spina bifida occulta gériniimii

2.4.7. Noroenterik Kist

Noroenterik kistler, endoderm tabakasinin, noral dokuya ilerlemesiyle olusan ve
spinal kanala uzanan kanal ve kistlerdir. Bu kistler genellikle kuboidal veya kolumnar
epitelle doselidir. Genellikle C5-T2 segmentleri boyunca sik¢a goriiliirler. Spinal kordun
sikigmasi, araknoidit ve mediastinal kitle basisina bagli solunum problemleri gibi

komplikasyonlarla iliskilendirilebilirler. Dogrudan grafilerde ve tomografilerde, posterior
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mediastinal kitleye ek olarak vertebra korpusunun 6n yiiziinde defektler ve hemivertebra

veya vertebral fiizyon gibi anomaliler gézlemlenebilir (Turan vd., 2000).

2.4.8. Lipomeningomyelosel

Lipomyelomeningosel olgularinin dorsal ve mikst (transisyonel) tiplerinde, ortak
Ozellik anormal subkutan yag kiitlesinin spinal kord dokusuna dorsal defekt araciligiyla
invaze olmasidir (Riegel, 2001; Gupta, 2004). Bu durum, sekonder norulasyon kusuruyla
cilt ektodermi altinda olusan kemik ve dura defektiyle birlikte mezenkimal kdkenli anormal
yag dokusunun gelisim kusuruyla iligkilendirilir. Ayrica, primer norulasyonla iligkili
kapanma defektiyle birlikte goriiliir. Lipomlarin yerlesim sekline bagli olarak dorsal,
kaudal ve transisyonel olmak {izere ii¢ tipi vardir. Bu olgularda, spinal kordun lipomat6z
yaptyla biitiinliik olusturmasi, kordun vertebral kanal i¢inde hareket etmesini engeller ve
sonug olarak gergin omurilik sendromu belirtileri meydana ¢ikar (Tiirk Norosirurji Dernegi

yayinlari, 1985).

2.5. Tavuklarda Embriyonik Gelisim

Dollenme, embriyonik gelisimin ilk asamasidir ve gelisimin yaklagik % 4,5'ini
yumurta kanalinda tamamlar. Boliinme yariklanma seklinde meydana gelir. Zigotun ilk
boliinmesi yumurtanin isthmusa girdigi anda gergeklesir ve ikincisi yirmi dakika sonra
gerceklesir. Embriyo isthmusta iiglincii kez boliiniir ve 8 hiicrelidir. Embriyo uterin
kabugunda 16 hiicrelidir (Romanoff, 1997; Tiirkoglu ve Sarica, 2004). Binlerce hiicre

tabakasi1 gastrulay: olusturmak igin her yirmi dakikada bir boliiniir (Romanoff, 1997).
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Sekil 2.5.Embriyonik Gelisim agamalari

Yumurta yumurtladigi anda gastrulasyonun tamamlandig: diistiniilmektedir (Tiirkoglu ve
Sarica, 2004). Embriyo biiylimeye basladiginda, kalinlagan hiicre tabakasi embriyonun
kuyruk kisminda belirmeye baslar. Bu eski ¢izgi adini aliyor.

Tavuk embriyosunun gelisimi dort asamada gerceklesir:

1-5. giinler, i¢ organlarin biiyiimeye basladig1 ve kalp atislarinin meydana geldigi birinci

doénemdir (Resim 2.5.).

Bir ¢izgi ilk giinde olusur (Tiirkoglu ve Sarica, 2004). Kan adaciklar1 goriiliir, embriyonun
bas1 ayirt edilebilir, sindirim sisteminin Onciisii 6n barsak gelisir ve noral olugu olusturacak
yarik olusur (Romanoff, 1997; Ozparlak, 2006). 2 giin sonra kalp gelismeye ve atmaya
baslar. Kulak yolu, goz ¢ukuru ve kuyruk olusmaya baslar (Tiirkoglu ve Sarica, 2004).
Noral oluklar gelisir. Bas bolgesi biiylir. G6z mercegi ve kulaklar gelismeye baslar. 3
giinlik embriyoda laringo-trakealoluk gelisir ve faringeal bdlgenin posterioriinde
vaginasyon meydana gelir. Bu yap1 daha sonra trake olarak kaudale dogru biiyiir. Trake
0zofagusu ile yaklagik olarak ayni yondedir. Akciger tomurcuklari, trakeal biiylime
ilerledikce kaudal kisim ikiye ayrilir. (Romanoff, 1997; Ozparlak, 2006). Kulugkanin
dordiincii giiniinde de fleksiyon ve torsiyon devam eder. Embriyonun viicudu 90 derece

dondiikten sonra vitellusun iizerinde sol tarafa kayiyor. Embriyonun bas ve kuyrugu
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birbirine yaklasir ve "C" seklini alir. Kulugkanin dordiincii giinii, embriyo yasamak i¢in
gerekli tiim organlara sahiptir ve tiim parcalar1 tanimlanabilir (Romanoff, 1997; Ozparlak,

2006). 11k kritik dénem, kalp atiglarinin basladig1 ve dolasimm yeterli seviyeye ulastig1

zamana kadar olan bir ila {i¢ glin arasinda embriyo gelisimi i¢in gegerlidir (Tirkoglu ve

Sarica, 2004) .

DAY 1 DAY 2
= Appearance of tissue « Tissue developrment
development wvery visible

Resim 2.5. Tavuk embriyo gelisiminin birinci donemi.

O+ BB % 53
2233933953
HeIIDI

Resim 2.6. Tavuk embriyo gelisiminin donemi.

Civciv ¢ikisinin meydana geldigi giin, Tiirkoglu ve Sarica'ya (2004) gore dordiincii
donemdir. 21 giiniin sonunda, yumurta disi ve boynun arkasindaki kaslar yumurtanin
kabugunu kirmak i¢in yardim eder. Civciv yumurtadan ¢iktiktan sonra gobek agikligi

kapanir ve kurur. Civeiv yumurtadan ¢iktiktan birkag giin sonra gaga tizerindeki
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boynuzumsu yap1 ortadan kalkar. Vitellus, yumurtadan ¢iktiktan sonra civciv igin saatlerce

besin saglayabilir. Protein, yag, vitamin, mineral ve su acisindan oldukca zengindir. Bu

sayede yumurtadan ¢ikan civciv 72 saat boyunca hicbir sey yemez(Romanoff, 1997,
Ozparlak, 2006; Hamburger ve Hamilton, 1951).

Resim 2.7 Hamburger ve Hamilton civciv embriyo gelisim evreleri
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2.6. METRONIDAZOL

Metronidazol (hidroksietil,metil,nitroimidazol) antibiyotik grubuna ait bir ilagtir.
Hayvanlarda, insanlarda ve tek hiicreli hayvanlarda anaerobik bakterilerin neden oldugu
enfeksiyonlart tedavi etmek i¢in kullanilir. Viicudunuzda enfeksiyona neden olan bakteri
ve parazitleri dldiiriir. Protozoaya kars1 aktiftir. Proteinlerin nitro gruplarini bloke eder ve
protozoa hiicrelerinde okside edici restorasyon dengesini tahrip eder bu da toksik tiriinlerin
birikmesine neden olur. Protozoanin DNA's1 ile reaksiyona girer ve 6liimlerine neden olur,
iyi ve hizli bir sekilde emilir ve kanda birikir. Agirlikli olarak idrar yoluyla kismen atilir.
Metronidazol ‘iin en ciddi yan etkisi sinir sistemi iizerine olan etkileridir. Santral sinir
sistemine olan toksik etkileri ve periferik néropati yan etkisi de vardir. Bu etkiler tedavi
stiresinin uzunlugu, ilacin yiiksek doz kullanim1 ya da her iki durumun birden varlig1 s6z

konusu oldugunda goriiliir.
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3.MATERYAL ve METOT

Arastirma i¢in, AKU Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu'ndan (AKUHADYEK-96-
22) alman 11.10.2022 tarihli ve 49533702/104 sayili kararla etik kurul izni saglanmistir
(EK-1). Arastirmanin tiim asamalari, etik kurul yonergelerine uygun olarak
gerceklestirilmistir. Deneyin tamami, Afyon Kocatepe Universitesi Veteriner Fakiiltesi

Anatomi Anabilim Dali'nda ger¢eklestirilmistir.

3.1.Deney Gruplarinin Olusturulmasi

SPF yumurtalari, bir kontrol ve ii¢ deney olmak sartiyla dort farkli kategoriye
ayrilmistir. Ideal 1s1 ve nem kosullar1 saglanan SPF yumurtalar, inkiibatorde 48 saat
boyunca izlenmistir. Bu siire sonunda embriyo gelisim geriligi gzlemlenen yumurtalar
cikarilmistir. Kontrol grubunda 22 adet, diisiik doz grubunda 24 adet, orta doz grubunda
23 adet ve yliksek doz grubunda 24 adet embriyo incelenmistir.

Cizelge 3.2: Deney gruplar1 ve uygulanan ilaglarin dozlari.

Gruplar Kullanilan Etken Madde ve Dozlar Verilis Yolu ve Hacmi

Grup 1 Kontrol Sham

Grup 2 Diisiik Doz Metronidazol 5 mg/kg Subblastodermik alana 0.03 ml
Grup 3 Orta Doz Metronidazol 10 mg/kg Subblastodermik alana 0.03 ml
Grup 4 Yiiksek Doz Metronidazol 20 mg/kg Subblastodermik alana 0.03 ml

Grup basina | Tekrar Kullanilan toplam
Deney ve kontrol gruplar

hayvan adeti | sayisi hayvan sayisy/grup
Kontrol grubu(48 Saatlik) 25 1 25 yumurta
Metronidazol 5 mg/kg (48 Saatlik) 25 1 25 yumurta
Metronidazol 10 mg/kg (48 Saatlik) 25 1 25 yumurta
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Metronidazol 20 mg/kg (48 Saatlik) 25 1 25 yumurta

Yumurtalarin inkiibatérden ¢ikarilmasindan sonra, SPF yumurtalarin kabuklar1 batikon ve
%70 etil alkol ile temizlendi. Steril forcepsler kullanilarak yumurta kabugu iizerinde
yaklasik 0.5 cm'lik pencereler agilarak embriyolar tespit edildi. Agilan pencerelerden
Hamilton mikroenjektorii yardimiyla yaklasik 45°“lik a¢1 verilerek belirlenen dozlardaki
Metronidazol (FLAGYL %0.5 Enjeksiyonluk Co6zelti,0.5 g/100 ml metronidazol igeren
100 ml'lik setli ve setsiz Medifleks Aventis Pharma S.A./Fransa lisansi ile EiP Eczacibasi
ilag Pazarlama A.$.) subblastodermik alana enjekte edildi. Kontrol grubuna ise steril
fizyolojik tuzlu su (FTS) enjekte edildi. Enjeksiyonun ardindan yumurtalardaki pencereler
steril drape yardimiyla kapatilip 180° derece ¢evrilerek inkiibatore tekrar yerlestirildi.

3.1.1.Embriyolarin Elde Edilmesi

Inkiibasyonun sonunda (44-48. saatler aras1), inkiibatdrden ¢ikarilan yumurtalar oda
sicakligina alind1 ve sogutuldu. Oda sicakligina gelen yumurtalar, povidon iyot ve %70 etil
alkol ile dezenfekte edildi. Steril forcepsler kullanilarak yumurtalarin tizerinde agilan daha
biiylik pencerelerden ince koryoallantoik membranlar tespit edildi. Forceps yardimiyla
koryoallantoik membranlar kaldirilarak altinda embriyonal diskler tespit edildi.
Embriyonal disklerin lateral ¢evrelerinden diseksiyon makas1 yardimiyla yaklasik 0.5 cm
civarinda kesitler atildi. Bir kez kullanimlik sterilkasik, kesit bélgesinden embriyonun alt
kismima girerek vitellin membrani ile embriyonal diskten ayrildi. Embriyo bu sekilde
c¢ikarildi ve distile su igeren petri kabina alindi. Embriyolar daha sonra %10 formaldehit

sollisyonunda saklandi.
3.1.2. Deney Sirasinda Kullanilan Kimyasallar

e Metronidazol ( CsHgN3Oz3)
e Parafin

e Baticon

e Ethanol %99

e Methanol
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e Ksilen
e Formaldehit

e Entellan

4, GEREC ve YONTEM
4.1. Deney Hayvam

Deney asamasinda kullanilan SPF (specific patogen free) yumurtalar 60+5 gr arasi

agirliklarda, beyaz, fertil ve 0 giinliiktii.

4.1.1. Laboratuar Kosullari

Resim 4.8. Baslica kullanilan malzemeler

AKU Veteriner Fakiiltesi Anatomi Anabilim Dali Laboratuvari'nda, inkiibatorler ve
bahsedilen kimyasallarin yani sira ¢esitli boyutlarda cam kaplar, petri kutulari, steril seffaf
kagiklar, pensetler, forcepsler, makaslar, gaz tamponlari, Hamilton mikro enjektorii, ipek
flaster, parafilm, distile su, plastik kapakli kaplar, hassas teraziler, baticonlar, alkol,
mikropipetler, enjektdrler ve embriyolarin saklanmasi i¢in formaldehit soliisyonlarindan

faydalanildi.
4.1.2. Inkiibatér

Bu c¢alismada, standartlastirilmis Cimuka marka otomatik inkiibatér, AKU Veteriner
Fakiiltesi Anatomi Anabilim Dali Laboratuvari'nda kullanildi. Yumurtalar, %60+5 bagil
nem orant ve 37.5+0.5°C sabit ortam sicakliginda inkiibe edildi. Inkiibator, belirtilen
sicaklik ve bagil nem oranina ulasana kadar bos olarak ¢alistirildi ve yumurtalar sivri uglari
asag1 bakacak sekilde inkiibator icine yerlestirildi. Yumurtalar, inkiibator i¢cinde otomatik

olarak her 2 saatte bir 45° agiyla dondiiriildi (Resim 4.9.).
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Resim 4.9. Kullanmis oldugumuz inkiibatér makinesi

4.2. YONTEM
4.2.1. Pencere A¢cma Teknigi

Resim 4.11. Mikrosiringa yardimi ile blastoderm altina

enjeksiyon islemi

23



Resim 4.12. Pencere agma isleminden sonra yumurtalarin drape ile kapatilmasi.

4.3. Embriyolarin Makroskobik ve Mikroskobik incelenmesi

Embriyolar, parafin doku takibi i¢in dncelikle %10'luk formaldehit soliisyonunda 48 saat
bekletildi. Daha sonra, bekletilen embriyolar %5 formaldehit i¢ine alinarak burada da 48
saat bekletildi. Bu siirenin sonunda, diseksiyon forsepsi kullanilarak lamlara alinan
embriyolarin {izerine Pastor pipeti ile distile su dokiilerek yikama islemi gerceklestirildi.
Ardindan, 151k mikroskobuna alinan ve 40X biiyiitmede incelen embriyolar (Resim 4.13.),
Hamburger-Hamilton Tavuk Embriyo Siniflandirma Sistemi'ne gore incelendi. Noral
tiiplin agik veya kapali olmasi, bas-kig mesafesi ve somit sayilari belirlenerek kayit altina

alindi

Resim 4.13.Is1k mikroskobuna alinan ve 40X biiylitmede incelen embriyolar
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5.BULGULAR

Calismada, farkli dozlarda metronidazol enjeksiyonunun néral tiip gelisimi iizerindeki
etkileri arastirildi ve elde edilen bulgular analiz edildi. Kontrol grubunda 22 embriyo
incelenirken, diisiik doz, orta doz ve yiiksek doz grubunda sirasiyla 24,23,24 embriyo
incelendi. Embriyolarin morfolojik 6zellikleri, noral tiipiin agik ya da kapali olmasi, bas-
ki¢c uzunluklari, embriyolojik gelisimler ve somit sayilart 1s1tk mikroskobu ve stereo
mikroskop altinda incelenerek ele alindi. Elde edilen veriler istatistiksel analizlerle tablolar

halinde sunuldu.

Caligmanin sonucunda gruplar arast noral tiip agik veya kapali olmasi olayr asagidaki

cizelgede yer almistir.

Cizelge 5.1:Kontrol ve farkli doz gruplar i¢in noral tiipiin acik veya kapali olma durumu.

Diisiik Orta Yiiksek
Parametreler Kontrol

Doz Doz Doz
Noral Tiip Agik 4 8 7 9
Noral Tiip Kapali 18 16 16 14

Kontrol grubundaki 18 embriyodan (%72) noral tiiplin kapali oldugu, 4 embriyodan (%16)
noral tiiplin agik oldugu ve 3 embriyoda (%12) gelisim geriligi tespit edildi. Diisiik doz
metronidazol enjekte edilen grupta, 16 embriyodan (%64) noral tiiplin kapali oldugu, 8
embriyodan (%32) noral tiipiin agik oldugu ve 1 embriyoda (%4) gelisim geriligi gozlendi.
Orta doz metronidazol enjekte edilen grupta ise, 16 embriyodan (%64) noral tiipiin kapali
oldugu, 7 embriyodan (%28) noral tiipiin a¢ik oldugu ve 2 embriyodan (%8) gelisim
geriligi saptandi. Yiiksek doz metronidazol enjekte edilen grupta ise, 14 embriyodan (%56)
noral tliptin kapali oldugu, 9 embriyodan (%36) noral tiipiin agik oldugu ve 2 embriyodan
(%8) gelisim geriligi goriildi. Bu bulgular, metronidazol dozunun artmasiyla néral tiip

kapanmasini etkileyebilecegini diisiindiirmektedir.
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Cizelge 5.2: Kontrol ve farkli doz seviyelerine gore somit adeti ve bas-ki¢ dl¢timleri.

Somit Sayisi Bas-Ki¢(mm)
Gruplar

MEANS *SE MEANS +SE
Kontrol 18,20 £ 0,73 6,28 £0,28
Diisiik Doz 20,40 £ 0,61 6,98 + 0,14
Orta Doz 19,40 + 0,66 6,46 + 0,09
Yiiksek Doz 17,81 + 0,68 6,35+ 0,23
P Degeri 0,036 0,037

p>0,05: Kontrol grubuna nazaran anlamli olarak farklilik yoktur

Kontrol grubunda, bas-ki¢ uzunlugunun ortalama degeri 6,28 + 0,28 mm olarak 6l¢iildii ve
somit sayis1 ortalama olarak 18,20 = 0,73 olarak belirlendi. Ayrica, embriyolarin
Hamburger Hamilton skalasina gore 11 ile 13. evre araliginda oldugu tespit edildi (Cizelge

3.2).

Ikinci olarak incelenen diisiik doz grup igin, bas-ki¢ uzunlugu ortalama olarak 6,98 + 0,14
mm, somit say1s1 ise ortalama olarak 20,40 + 0,61 olarak 6l¢iildii. Embriyolarin Hamburger

Hamilton skalasina gore 11-12. evrede bulundugu belirlendi.

Ucgiincii olarak incelenen orta doz grup i¢in, bas-ki¢ uzunlugu ortalama olarak 6,46 + 0,09
mm, somit sayisi ise ortalama olarak 19,40 + 0,66 olarak bulundu. Embriyolarin

Hamburger Hamilton skalasina gore 11-12. evre araliginda oldugu gézlendi.

Dordiincii olarak incelenen yiiksek doz grubu i¢in, bas-ki¢ uzunlugu ortalama olarak 6,35
+ 0,23 mm, somit sayis1 ise ortalama olarak 17,81 + 0,68 olarak belirlendi. Embriyonun

Hamburger Hamilton skalasina gore 11-12. evre araliginda oldugu saptandi.

Cizelge 3.2'deki verilere gore, deney gruplar ile kontrol grubu arasinda somit sayis1 ve
bas-ki¢ uzunluklar1 bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (p>0,05).
Bu sonuglar, metronidazol'iin belirtilen dozlarda embriyo gelisimi veya somit sayisi

tizerinde herhangi bir etkisinin olmadigini diisiindiirmektedir.
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Resim 4.14. Hamburger Hamilton evrelemesine gore Evre 11-13 aras1 embriyolar

5.1.Verilerin Degerlendirilmesi

Verilerin istatistiksel analizi i¢in Statistical Package for the Social Sciences veya SPSS
20 programi kullanildi. Mann-Whitney U, One Sample Custom, Kruskal-Wallis ve
Simirnov testleri, embriyolarin somit sayisini ve bas-ki¢ uzunlugunu O6l¢mek icin
kullanilds. Istatistiksel olarak anlamli olarak kabul edilen degetler icin p degeri<0.05 idi.

Veriler ortalama olarak gosterildi ve + standart sapma ile gosterildi.
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6.TARTISMA

Noral tiip defekti, topluma getirdigi sikintilarin yani sira dnlenebilir olmasindan
dolay1 ciddi arastirma konusu olmustur. Spina Bifida’ dan Anensefali’ye kadar herhangi
bir kapanma defekti asamasinda incelenen NTD’ lerin ABD istatistik verilerine gore
1/1000 siklhiginda goriilmektedir (Selguki vd., 2008). “‘Tiirkiye’de Konjenital
Malformasyon Sikligi, Dagilimi, Risk Faktorleri ve Yeni doganlarin Antropometrik
Degerlendirmesi Arastirmasi-1993°’sonucunda iilkemizde 3/1000 sikliginda gortldigi
saptanmis ve NTD’nin Tiirkiye’de sik goriilen konjenital anomaliler oldugu belirtilmistir
Cogunlukla, iilkemizde ortalama 5000 adet bebek bu hastalikla diinyaya gelmektedir
(Tungbilek vd. 1999). (Tungbilek vd., 1996). Yine de Noral tiip defektlerinin giiniimiizde
azalma gOstermesinin yani sira yenidoganlarda en sik goriilen konjenital anomaliler
arasindadir. Disabilite, merkezi sinir sistemi enfeksiyonlari, iskelet bozukluklari, bobrek
anomalileri, beslenme intoleranslar1 yasam Kkalitesini olumsuz etkileyen faktorler
arasindadir. Ebeveynlerinde noral tiip defekti olanlar, 6nceki ¢ocukta noral tiip defekti
olanlar, folik asit eksikligi olanlar, sosyoekonomik diizeyi diisiikk olanlar, annenin
kullandig1 karbemezepin, valproat gibi antiepileptikler, annede koétii kontrollii diyabetes
mellitus, gestasyonel hipertermi, ates, sosyoekonomik durumun diisiik olmasi noral tiip

defektinin sikligmi etkilemektedir (Ozcan, 2019).

NTD'ler, sinir dokusunun tam veya kismi olarak kapanamamas1 nedeniyle ortaya
cikar. NTD modellemesi i¢in ¢esitli yontemler mevcuttur, bunlar arasinda memeli, kus,
amfibi ve bilgisayar modellemeleri bulunmaktadir. Her birinin avantajlar1 ve
dezavantajlar1 vardir. Ornegin, memeli modelleri olan fare ve siganlar daha karmasik ve
uzun siireli galisma gerektirirken, kus ve amfibi modelleri daha kolay ve pratiktir. Erken
donem tavuk embriyosu modellemesi, genellikle ilk 48 saatlik siireyi kapsar ve bu siireg,
memelilerdeki embriyonel gelisimin ilk aymna benzeyen bir model sunar. Bu model,
cesitli kimyasallarin embriyonel gelisim {izerindeki etkilerini incelemek i¢in 6nemli bir

aractir (Turecivd.2011).
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Tavuk embriyo modelinin kullanildigi NT'nin gelisimi iizerine birgok c¢alisma vardir
(Yerby, 2003; Ertekin vd., 2019; Dady ve Duband, 2017; Mete vd., 2016). Tavuk
embriyosunun oOzellikle ilk 48 saatlik gelisimi memeli omurgasinin embriyonik
gelisiminin ilk aymna benzer. Bu nedenle civciv embriyolarinin kullanimi noral tiip

bozukluguna neden olabilecegi diisiiniilen maddeler i¢in i¢in olduk¢a uygundur.

Vatansever vd. (2003) civciv embriyo modeli deneyinde giinliik alim dozu olarak in ovo
yontemiyle enjekte edilen metotreksatin noral tiip gelisimi iizerindeki etkilerini
arastirmiglardir. Aragtirma sonuglarina gore, 48-72 saatlik inkiibasyon siiresinin ardindan

embriyolarda noral tiipiin kapanmasinda kusurlarin oldugu gézlemlenmistir.

Whitsel vd. (2002), epilepsi tedavisinde kullanilan valproik asitin embriyoya 24. saatte
blastositin altina farkli dozlarda uygulanmasinin teratojenik etkilerini arastirdilar.
Yapilan caligmada, biiylimede gerileme, gz dokusu ve iskelet sistemi anomalileri

bulunmustur.

Lee ve ekibinin (1982) caligmasina gore, erken donem tavuk embriyolarinda 500 pg/ml
kafeinin noral tiip defekti gelisim sikligin1 5nemli dl¢iide artirdigi rapor edilmistir. insanlar,
giderek artan miktarlarda embriyotoksik ve teratojenik potansiyele sahip ilaglar,
endiistriyel yan iirlinler ve ¢evre kirleticilere maruz kalmaktadir. Bu tiir maddelerin
etkilerinin degerlendirilmesi i¢in genellikle sicanlar, fareler veya tavsanlar gibi
kemirgenler iizerinde detayli testler yapilmasi gerekmektedir, ancak bu tiir testler her

zaman gerceklestirilmemektedir.

Ertekin vd. (2019) Non steroidal antienflamatuvar ilaglardan diklofenak sodyumun
civeiv embriyosunda noral tiip iizerinde doza bagl olarak bag-kic mesafesi ve somit
adedini kayda deger derecede diisiirdiigiinii tespit etmislerdir. Bu ¢alisma, diklofenak
sodyum uygulamasindan sonra tavuk embriyolarinda ndron gelisiminin etkilendigini
gostermistir. Kesin teratojenik diklofenak sodyumun mekanizmasi net degildir; bu

nedenle arastirilmalidir.

Cetinkal vd. (2010) erken dénem civciv embriyo modelinde meloksikamin ndral tiip
gelisimine etkilerini belirlemek i¢in yaptiklar1 ¢alismada, her grupta 25 adet olmak iizere

100 adet olan65 + 5 gr agirliginda SPF yumurtalara 2,2 mg/kg, 5,5 mg/kg ve 11 mg/kg
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olarak ii¢ farkli dozda meloksikami embriyonik disk sahasinin alt kismina enjekte
etmislerdir. Meloksikamin yiiksek dozlarda erken donem tavuk embriyosunda ndral tiip
defekti insidansimi arttirdigimi ve embriyolojik gelisimi yavaslattigini saptamislardir.
Ancak diisiik dozlarda kullanimi ile ilgili daha genis denek sayisina ve daha ileri

calismalara ihtiya¢ oldugunu belirterek net bir sonug ortaya koymamaislardir.

Sunulan bilgiler 15181inda, Metronidazol adli bir antibiyotigin noral tiip gelisimine
olan etkilerini arastirmak ve tezimizi desteklemek amaciyla bir ¢alisma yiiriitmek istedik.
Yapilan deneyimizde 25 yumurta kullanilmis olup, bu say1 diger benzer ¢alismalardan
farkli olarak genellikle 8-10 yumurta arasinda degismektedir. Kanatli yumurtalar izerinde
gerceklestirilen bu tiir ¢alismalarda, test maddesinin uygun bir ¢oziiciide ¢oziinmesi kritik
bir 6neme sahiptir. Bu nedenle, steril distile su ¢ozlicii olarak tercih edilmistir. Yapilan
literatlir taramasi, deneyimizin Onceki arastirmalarla benzerlik gosterdigini ortaya
koymustur. Bu durum, kullanilan yontemin gecerliligini ve giivenilirligini desteklerken,

elde edilen sonuglarin daha genis bir baglamda degerlendirilmesini saglamaktadir.

Noral tlip defektlerine neden olan ¢esitli ajanlar, farkli yontemlerle arastirilmastir.
Antibiyotik grubuna ait metronidazol ‘iin noral tiip gelisimine etkileri hakkinda yapilan ilk

spesifik tavuk embriyo ¢alismasidir.

7. SONUCLAR VE ONERILER
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Calismada kullanilan metronidazol ’iin civciv embriyolarinda noral tiip defektine
sebep olmadigi kanisina varilmistir. Bulgular, deney gruplari ile kontrol grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farkin olmadigin1 géstermistir (p>0.05). Bu bulgular sonucu
belirtilen dozlarda metronidazol ‘iin embriyo gelisimi veya somit sayisi iizerinde herhangi
bir etkisinin olmadigi saptandi. Diger bir¢ok c¢alismadan farkli olarak, bu caligma
metronidazol “iin doz arttik¢a noral tiip kapanmasi tizerine etkisi oldugunu gostermektedir.
Gelecekte, gelisim siirecinin uzatilmasit ve ayn1 maddenin etkilerinin daha detayli bir
sekilde incelenmesiyle daha nitelikli sonuglar elde edilebilecegi diisiiniilmektedir.
Dolayisiyla, bu ¢alismanin sonuglarina gore, metronidazol ‘in embriyotoksik risk
olusturma potansiyelinin diisiik oldugu sdylenebilir. Calismanin civciv embriyo modelinde
gelisim siirecinin uzatilarak takip edilip ayn1 maddenin etkileri incelenirse daha nitelikli

sonugclar elde edilecegi diisiniilmektedir.
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