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III. OZET

ERKEN TAVUK EMBRIYOLARINDA METILPREDNIiZOLON’UN
ORTA HAT KAPANMASINA ETKIiSi

Dr.Necmettin COBAN

Amag¢: Bu caligmada ndrosiriirji kliniklerinde kortikosteroid bir ajan olarak genis
endikasyon alani olan metilprednizolon’un farkli dozlarda civciv embriyolarinda orta

hat kapanmasina etkisini géstermeyi amacladik.

Yontem: Bu ¢alisma Afyonkarahisar Saglik Bilimleri Universitesi Hastanesi Anatomi
ve Histoloji laboratuvarinda yapilmistir. Afyon Kocatepe Universitesi Hayvan Etik
Kurulu'nun 06.05.2020 tarihli 49533702/257 sayili karar1 ile gerceklestirildi. 100 adet
White Leghorn cinsi yumurtalar kullanilarak 4 grup olusturuldu (n=25). Farkli dozlarda
metilprednizolon, subblastodermik alana enjekte edildi. Kontrol grubuna herhangi bir
ajan verilmedi. Embriyolar 72 saat tespit soliisyonunda bekletildikten sonra polilizin
kapli lamlara alindi. Uygun prosediirde hazirlanan kesitler AGNOR boyamasina tabi
tutuldu. Numuneler, bir goriintii analiz sistemi kullanilarak 151k mikroskobu altinda
degerlendirildi. Ornek basina 25 niikleer AgNOR protein gériintiisii degerlendirildi.

Cikan sonuglar istatiksel olarak degerlendirildi.

Bulgular: Gruplar degerlendirildiginde  metilprednizolon’un artan  dozlarda

uygulanmasi ile embriyolarda orta hat kapanma defektinin arttig1 gézlendi.

Sonu¢: Metilprednizolon’un civciv embriyolarinda orta hat kusurlarina yol agtigi

diisiintiilmektedir. Ancak ileri arastirma Onerilir

Anahtar Kelimeler: Metilprednizolon, Noral Tiip Defekti, Civciv Embriyosu

Tletisim: drnecmettincoban@gmail.com
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IV.ABSTRACT

EFFECT OF METILPREDNISOLONE ON MIDDLE LINE CLOSURE IN
EARLY CHICKEN EMBRYOS

Dr. Necmettin COBAN

Objective: In this study, we aimed to show the effect of methylprednisolone, which has
a wide indication as a corticosteroid agent in neurosurgery clinics, on midline closure in

chick embryos at different doses.

Method: This study was conducted in the Anatomy and Histology Laboratory of
Afyonkarahisar Health Sciences University Hospital. It was carried out with the
decision of Afyon Kocatepe University Animal Ethics Committee dated 06.05.2020 and
numbered 49533702/257. 4 groups were formed by using 100 White Leghorn eggs (n =
25). Different doses of methylprednisolone were injected into the subblastodermic area.
No agent was given to the control group. Embryos were kept in fixation solution for 72
hours and then placed on polylysin coated slides. Sections prepared in the appropriate
procedure were subjected to AgNOR staining. The samples were evaluated under a light
microscope using an image analysis system. 25 nuclear AgNOR protein images were

evaluated per sample. The results were evaluated statistically.

Results: When the groups were evaluated, it was observed that the midline closure

defect increased in embryos with increasing doses of methylprednisolone.

Conclusion: Methylprednisolone is thought to cause midline defects in chick embryos.
However, further research is recommended
Keywords: Methylprednisolone, Neural Tube Defect, Chick Embryo

Contact: drnecmettincoban@gmail.com
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1. GIRIS VE AMAC

Noral Tip Defekti (NTD) embriyonun gelisim siirecinde ndroaksisin herhangi bir
boliimiinlin kapanmasinda olusan yetersizliktir. Embriyonal donemde kayiplara, fetal,
intrauterin veya dogum sonrasi donemlerde Oliimlere neden olabilen, canli dogan
bebeklerde ise ekonomik, medikal ve sosyokiiltiirel olarak ciddi sorunlara yol agan

konjenital bir hastaliktir(1).

Genetik zeminde yatkinligin olmasi ve gesitli ¢evresel etkilere maruz kalma ndral tiip
gelisiminde ciddi rol oynamaktadir. Noral tiip defekti ortalama 6/10000 gebelikte
goriiliir. Noral tiip defektlerinden en yaygin goriilenleri spina bifida ve anensefalidir (2).
Noral tiip defektine yenidoganlarda yaklasik %3-5 oraninda rastlanilmaktadir ve noral
tip defektleri (NTD) yenidogan defektlerine bagli o6liimlerinin %7 sine neden
olmaktadir (3).

Metilprednizolon (MPL), plazma yarilanma Omriine gore orta etkili kortikosteroidtir.
Kortikosteroidler, antienflamatuvar, antiallerjik ve immunsupresif etkileri nedeniyle
olduk¢a yaygin kullanilan, adrenal bezin korteksi tarafindan salgilanan steroid yapili

hormonlar ve sentezle elde edilen ayn1 yapidaki analoglardir (4),(5).

Kortikosteroidlerin salinimini adrenokortikotropik hormon (ACTH) diizenlemektedir
(4),(5). Metilprednizolon'un FDA'ya (Food and Drug Administration) goére gebelik
katagorisi C (5) olmasma karsin literatlir arastirmalarinda gelisimsel anomalilerin
gozlendigi bilgisine ulasilmamistir. C kategorisindeki ilaglarda, yapilan deney
hayvanlar1 ¢aligmalariyla fetiis iizerinde bir yan etki oldugu gosterilmis ve insanlarda
yeterli, iyi ve kontrollii ¢aligmalar yapilmamistir. Bu dogrultuda ¢aligma teratojen
etkenlerin norulasyon siirecine etkilerinin kolayca incelenebildigi, ilaglarin rahatlikla
verilebildigi, ucuz ve uygun bir model olan civciv embriyo modeli iizerinde

yapilacaktir.



Bu ¢alismada metilprednizolon'un civciv embriyolarinda ndral tiip orta hat kapanmasina

olan etkilerini morfolojik ve histolojik olarak inceleyerek ortaya koymay1 amacladik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Noral Tiip Defekti

Noral tiip defekti (NTD), yaklasik olarak 6/10000 siklikta goriilen konjenital bir
hastaliktir. Noral tiip, embriyo gelisiminin ilk 28 giinlinde olusur ve kapanmasi
tamamlanir (2). Emriyogenez silirecinde noroaksisin herhangi bir boliimiiniin
kapanmasinda olusan yetersizlik, noral tiip defekti olarak karsimiza ¢ikar. Kraniumdan
sakral bolgeye kadar herhangi bir segmentte olusabilir. Lezyonun seviyesine gore de
bazi durumlarda mortal seyrederken bazen de kalic1 defisitlere ve ¢ok farkli ndrolojik
disfonksiyonlara neden olabilir. Noral tiip defektinin etiyolojisinde genetik faktorlerden
ve ileri anne yasi, multiparite, diisilk sosyoekonomik diizey gibi ¢ok cesitli ¢evresel

faktorler vardir (6).

Tablo 2.1. Noral Tiip Kapanma Defektleri(Disrafizm) (6).

1.Néral Tiip Kapanma Defekti

Anensefali

Ensefalosel

Spina Bifida Aperta
Meningosel, Meningomiyolosel, Lipomeningomiyelosel, Miyelosizis...
Spina Bifida Okkulta

Noroenterik kist, Lumbosakral lipom, Spinal dermal siniis

Tablo 2.2 Noral Tiip Yapisal Defekti (6).

2.Noral Tiip Yapisal Defekti

Chiari Tip 1 malformasyonu

Ensefalosel (Anterior, posterior ve bazal)

Inensefali

Ayrik Omurilik sendromu




2.2. Noral Tiipiin Kapanmasi

Santral sinir sistemi embriyogenezisin 21. giiniin baslarinda, terlik seklinde ndral plak
halinde belirir. Olusan bu plak primitif ¢ukurun Oniindeki mid-dorsal alanda yer
almaktadir. Noral plagin lateral kenarlar1 yukari dogru kabarir ve noral katlantilar

olusturur (6).

MNaral katlanti —_

= Amnion kesit
R

Sekil 2.1. 18 Giinliik embriyonun arkadan goriiniisii B. 20. Giinde dorsal gériiniim (6).

Gelisim devam eder ve noral katlantilar belirginlestikten sonra orta hatta dogru
yaklagarak kaudal ve kranial yonde ilerler ve sonrasinda noral tiipii olustururlar. Kranial
oluk anterior ndropor ismini alir ve 25. giinde kapanir. Kaudal ndropor ise 2 giin
sonrasinda kapanir. Her iki kapanma noral tiipte wvaskiiler agin kurulmasiyla
tamamlanmis olur. Noral tiiplin belirginlesmesi ile beyin ve omurilik olusur. Noral
tiipiin limeni beyinde ventikiil sistemine omurilikte ise santal kanala doniisiir (7). Noral
olugun lateralindeki boliimler ise noral kristayr olusturan bir hiicre grubu seklinde

migrasyon yaparak periferik sinir sisteminin biiyiik bir kismin1 yaparlar (8).



Kapanmis olan noral tlipiin duvarlari, ndroepitelyal hiicrelerden meydana gelirler ve bu
hiicreler duvan boyunca uzanarak birbirleriyle liimendeki baglanti birimleri ile baglanti
kurarlar ve hizla boliinmeye baslarlar. Bu boliinme ve ¢ogalma sonrasinda ndroepitelyal

katmani olustururlar (6).

Notochord Neural tube

Sekil 2.2 Nériilasyonun elektron mikroskobisindeki goriiniimii (9).

Noral tipiin kapanmasi igin gerekli olan bir takim sinyal yolakalar1 vardir. Bu
yolaklardan; kapanmanin baslama sinyalini olusturan planar cell polarity sinyali (PCP),
dorsolateral hinge points (DLHP) olusumunu engelleme yoluyla olusan sonic hedhegog
sinyali (Shh), DLHP’lerin 6nlenmesi i¢in gereken bone morfojenic protein(BMP)
sinyali, nérogenezisin diizenlenmesi yoluyla notch sinyali, retinoid sinyali ve protein-

kinaz C yoluyla proteinlerin fosforilasyonu ile olusan inozitol metabolizmasidir (10).



Noral tlipiin kapanmasi, noral katlantinin dorsal kenarlardan birbirlerine yaklasmasi ve
temas bolgelerinde apopitozla birlikte epitelyal ¢cokme ve néroepitelyumun birlesmesini
icermektedir. Shh ve noéral plak orta hat hiicrelerinden eksprese olarak Glil, Gli2, Gli3
iin noral katlantinin fiizyon siirecini kontrol eden mekanizmalardir. Glil hiicrelerin
birlesmesini saglar, on beynin noronal farklilasmasini uyarir ve Shh sinyalinde gorev
alir. Shh Gli2 transkripsiyonunu baskilar. Gli 3 ve Shh de digerlerini engeller. Ventral
spinal noronlarin olusumu Glil ve Gli2 tarafindan indiiklenir. Bu mekanizmalar ile Gli
proteinler hem pozisyonel bilgiyi hem de santral sinir sistemindeki noéronal
farklilasmay1 gerceklestirmis olurlar (11). Ayrica noéral tiiplin kapanmasi i¢in
sitoiskeletal proteinler, ndrogenezis ile ilgili proteinler, hiicre dis1 ve hiicre i¢i matrik

gecis gibi kritik fonksiyonlar1 olan proteinler de vardir (10).

Noral tiiplin kapanmasia dair gegerliligi halen devam eden teorilerden birisi olarak
Kyoto toplantisinda, ndral katlantilarin birlesiminin 3 farkli baslangi¢ noktas: oldugu

belirtilmistir (11).

\C

Sekil 2.3. insan embriyosunun néral katlantilarinin birlesimi (11).



2.2.1 Primer Norulasyon

Primer ndrulasyon siireci, noral plagin diiz yapidan silindirik bir sekildeki noral tiipe
donlismesini igeren siire¢ olarak tanimlanmaktadir. Santral sinir sistemini olusturan
yapilar, embriyonun dorsal kisminda bulunan ektodermin orta kismindaki amorf yapida
olan hiicrelerin farklilasarak plak seklini alan bir dokudan olusurlar (12). Altta yatan
notokord ve prekordal mezodermin indiiklemesiyle noral plak olusur (13),(14). Noral
plak olusumu esnasinda ilkin olusan alanlardan Onbeyin, orta beyin ile arka beynin
rostral kismi olusur. Diger kisimdan ise arka beynin geri kalan kismi ve spinal kord
gelisir. Daha sonra néral plak sekillenmeye baslar ve konfiglirasyonu degiserek
longitudinal eksende uzar, tranvers eksende ise daralma meydana gelir (12). Epitel
hiicrelerin sayisinda ve boylarinda artis meydana gelir (15),(16). Daha sonraki agsamada
ise dayanak noktalarinin sekillenmesi, noral duvarlarin ylikselmesi ve noral katlantilarin
birlesmesi ile noral plagin biikiilme siireci baglar. Noral plagin V seklinde ¢cokmesi
sonras1 dayanak noktalar1 sekillenir. Medyal noral plak hiicreler kisalir ve altta yatan
notokord reaksiyonel olarak kama sekli alir (17),(18),(19). Sonraki asamada lateral
noral plak ndral yarigin duvarlarimi olusturur ve bu asama emplasyon asamasi olarak
tariflenir (16),(20). Noral duvarin altinda uzanan mezodermin genislemesi emplasyonda
etkilir (21),(22). Sonrasinda néral katlanti medyal olarak biikiiliir. Noral yarik noral
duvarlarin dorsal uzantilarini kaplar. Beyin ve kaudal spinal kordun gelisecegi bolgede
dayanak noktalar1, her iki néral duvar dorsolateral pozisyonunda yilikselmeye baslar.
Dorsolateral dayanak noktalarmin sekillenmesi sonucunda noéral yarigin mediale
bilikiilmesi saglanmis (23),(24). Noral tiipiin ¢atisi, noral krest ve {izerindeki
epitelyumun sekillenmesiyle primer noériilasyonun son asamasi olan ndral yarigin
kapanmasi saglanmis olur. Noroepitelyal hiicrelerden salgilanan adhezyon molekiilleri
sayesinde noral katlantilarin birbirine yaklastiginda yapismasi saglanir ve ardindan
fiizyon olur. Noral duvarlar pararlel olarak dizilir, yapisir ventrale dogru devam ederek

liimen olusumuna izin verirken adhezyon ise dorsalde kalarak fiizyon gelisir (25).



2.2.2 Sekonder Norulasyon

Lomber 1 vertebranin distalinde kalan amorf hiicreler, santral sinir sistemi taslaginin iist
bolimiimiin flizyonunu primer ndriilasyon evresinde tamamlamis olur. Es zamanh
olarak 28-32. giinlerde hiicreceler sekil kazanmaya baglar ve bu hiicre toplulugun
icerisinde vakuoller olusur. Bu vakuoller sonrasinda biiyliyerek bir araya gelirler ve
santral kanali olusturarak tamamlanmis iist boliimle birlesirler. Bu kanal kanal olusum
siireci 49. giine kadar devam eder. Meydana gelebilecek sekonder ndrulasyon
bozukluklar1 sonucu meningosel, lipomeningosel, diastomiyeli, miyelosistosel, lipom,
dermal siniis, dermoid veya epidermoid kist gibi kaudal noral tiip defektleri meydana

gelir (26).

2.3. Noral Tiip Kapanma Defektleri

Noral tiip gestasyonun 21-28. giinlerinde kapanmaya baslar. Bu kapanma stiresinde
herhangi bir gecikme meydana gelirse, sonucunda noral tiip kapanma defektleri olusur.
Bu kapanma anomalilerini morfolojik olarak SSS’nin hipoplazisi, agenezisi,
hiperplazisi ve sekonder dejenrasyon gibi veya birden ¢ok anomalinin bir arada olmast
gibi farkli sekillerde ortaya ¢ikabilir. Siklik olarak ise yaklasik 1000 (Slii+canli dogum)
dogumda 12,7 olarak bildirilmektedir (1).

En sik olarak spina bifida okiilta, meningosel, miyelomeningosel, ensefalosel,

anensefali, dermal siniis, gergin kord, sringomiyeli, diastomiyeli ve lipomalardir (1).

2.3.1. Anensefali

Kapanma defekti ndéral tiip anteriorunun tist bolgesinde olugmustur. Anensefali

gestasyonun 2. ve 3. trimesterlerinde ultrasonografik takiplerde defektif kranial



kemikler ve her iki hemisferlerin olmayis1 ve gozlerin protriize olmasi ile birlikte
"kurbaga goriintiisli'” olarak tanimlanmaktadir. Noral tiip defektleri igerisinde prognostik
olarak en agir formunu olusturur ve ortalama yarisi abortus ile sonuglanir. Bebeklerin

¢ogunlugu dogum sonrasi giinler icerisinde kaybedilir (27).

Resim 2.1.Anensefali (28).

2.3.2. Ensefalosel

Intrakranial ventrikiiler yapilarin veya subaraknoid bosluktan serbest baglantil
meninksler ile ortiili beyin dokusunun kraniumdaki kemik defektten disariya dogru
herniye olmasidir. Notal tiip defektleri igerisinden en nadir goriilen formdur. Kranial
meningoselde sadece meninkslerin herniyasyonu olurken ensefaloselde ise meningeal
yapilar ve noral dokular herniyedir. Siklikla oksipiatal bolgede goriiliirler. Kese tizerinde
yaygin epitelizasyon varsa elektif cerrahi diisiiniilebilir. Ancak epitelizasyon yoksa,

kesede defekt varsa veya BOS sizintisi varsa, acil cerrahi endikasyon olusur (29).



Resim 2.2. Ensefalosel (AFSU Beyin ve Sinir Cerrahi Klinigi arsivinden alinmustir.)

2.3.3. Spina Bifida

Orta hat boyunca vertebral arkuslarin olmasi gereken fiizyonunda yetersizlik olmasi

durumudur. Defektin tizerindeki yumusak dokularda da spina bifidaya eslik edebilen

malformasyonlar olabilecegi gibi noral veya meningeal yapilarin da kanal disarisinda

olabildigi anomalilerdir (29).
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Resim 2.3. Spina Bifida Olusumu ( http://www.sbawi.org/what-is-spina-bifida.html )
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Spina bifida anomalileri agik ve kapali olarak iki grupta degerlendirilir. Disarida
gozlenebilen bir kese olmamasi durumu kapali spina bifida olarak tarif edilmektedir.
Bazen bebegin cildinde orta hatta izlenen renk degisikligi, neviis ve lokalize bir alanda
killanma olabilir. Altta yatan fiizyon anomalisi genellikle asemptomatiktir, nadiren de
gergin omurilik sendromuna neden olabilir ve degisik siddette norolojik defisitlere yol
acabilir. Disarida gozlenebilen bir kese olmasi durumuna acik spina bifida

denilmektedir (29).

2.3.3.1. Spina Bifida Aperta (Acik Spinal Distrafizm)

Acik spina bifidada disaridan gozlenebilen ve icerisinde meningeal yapilar bazen de
noral yapilar bulunan kese mevcuttur. Kese icerisinde sadece meningeal yapilar var ise
meningosel, zarla birlikte spinal kord dokusu da var ise meningomiyelosel

denilmektedir (29).

a.Meningosel: Meninkslerin, defektif kemik icerisinden kistik herniasyonudur ve
icerisinde noral doku bulunmaz. Meninkslerin duvarini epidermis ve araknoid tabaka

olusturmustur. Agik spinal distrafizmlerinin yaklasik %10'unu olustururlar (1).

b.Meningomiyelosel: Spinal korda ait ndral yapilarin ve meninkslerin, defektli kemik
arkuslardan disariya dogru kistik sekilde protriize olmasi halidir. Meningomiyelosel,
spina bifidanin en sik gézlenen ve ndrolojik defisitlerin en sik gozlendigi ¢esididir.

Acik ve kapali iki tipe ayrilir. Kapali tipte protriize olan kistik yapr cilt ile kapali iken
acik tipte ise ciltte de aciklik vardir. Bu nedenle agik tipte kesenin disari ile temast

olmasi nedeniyle enfeksiyona zemin hazirlamaktadir (30).

c.Lipomeningomiyelosel: Anormal yag dokusu spinal distrafizm ile birlikte olabilir ve

kemik defektten gegerek noral dokular etrafinca seyreder (31).

d.Myelosizis: Noral yapilarin yassilagmis bir kitlesi seklinde goriiliir (7).
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2.3.3.2. Spina Bifida Okiilta(Kapah Spinal Distrafizm)

Posterior vertebral arkuslarin hatali bir sekilde kapanmasiyla olusur. Sadece spindz
procesteki defekkten, her iki pedikiil arasindaki kemigin total yokluguna kadar genis bir
yelpazede karsimiza ¢ikabilir. Populasyonda goriillme orani yaklasik olarak %5-10
oranindadir. Bunlarin %80 gibi biiylik bir kismu lumbosakral bolgede goriilmektedir.
Biiyiik bir kismi insidental olarak tani alirlar. Norolojik defisitler nadir goriiliirler ve cilt
iizerinde anormal killanma, neviis, lipom ve telenjiektazi gibi renk degisiklikleri olabilir.
Norolojik defisit olmas1 halinde cerrahi yapilabilir ancak ndrolojik defisit yok ise

cerrahi tedaviye gerek duyulmaz ve takip edilirler (32).

2.4. Tam

Gestasyonun 16-18. haftalarinda maternal kanda bakilan alfa-fetoprotein diizeyinde
anormal artis olmast noral tiip defekti gostergesi olabilir. Ayrica amniyon sivisinda
bakilan alfa-fetoprotein ve asetilkolinesteraz diizeylerinin artmis olmasi da énemli bir
belirtectir. Ayrica gestasyonun 12. haftalarinda ultrasonografik goriintiileme ile acgik
spina taninabilirken kapali spina bifidada belirgin klinik bulgu goriilemeyebilir. Bazi
vakalarda orta hatta killanma ve gamze olusumu gozlenebilir. Bu tiir vakalarda ise
manyetik rezonans goriintiilemeler ¢cok yardimci olmaktadir. Agik spina bifida da kese
gozlenebilir ve lezyonun altinda paralizi olabilir ve bu vakalarin yaklasik %80’inde

hidrosefali ve chiari malformasyonu ile dogar (30).

2.5. Noral Tiip Defektlerinin Etiyolojisi

Noral tiip defekti etiyolojisi halen tam olarak aydmlatilmis degildir ve ¢ok farkl
etkenlerin rol alabildigi heterojen bir etiyolojiye sahiptir. Noral tlip icerisindeki

kapanma boélgelerinin her birinin farkli bir gen tarafindan kontrol edilebilecegi 6ne

siirlilmiistiir. Annenin beslenmesinde yetersizlik, diabetes mellitus, hipertansiyon,
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yuksek ates, obezite, kullandig1 baz1 farkli ilaglar ve maruz kaldig1 ¢evresel teratojen

faktorlerin noral tiiplin kapanmasinda defektlere neden oldugu bilinmektedir (33).

2.5.1. Folik Asit Eksikligi

Bir aminoasit ¢esidi olan metiyonin noral tiipiin kapanmasinda rol oynar ve NTD
olusumunda metiyonin eksikligi sorumlu tutulmaktadir. Metiyonin ise homosisteinin
metiyonin sentetaz enzimi ile tepkimesi sonrasi olusmaktadir. Bu enzimatik reaksiyonda
metiltetrahidrofolat ve kofaktor olarak da metil kobalamin rol alir. Bu asamada folik asit
kullanilmasiyla homosisteinin, metiyonine doniisiimiinde metil vericisi olarak goérev
yapan 5-metiltetrahidroflolat saglanarak anomali olusumu engellenmektedir (34). Folik

asit eksikligi NTD olusmasina zemin hazirlamaktadir (35).

Folik asit metabolizmasinda rol alan MTHFR genindeki polimorfizmlerin, maternal
obezite, yetersiz multivitamin alimi, akraba evliligi gibi faktorlerin noral tiip defekti
etyolojisinde etkili oldugu gosterilmistir (36). ingiltere Tibbi Arastirmalar Birligi’nin
1991°de yapmis oldugu deneysel ¢alismada daha 6ncesinde NTD’li bebek doguran
kadinlara, perikonsepsiyonel donemde giinde 4 mg. folik asit verilmis ve tekrar NTD’li
gebelik gecirme riskinin %60-72, gebelik 6ncesi donemde giinde 0,4 mg folik asit
verildiginde, ilk kez ortaya c¢ikacak NTD’li gebelik gecirme riskinin %50 azaldigi
ortaya cikmistir. Eritrositlerdeki folat diizeyinin yiiksek olmasi ile NTD riskinde 6nemli
diizeyde azalma oldugu, benzer calismalarda %60’1n altina diigmeyen risk azalmasi
oldugu saptanmistir. Erken gebelik doneminde folik asit verilmesinin ndoral tiip defekti

perevalansini azalttig1 yapilan caligmalarla gosterilmistir (37).
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2.5.2. Annede Yiiksek Ates

Gebeligin erken donemlerinde annenin yiiksek 1stya maruz kalmasinin teratojenik etki

olusturmasi ve NTD ig¢in artan bir risk faktorii oldugu ifade edilmistir (33).

2.5.3. Annede Diabetes Mellitus

Diyabetik annelerde diyabete bagli konjenital dogum defekti iliskisi kesin olarak
belgelenmistir. Diabetik annelerin diabet olmayan annelere gére NTD’li bebek dogurma
riski 15 kat daha fazla oldugu belirtilmektedir. Bu nedenle diabetik annelerin 6zellikle
ilk trimestirda kan glukoz diizeyi ne kadar iyi kontrol altina alinabilirse konjeninal

defekt olusuma riskinin o oranda azalabilecegi vurgulanmaktadir (33).

2.5.4. Obezite

Annenin kilosu ile NTD’li bebek sahibi olma riski arasinda bir iligki saptanmistir. 50-59
kg.agirhigindaki bir gebenin NTD’li bebek sahibi olma riskine oranla,80-89 kg.
agirligindaki bir annenin NTD’li bebek sahibi olma riski iki kat daha fazla oldugu, bu
oranin 110 kg’in tstiindeki gebelerde ise 4 kat daha fazla risk oldugu saptanmistir. 79
kg’dan daha az kiloya sahip kadinlara giinde 0,4 mg folik asit verildginde NTD riski
%40 oraninda azalirken, aym1 miktarda folik asitin 79 kg. ve iizerindeki kadinlarda

verildiginde NTD riskinin herhangi bir oranda azalmadig1 goriilmiistiir (33).

2.5.5. Cevresel Kirleticilerle Temas

Cevresel kirleticilere maruz kalinmasi durumunda konjenital anomalili bebek sahibi
olma riskinin arttig1, 6zellikle koloroform ve bromodiklormetan gibi maddelerin NTD
etyolojisinde rol alabilecegi caligmalarla gosterilmistir (38). Valproik asit gibi
antikonvulsant ilaclarin ise gelismenin dordiincii haftasinda gebelere verildiginde %1-2

oraninda noral tiip defektine neden oldugu bildirimistir (7).
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2.6. NTD’nin Genetigi

Brown ve arkadaglarinin yapmis oldugu ¢alismalarda insanda NTD’ne neden olabilecek
13g32°de bir kritik bolge tanimlamiglardir.(39). Luo ve arkadaglar1 ise 13q33-q34°teki
delesyonun NTD’ne neden oldugunu gostermislerdir. Buna ragmen bu genlerde

hastalikla iligkili bir mutasyon tanimlanmamaistir (40).

13q ve r(13) delesyonunun spina bifida, ensefalosel, anensefali, atelensefali, eksensefali
ve aprosensefali ile iligkili oldugu belirtilmistir. Schmid ve arkadaslari, 33 haftalik
gebelikte amniyosentezde anensefali, limb deformiteleri olan bir fetiiste halkasal

koromozom 13’iin prenatal tanisini gostermislerdir (41).

Rudelli ve arkadaglar1 da yine 18 haftalik gebelikte anensefali, ekzensefali, limb
deformiteleri ve iirogenital defektleri olan fetiislerin 13.koromozomlarinda delesyon

oldugunu belirtmislerdir (40).

Benn ve arkadaslar,20 haftalik gebelikte anensefali, kapali aniis, sindaktili ve kalp
defektleri olan bir fetiiste halkasal kromozom 13 {in prenatal teshisini yapmislardir.
Palmer ve arkadaslart 18 haftalik gebelikte anensefalisi olan bir fetiiste halkasal
koromozom 13 tesbit etmislerdir. Brown ve arkadaslari,25 haftalik gebelikte
ensefalosel, mikrosefali ve bilateral bagparmak yoklugu olan fetiiste amniosentezde 13q
kromozom delesyonunu gostermislerdir. Chen ve arkadaslar1 20 haftalik gebelikte ciddi
gelisme geriligi, oksipital anensefali ve kardiomegali olan bir fetliste 13q delesyonunu

gostermisler (42).
GR sinyali ile bone morphogenetic protein (BMP) ve matriks metalloproteinaz-13

(MMP-13) ekspresyonunun baglantisinin; zigotik kortikosteroidlerin embriyogenezi

etkileyebilecegini gostermislerdir. (43).
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Yine Chen ve arkadaglar1 23 haftalik gebelikte gelisim geriligi, ve anensefalisi olan bir
fetliste mozaik halka kromozom 13’1 rapor etmisler ve molekiiler genetik analizlerin
temelinde 13q32 tizerinde ZIC2 geninin NTD ile iliskili olugunu goéstermislerdir. ZIC2
geninin insan holoprosensefalisinden sorumlu oldugu bilinmektedir. ZIC2 ile NTD’ nin
riskleri arasinda bir iliski i¢in destekleyici bulgular gosterilememistir. 13q32 tizerindeki

insan ZIC5 geninin NTD’den sorumlu olas1 gen olabilecegi soylenmistir (42).

Inoue ve arkadaslari, ZICS geninin farelerde ndral tiip dokusunun gelisimi icin gerekli
oldugu belirtilmistir (44). Insanlarda ZIC genlerindeki mutasyonlar Dandy-Walker
malformasyonlari, holoprosensefali, NTD ve heterotaksiyi de iceren farkli konjenital

malformasyonlara neden olur (45).

ZIC gen ailesinin fenotipik etkileri santral sinir sistemi disinda bazi sistemlerde de
karsimiza ¢ikmaktadir. ZIC3 genindeki mutasyonlar 6liimciil defektlere, konjenital kalp
hastaliklarma ve noral tiip defektlerine neden olmaktadir. Insanda ZIC3’teki
mutasyonlar da NTD’ neden olurken yine bu gendeki mutasyonlar heterotaksiye de
neden olmaktadir (45). ZIC5 geninin ise noral tiip kapanmasinda ve noral krest
ayriminin olusmasinda rol oynadigi mutant fare deneylerinde yapilan ¢alismalarda
gosterilmistir. Yine ZICS5 geninin Xenopus tiirlerinde noral krest olusumunu uyardigi
belirtilmistir ZICS5 yetersizligi farelerde noral tiip defektlerini igeren pek ¢ok

anomalilere ve hipoplazi gibi kraniofasiyal anomalilere neden olur (46).
2.7. Civciv Embriyosunda Embriyogenez
Embriyo doneminden civciv gelisimine kadar 46 evre bulunur ve embriyo gelisimi

cesitli evreleri igerir (47).

Evre-1 (ilk cizgi): Ilkel ¢izginin olusumuna aracilik eder. Blastodermin arka yarisina

dogru hiicrelerin toplanmasi sonucu olugsan embriyonik katlanti goriilebilir.

16



Evre-2 (Baslangi¢ cizgisi): Inkubasyondan yaklasik 6-7 saat sonra elde edilir ve gegici

bir evredir.

Evre-3 (Ara ¢izgi): (12-13 saat) Ilkel ¢izgi goriiliir ve posterior kenardan pellusid

merkezine dogru uzanmis, boyuna gére daha genistir. {lkel oluk heniiz olusmamstr.

Evre-4 (Tam ¢izgi): (18-19 saat) Ilkel ¢izgi maksimum uzunluga ulasmus, ilkel oluk,
ilkel c¢ekirdek ve Hensen’s nodu olusmustur. Pellusida alanit ve uzunlugu artmis ve

armut seklini almistir.

Evre-5: (19-22 saat) Hensen’s nodunun 6n kdsesinden 6ne dogru uzanan, yogunlasan
mezodermin bir ¢ubugu seklinde notokord veya bas olusumu goriilmeye baslar, ancak

basa ait katlant1 heniiz goriilmemektedir.

Evre-6: (22-25 saat) Notokorda dogru olan blastodermin katlantis1 embriyonun 6n
ucunda belirginlesmistir. Somitler goriilmeye baslamamistir. Bas olugu ve ilk somit

ciftinin olusumu yakin zaman araligindadir.
Evre-7 (Bir somit): (23-26 saat) Noral katlantilar bag bolgesinde goriiniir hale
gelmistir. Bu donemde gercekte 2 somitlidir. 1. somit heniiz acik bir bigimde

goriilmemektedir.

Evre-8 (Dort somit): (26-29 saat) Noral katlantilar orta beyin seviyesinde birlesirler. 4

somit vardir ve blastodermin posterior yarisinda kan adaciklar1 goriilmeye baslar.

Evre-9 (Yedi somit): (29-33 saat) Primer optik keseler olusmaya baglar. Kalbin

odaciklar1 birlesmeye baslar. Ortalama 7 somit vardir.

Evre-10 (On somit): (33-38 saat) Somit sayis1 10 dur. 1. Somit daginik yerlesim

gosterir. Bu evreden sonraki diger evrelerde saytya dahil edilmez. Kranial katlantinin ilk
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isareti olan ti¢ adet ilk beyin kesecigi agik sekilde goriiliir. Optik kesecikler net degildir.
Kalp hafif saga dogru yerlesimlidir.

Evre-11 (Onii¢ somit): (40-45 saat) Hafif bir kranial katlanti vardir. Arka beyin 5
ndromere ayrilmistir. On néropor kapanmaya baslamistir. Optik kesecikler belirginlesir.

Kalp saga yerlesmistir. Bu evrede somit sayist 13 tir.

Evre-12 (Onalti somit): (45-49 saat) Kafa sola dogru donmiistir. On néropor
kapanmistir. Telensefalon goriilmeye baslar. Primer optik kesecikler ve optik sak iyi
sekilde goriliir. Kulak ¢ekirdegi derindedir ve genis sekilde agiktadir. Kalp hafif bir S
seklini alir. Amniyonun bastaki katlantisi 6n beyin bolgesinin girisini kaplamistir.

Somit sayis1 16 dir.

Evre-13 (Ondokuz somit): (48-52 saat) Kafa tamamen sola donmiistiir. Kranial ve
servikal katlant1 genis bir egim yapar. Telensefalonun genislemesi belirgindir. Derindeki
kulak cekirdeginin agiklig1 daralir. Hipofize ait bir belirti yoktur. Atrioventrikiiler kanal
daralarak belirginlesir. Amniyonun bastaki katlantis1 6n beyni, orta beyni ve arka beynin

on kismini kaplar. 19 somit vardir.

Evre-14 (Yirmi iki somit): (50-53 saat): Fleksiyon ve rotasyon. Kranial fleksiyon: On
beyin ve arka beyin akslar1 bir dik ac1 olustururlar. Servikal fleksiyon genis bir egim
olusturur. Viicut rotasyonu arkaya dogru 7-9 somit seviyesine kadar devam eder ve bu
seviyenin arkasinda hafif gévde fleksiyonu olusur. Visseral ark ayird edilebilir. Posterior
arklar heniiz goriilmez. Primer optik kesecikler iceriye dogru girer. Lens olusmaya
baslamistir. Kulak c¢ekirdegindeki aciklik smirlanir. Rathke kesesi tanimlanabilir
haldedir. Kalbin ventrikiiler bosluklar1 olusur ve atmaya baglar. Amniyon 7-10 somite

kadar uzanir. 22 somit vardir.
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Resim 2.4. Hamburger ve Hamilton civciv embriyo gelisim evrelemesi (47).

2.8.Metilprednizolon

Kortikosteroidler; antienflamatuvar, antiallerjik ve immunsupresif etkileri nedeniyle
olduk¢a yaygm kullanilan, adrenal korteks tarafindan salgilanan steroid yapili
hormonlar ve sentezle elde edilen ayni yapidaki analoglardir. Gastrointestinal sistemden
tam olarak emilirler. Yaklagik 2-8 saat arasinda ise maximum kan diizeylerine ulasirlar.

Karacigerde aktif metabolitlerine ayrilir ve atilimi bobreklerden saglanir (4).

Kortikosteroidler 1s1 sok proteini 90 ile birlesik olan sitoplazma igerisindeki
glukokortikoid reseptdriine (GR) baglanmaktadirlar. Reseptor aktive olduktan sonra 1s1
sok proteini 90 ayrilir ve hiicre ¢ekirdeginde 6zel DNA sekanslari ile etkilesir. Enzim ve
proteinleri kodlayan mRNA {iretimi ve hormonal etkilesimler meydana gelir (4).
Metilprednizolon (MPL), plazma yarilanma 6mriine gore orta etkili kortikosteroidtir (4),
(5). Diger bir prototip minerelokortikoid olan hidrokortizon metilprednizolona gore
daha az potenttir. Metilprednizolon hidrokortizon’a goére daha uzun etkilidir.
Metilprednizolon’un plazma yar1 émrii 2,5 saat iken hidrokortizonun plazma yar1 dmrii

ise 1,5 saattir (5).
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Metilprednizolon %40-60 oraninda plazma proteinlerine baglanarak etki etmektedir.
Metilprednizolon’un santral sinir sistem igerisine girisi p-glukopretinler ile kapiller
endotel hiicrelerden aktif transport ile saglanir. Plazmada bulunan p-glukopretinlerin
tasima kapasitesi ile metilprednizolonun genis sistemik etkisi arasinda dogru oranti
vardir.  P-glukopretinlerin  tasima  kapasitesi ne kadar fazla ise verilen

metilprednizolon’un sistemik gecisi o kadar artar (48),(49),(50).

Metilprednizolon, steroid hormon grubundandir ve ¢inko igceren niikleer hormon
reseptorlerinin siiper ailesinin {iyelerine baglanarak etki gosterir. Bu reseptor proteinleri,
hedef genlerin promoter bolgesindeki spesifik DNA tanima sekanslarina direk baglanir

ve bu da transkripsiyon baglama oranini degistirir (51).

Metilprednizolon’un ¢esitli kliniklerde farkli sistemik etkilerinden dolayr yaygin
kullanim alanlar1 mevcuttur. Beyin cerrahi ve noroloji kliniklerinde de 6zellikle
antiddem etkilerinden dolay1 peritiiméral 6dem tedavisinde yaygin olarak tercih
edilmektedir. Son zamanlarda genis yan etki profilinden dolayr bazi kliniklerde
kullanim1 azalsa da; sekonder iyilesmeye katki sagladig1 goriisii hakim olan kliniklerde
ozellikle spinal kord yaralanmalarinda kullanilmaya devam edilmektedir. Ozellikle
spinal kord yaralanmalarinda, ilk 8 saatte baslanan yiiksek doz metilprednizolon’un
antioksidan etkileri, serbest radikallerin inhibisyonu saglayarak sekonder iyilesmede
katkist oldugu gosterilmis ve spinal kord O0deminin azaltilmasi amaciyla yiiksek
dozlarda kullanilmaktadir. Mevcut tibbi uygulamalarda Metilprednizolon Suksinat

formu kullanilmaktadir (52).

Bazi1 arastirmacilar glukokortikoid reseptorlerinin (G.R), matriks metaloproteinazlar
(MMP'ler) ve kemik morfogenetik proteinler (BMP'ler) olmak iizere c¢esitli anahtar
gelisim faktorleriyle baglantili oldugunu belirtmisler. BMP'ler, bir dizi BMP reseptoriine
baglanarak sinyal veren, hiicre i¢i transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonuna neden olan
ve daha sonra hedef gen ekspresyonunu modiile edebilen bir gelisim morfojen grubudur.

BMP sinyalleri, dorsoventral modelleme, mezodermal modelleme, somitogenez,
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miyogenez, organogenez ve kraniyofasiyal gelisim dahil olmak iizere ¢cok sayida ana

gelisimsel olayla iliskilendirilmistir (53).

Sekil 2.4. Metilpredniolon (pubchem.ncbi.nlm.nih.gov)
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma, Afyon Kocatepe Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu'nun
06.05.2020 tarih ve 49533702/257 sayili onay karar1 gerceklestirildi. Caligmanin her
asamasinda yapilan tiim islemler etik kurul yonergesinde belirtilen kurallara uygun
olarak gerceklestirildi. Ayrica ¢calismamiz Afyonkarahisar Saglik Bilimleri Universitesi

Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan 20.TUS.006 Nolu projesi ile desteklendi.

Calismanin deney asamasi ve morfolojik analizleri Afyonkarahisar Saglik Bilimleri
Universitesi Tip Fakiiltesi Anatomi Anabilim Dali’nda, histopatolojik degerlendirme
asamalar1 ise Afyonkarahisar Saglik Bilimleri Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve

Embriyoloji Anabilim Dali’nda gerceklestirildi.

3.1. Deney Sirasinda Kullanilan Kimyasallar

e Ksilen

¢ Hematoksilen

e [Eosin (1 It’lik ambalaj/sise/bidon)
e Parafin

e Entellan

e Ethanol %96’lik

e Methanol

e Aseton %99.5

e Metilprednizolon (CxH300s)

3.2. Deney Hayvam

Agirliklar1 6545 gr arasinda 100 adet White Leghorn cinsi, fertil ve 0 giinliik SPF
(specific patogen free) yumurtalar kullanildi. Bu 6zel patojen bulunmayan yumurtalar,

Izmir Bornova Veteriner Kontrol Enstitiisii Miidiirliigii’nden temin edildi.
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3.3. Laboratuvar Kosullar

Afyonkarahisar Saglik Bilimleri Universitesi Tip Fakiiltesi Anatomi Anabilim Dali
Laboratuvarinda bulunan inkiibatér ve diger belirtilen malzemeler kullanildi. Inkiibator
disindaki malzemeler 100 adet 0 giinliik — beyaz — fertil, 65+5 gr agirliginda SPF
yumurta, biiyiik cam kap, petri kutusu, steril seffaf kasik, penset, doku makasi, gaz
tampon, Hamilton enjektorii, flaster ve elde edilen embriyolarin saklanmasi i¢in

%10’luk formol dolu cam sise olarak siralandi.

Resim 3.1. Hamilton Enjektorii

Resim 3.2 Calismada Kullanilan El Aletleri
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3.4. inkiibator

Calismamizda Anatomi Laboratuvarindaki mevcut olan ve Onceki c¢alismalarda da
kullanilan, standardizasyonu yapilmis otomatik inkiibator kullamldi. Inkiibator
standardizasyonu 37,5+0,2°C sabit ortam sicakligt ve %6045 bagil nem orani olarak

belirlendi.

Resim 3.3 inkiibator

3.5. Deney Gruplarinin Olusturulmasi

SPF yumurtalar asagida belirtilen 4 gruba ayrildi. Her grupta 25 SPF yumurta yer aldi.
SPF yumurtalar i¢in uygun 1s1 ve nem (37,5 °C'de %70 nem oraninda) kosullar1 sagland1
ve takip edildi. Calismanin 28 ile 30. saatleri arasinda doéllenmis yumurtalar cihazdan
cikarildi ve steril sartlar altinda (Yumurta kabugu {izerine povidon iyodiir ve sonrasinda
%70 etil alkol dokiilerek sterilizasyon saglandi) steril forcepsler yardimu ile yaklasik 0,5
cm'lik pencereler agildi ve embriyo goriildii. Agilan kabuk pencereden Hamilton
enjektorii ile yaklasik 45 derece agi verilerek daha Once hazirlanmis, ¢aligma
prosediiriinde belirtilen dozlardaki teratojen ajan Prednol 250 mg/4 ml ampul (Mustafa
Nevzat Ila¢ Sanayii A.S.) steril sartlarda serum fizyolojikte ¢oziilerek tiim gruplara 30
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mikrolitre subblastodermik enjeksiyon yapildi. Kontrol grubuna ise herhangi bir ajan
enjekte edilmedi. Enjeksiyon sonrasi tiim yumurtalardaki delikler steril drape ile
kapatildt ve kapatilan yumurta 180 derece cevrilerek kulugka makinesine tekrar

yerlestirildi.

Resim 3.4 Numunelerin Inkiibatére Yerlestirilmesi
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Tablo 3.1. Deneyde kullanilacak kimyasal/biyolojik maddeler ve farmakolojik ajanlar

Verilis | Etki
Ajan Doz Verilis yolu Hacim
siklig1 | siiresi
Kontrol grubu - - - - -
0,3 mg/kg ) )
Hamilton enjektorii
Metilprednizolon (0,015 30
ile subblastodermik o 1 defa | 24 saat
mg/yumurta mikrolitre
alana
bas1)
3 mg/kg
Hamilton enjektori
Metilprednizolon (0,15 30
ile subblastodermik e 1 defa | 24 saat
mg/yumurta mikrolitre
alana
basi)
30 mg/kg ‘ ‘
Hamilton enjektorii
Metilprednizolon (1,5 ) ’ 30
ile subblastodermik 1 defa | 24 saat
mg/yumurta mikrolitre
alana
bas1)

3.6. Embriyolarin Elde Edilmesi

28. saatte gruplara uygun dozlarda metilprednizolon

enjekte ettigimiz dollenmis

yumurtalar, 48. saatte istenilen gelisim diizeyinde en son durus pozisyonlar1 korunarak

inkiibatorden alinip, oda 1sisinda sogutuldu. Yumurta kabugu tizerine povidon iyodiir ve

sonrasinda %70 etil alkol dokiilerek girisim alani steril edildi.
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Resim 3.5 Sterilizasyonda Kullanilan Maddeler (Formaldehyde Solution CAS No:50-00-0, Methanol free
from acetone CAS No:67-56-1, Ethanol CAS No:64-17-5)

Daha sonra inkubatorden alinma pozisyonu korunarak steril alan bozulmadan yumurta
kabugu % 70 lik etil alkol ile dezenfekte ettigimiz forcepsler yardimi ile yumurtanin
tepesinden kirilarak biiyiik bir pencere agildi. Ag¢ilan pencerenin ardindan yumurta zari
(koryoallantoik membran) kaldirildi. Kaldirilan zarin altinda embriyonal disk tesbit
edildi. Embriyonal diskin yaklasik 0,5 cm lateral c¢evresinden diseksiyon makasiyla
farkli kesiler atildi. Daha sonra tek kullanimlik steril seffaf kasik yardimi ile
embriyonun altina girilerek embriyonal disk vitellin memrandan ayrildi. Ayrilan
embriyo daha dnceden hazirlamis oldugumuz, icerisinde % 0,9’luk NaCl bulunan petri
kabma alindi. Petri kabmin igerisinde steril forcepsler yardimi ile arttk maddeler
embriyo etrafindan uzaklastirildi. Sonrasinda embriyo forcepsler yardimi ile bir lam
tizerine deforme edilmeden dikkatlice alindi. Lam {izerinde kalmis olan serum fizyolojik
ve diger kalintilar kulak ¢ubugu kullanilarak temizlendi. Hamburger-Hamilton Tavuk
Embriyo Siniflandirma Sistemi temel alinarak, 151k mikroskobu yardimiyla 40 biiyiitme
altinda embriyolar degerlendirildi. Noral tiipiin agik veya kapali olmasi, kranio-kaudal
uzunlugu, embriyolojik gelisim olup olmamasi ve somit sayilar1 beliriendi ve herbir

grup ayri ayri olacak sekilde embriyolar siniflandirildu.
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Siniflandirmasi yapilan embriyolar bekletilmeden histopatolojik inceleme icin % 5’°lik

formol icerisine alinarak tesbit edildi.

Resim 3.6 Hamilton mikroenjektor yardimi ile subblastoderm alana injeksiyon iglemi

3.7. Histolojik Doku Takip Yontemi

Immiinohistokimyasal boyama icin %5 formol icerisine ayrilan embriyolar, 72 saat
tespit soliisyonunda bekletildikten sonra fiksatiflerin uzaklastirilmasi icin distile su ile
yikandi. Yikandiktan sonra dehidratasyon yapilmak i¢in %50°den %100’e kadar olan
dereceli alkol serilerinden gegirildi. Daha sonra ksilol ile seffaflandirilarak parafine

gomiildi ve bloklama yapildi.
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Tablo 3.2. Doku hazirlama metodu

Yapilan Yapilan
Sira Siire Sira Siire
islem islem
%10
1 72 saat 8 Absolii Alkol | 1 saat
Formaldehit
2 Musluk suyu 1 gece 9 Absolii Alkol | 1 saat
20
3 %350 Alkol 1 saat 10 Ksilen
dakika
20
4 %70 Alkol 1 saat 11 Ksilen
dakika
20
5 %80 Alkol 1 saat 12 Ksilen
dakika
S1v1 parafin
6 %96 Alkol 1 saat 13 1 gece
(60°C)
7 Absoli Alkol 1 saat 14 Bloklama

Calismada kullanilan embriyolar polilizin kapli lamlara alindi. Hazirlanan lamlarin,
standart histolojik doku takip yontemi kullanilarak ksilol ile parafini uzaklastirildi. Daha
sonra lamlar dereceli alkol (%100, %96, %80, %70, %50) serilerinden geg¢irilip musluk
suyunda yikandi. Genel histolojik yapinin belirlenmesi amaciyla kesitler Hematoksilen-
Eosin (H&E) ile boyanarak once artan alkol serilerinden daha sonra seffaflastirmak
amaciyla 2 kez 30 dakika siireyle ksilolden geg¢irildi ve sonrasinda entellan kullanilarak
lamel yardimiyla kapatildi. Uygulanan H&E boyama teknikleri ayrintili sekilde asagida

verilmistir.
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Tablo 3.3 H&E Boyama Yontemi

Yapilan
Sira Yapilan islem Siire Sira Siire
islem
1 Ksilen-I 15 dk 12 Akarsu 10 dk
2 Ksilen-I1 15 dk 13 %350 Alkol 10 dk
3 Absoli Alkol 10 dk 14 %70 Alkol 10 dk
4 %96 Alkol 10 dk 15 %80 Alkol 10 dk
5 %80 Alkol 10 dk 16 %96 Alkol 10 dk
Absoli
6 %70 Alkol 10 dk 17 10 dk
Alkol
Absolu
7 %50 Alkol 10 dk 18 10 dk
Alkol
8 Akarsu 10 dk 19 Ksilen-I 15 dk
9 Hematoksilen 7 dk 20 Ksilen-11 15 dk
10 Akarsu 5 dk 21 Kapatma
11 Eozin 5 dk
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Resim 3.7 Mikroskop (Eclipse E-600, Nikon, Japonya)

Tablo 3.4 Ajan Doz Verilis yolu, Hacim, Verilis siklig1 ve Etki siiresi

Hacim Verilis Etki
Ajan-Doz Verilis Yolu
(mikrolitre)  Sikhig1r  Siiresi
Kontrol -
- - - 48 saat
Grubu
Metilprednizolon
Subblasto-
Grup 1 0,3mg/kg(0,015 mg/yumurta . 30 pl 1 defa 24 saat
dermik alan
bas1)
Metilprednizolon
Subblasto-
Grup 2 3 mg/kg(0,15 mg/yumurta ) 30 ul 1 defa 24 saat
dermik alan
basi)
Metilprednizolon
Subblasto-
Grup 3 30 mg/kg(1,5 mg/yumurta ) 30 ul 1 defa 24 saat
dermik alan

bast)

3.8 Agnor Boyama Prosediirii
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Niikleolus, hiicre i¢indeki ana bilesenlerden birisidir ve niikleusun kompanentidir.
Niikleus hiicrenin ¢ogalmasi ve diger tiim fonksiyonlarda sorumlu olan yapidir.
Niikleolus hiicre boliinmesi esnasinda kaybolur ve hiicre boliindiikten sonra 13, 14, 15,
21 ve 22 no’lu kromozomlarin niikleolus organizer (satellit sap1) bolgesinden (NOR)
tekrar olusur. Bu bolge ribozomal RNA genlerini igeren DNA sarmallarinin bulundugu
bolgedir. Akrosentrik yapidaki bu kromozomlar non-histon 6zellik gosterirler. NOR
bolgelerinde bulunan proteinler, giimiisle boyanabilir ve AgNOR proteinleri olarak
adlandirilmaktadir. AgNOR proteinleri argirofilik yapida olmalar1 nedeniyle giimiis
boyama islemi sonrasinda siyah renkli noktalar seklinde goriiliirler. Proteinlerin
dagilimi ve sayilarindaki degisiklikler hiicrelerin transkripsiyonel, niikleolar ve
proliferatif aktivite derecelerini gosterirler. Yapilan bu ¢alismamizda, farkli kliniklerde
farkli dozlarda yaygin olarak kullanilabilen ve farkli etki ve yan etkileri olabilen
metilprednisolonun noral tliplin kapanmasi ve somitler iizerinde yapabilecegi etkilerini
incelemeyi amacladik. Kanatli embriyolarinin ilk gelisim evrelerinin, memeli embriyo
gelisim evrelerine benzerlik gdstermesi nedeniyle ¢alismamizda deney hayvani olarak

kanatli embriyolari secildi (54),(55),(56).

Elde ettigimiz embriyo ornekleri %10 notral formal icerinde fikse edildi ve sonrasinda
histolojik doku takibine alindi. 5 dakika distile suda yikandiktan sonra artan alkol
serisinden gegirildi. 500, 600, 700, 800, 900 ve 2 defa 1000’lik alkollerde 3’er dakika
bekletildi. 900’lik alkole 1 damla eozin damlatilarak embriyonun goriiniir hale gelmesi
sagland1. Ksilenden gegirilen embriyolar parafin i¢ine gomiildii. Somitler ve noral tiipii
iceren 5 pm kalinliginda kesitler alindi. Deparafinize edilip, rehidrate edilen kesitler

AgNOR boyamasina tabi tutuldu.
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NOR giimiis boyamasinin hazirlanmast;
Iki ¢ozelti gereklidir:
1.Cozelti (¢ozelti A), ultra saf su icinde ¢oziilmiis % 2'lik jelatin ¢ozeltisidir. Daha
sonra formik asit ilave edilerek % 1lik jelatin ¢ozeltisi elde edilir
2.Cozelti (¢cozelti B), ultra saf suda % 50 giimiis nitrat ¢ozeltisidir.
Boyama ¢0zeltisi, taze olarak hazirlanir. A ¢ozeltisinden bir hacim, B ¢ozeltisinden iki
hacimle birlestirilir ve oda sicakliginda kesitlerin {izerini tamamen kaplayacak sekilde
damlatilarak direk giines 15181 almayacak sekilde 15-30 dk boyanir. Boyama sonrasi
cozelti dokiilerek kesitler distile suyla yikanir, 10 dakika% 5 tiyosiilfat ¢ozeltisinde
tutulduktan sonra kapatilir (57).

Gilimiis boyali numuneler, bir goriintli analiz sistemi (NIS Elements Nikon, Japonya)
kullanilarak 151k mikroskobu (Eclipse E-600, Nikon, Japonya) altinda degerlendirildi.
Ornek basina 25 niikleer AgNOR protein goriintiisii degerlendirildi. Her ¢ekirdek icin
ortalama AgNOR sayis1 ve toplam AgNOR alani / toplam niikleer alan (TAA / TNA)
orani hesaplandi (57).
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4. BULGULAR

Yapilan bu ¢alismada toplamda 4 farkli grup olusturuldu. Artan miktarlarda diistik, orta
ve yuiksek doz metilprednizolon, subblastodermik alana Hamilton enjektorii ile enjekte
edilerek 3 grup, son olarak da kontrol grubu belirlendi. Kontrol grubuna herhangi bir
ajan verilmedi. Yumurtalarin inkiibatdre yerlestirilmesi ve ¢ikarilmasi, pencere agma
yontemi, enjeksiyon iglemi, embriyo alinma islemi ve histolojik incelemeler sirasinda
olusan kayiplar nedeniyle diisiik doz grubunda 8, orta doz grubunda 9, yiiksek doz

grubunda 11 ve kontrol grubunda 9 adet yumurta calismaya dahil edilememistir.

AgNOR boyama sonrasinda numuneler 1s1tk mikroskobu altinda her 6rnek basina 25
niikleer AgNOR protein gortintiisii degerlendirildi. Her ¢ekirdek i¢in ortalama AgNOR
sayis1 ve toplam AgNOR alani / toplam niikleer alan (TAA / NA) orani hesaplanarak
veriler excel programina girildi.

Istatiksel analizler SPSS 22.0 (Statistical Package fort he Social Sciences) programi
kullanilarak yapildi. Noral tlipiin agik/kapali olusu, bas-ki¢ uzunlugu, somit sayisi,
ortalama AgNOR sayisi ve TAA/NA orami parametrik olmayan Kruskal-Wallis ve
Mann-Whitney U testleri kullanilarak analiz edildi. Noral tiip (agik veya kapali) ile ilgili
veriler ki kare testi ile analiz edildi. Dunn testi post-hoc test olarak kullanild1 ve p<0,05

anlamli kabul edildi.

Deney gruplarina ait néral tiip pozisyonlarinin, kranio-kaudal uzunluklarinin, somit
sayilarinin, TAA/NA oranlarinin, AgNOR sayilarinin ortalamasi asagida alt basliklar

altinda gosterilmistir.
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4.1.Kontrol Grubu: Kontrol grubuna herhangi bir ajan enjekte edilmedi. Calismaya
dahil edilebilen 16 embriyonun tamaminda ndral tiipiin kapali oldugu goriildi ve
gelisim geriligine rastlanmadi. Kontrol grubu embriyolar1 151tk mikroskobu altinda
makroskobik olarak  degerlendirildiginde  kranio-kaudal uzunlugu ortalamasi
843,15£112 bulundu. Somit sayilar1 ortalamasi 18,87+1,82 olarak bulundu. Kontrol
grubundaki embriyolarin histolojik kesitleri AgNOR boyama yontemiyle hiicre
proliferasyonu degerlendirildiginde TAA/NA oraninin ortalamast 0,44+0,06 iken
AgNOR sayisi ortalamasi 5,19+1,14 olarak tesbit edildi

Resim 4.1 Kontrol Grubundan Embriyo Gériintiisti
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4.2.Grup 1: Diisiik doz grupunda 0,015 mg/30 mikrolitre metilprednizolon enjeksiyonu
sonrasinda ¢aligmaya dahil edilebilen 17 embriyonun 15’inde néral tiipiin agik oldugu
(%88,2), 2 embriyoda ise kapali oldugu goriildii. Diisiikk doz grubu embriyolar 151k
mikroskobu altinda makroskobik olarak degerlendirildiginde kranio-kaudal uzunlugu
ortalamast 710,35 + 119,17 bulundu. Somit sayilar1 ortalamasi1 17,35+1,73 olarak
bulundu. Diisiik doz grubundaki embriyolarin histolojik kesitleri AgNOR boyama
yontemiyle hiicre proliferasyonu degerlendirildiginde TAA/NA oraninin ortalamasi

0,36+0,07 iken AgNOR sayis1 ortalamasi 4,9440,60 olarak tesbit edildi

Resim 4.2.A. Diisiik Doz Grubundan Embriyo Goriintiisii
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Resim 4.2.B. Diisiik Doz Grubundan Embriyo (NT A¢ik H&E Goriintiisii)

Resim 4.2.C. Diisiik Doz Grubundan Embriyo (NT Kapalt H&E Goriintiisii)



4.3.Grup 2: Orta doz grubunda 0.15 mg/30 mikrolitre metilprednizolon enjeksiyonu
sonrasinda ¢aligmaya dahil edilebilen 14 adet embriyoda noéral tiipiin acik oldugu
(%87,5), 2 embriyoda ise kapali oldugu goriildii. Noral tiiplin agik oldugu 1 embriyoda
ise gelisim geriligi goriildii. Orta doz grubu embriyolar1 151k mikroskobu altinda
makroskobik olarak degerlendirildiginde kranio-kaudal uzunlugu ortalamasi 673,37+
103,74 bulundu. Somit sayilar1 ortalamasit 16,874+2,58 olarak bulundu. Orta doz
grubundaki embriyolarm histolojik kesitleri AgNOR boyama yontemiyle hiicre
proliferasyonu degerlendirildiginde TAA/NA oraninin ortalamasi 0,33+0,0 iken AgNOR
sayis1 ortalamasi 4,68+0,78 olarak tesbit edildi.

Resim 4.3.A. Orta Doz Grubundan Embriyo Goriintiisii
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Resim 4.3.B. Orta Doz Grubundan Embriyo Goriintiisii (NT A¢ik H&E Goriintiisii)

Resim 4.3.C. Orta Doz Grubundan Embriyo Gériintiisii (NT Kapali H&E Goriintiisii)



4.4.Grup 3: Yiiksek doz grubunda 1,5 mg/30 mikrolitre metilprednizolon enjeksiyonu
sonrasinda ¢alismaya dahil edilebilen 11 adet embriyoda noéral tiipiin acik oldugu
(%78,5), 3 embriyoda ise kapali oldugu goriildii. Noral tiipiin agik oldugu bir embriyoda
ise gelisim geriligi oldugu goriildii. Yiiksek doz grubu embriyolar1 151k mikroskobu
altinda makroskobik olarak degerlendirildiginde kranio-kaudal uzunlugu ortalamasi
601,37 = 94,86 bulundu. Somit sayilar1 ortalamas1 16,57+1,34 olarak bulundu. Yiiksek
doz grubundaki embriyolarin histolojik kesitleri AgNOR boyama yontemiyle hiicre
proliferasyonu degerlendirildiginde TAA/NA oraninin ortalamast 0,32+0,03 iken
AgNOR sayist ortalamast 4,0+0,47 olarak tesbit edildi.

Resim 4.4.A. Yiiksek Doz Grubundan Embriyo Goriintiisii

40



Resim 4.4.B. Yiiksek Doz Grubundan Embriyo Goriintiisii (NT A¢ik H&E Goriintiisii)

Resim 4.4.C. Yiiksek Doz Grubundan Embriyo Goriintiisii (NT Kapali H&E Goriintiisii)
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Istatiksel degerlendirme sonucunda kontrol grubu ile diger gruplar arasinda néral tiipiin
pozisyonu(agik veya kapali) acisindan istatistiksel olarak onemli bir farklilik belirlendi

(p<0,001).

Deney gruplart arasinda embriyolarin  kranio-kaudal uzunluklar1 ortalamasi
degerlendirildiginde; kontrol grubu ile diisiik doz, orta doz ve yliksek doz grubu
arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar tesbit edildi. Bu farkliliklar doza bagl
olarak kontrol grubundan yiiksek doz grubuna dogru azalan bir egilim seklindeydi.
Deney gruplar1 arasindaki embriyolarin somit sayilari degerlendirildiginde kontrol
grubu ile yiiksek doz grubu arasinda, istatistiksel olarak anlamli bir azalis tesbit edildi.
Deney gruplar1 arasindaki embriyolarin kesitsel goriintiilemelerinde TAA/NA orani
degerlendirildiginde kontrol grubu ile orta ve yiiksek doz grubu arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulundu. Bu farkliliklar Agnor TAA/NA ortalamasinin kontrol

grubundan ytiksek doza dogru azalma egilimindedir.
Deney gruplari arasindaki embriyolarin kesitsel goriintiillemelerinde AgNOR sayilarmin

ortalamast degerlendirildiginde, kontrol grubu ile yiiksek doz grubu arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir azalma goriildii.
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Tablo 4.1. Istatistiksel Analiz

Kontrol Grup 1 Grup 2 Grup 3
Parametre
(n=16) (n=17) (n=16) (n=14)
NT Agik/NT
0/16/0 15/2/0 13/2/1 10/3/1

Kapaly/Gelisim Geriligi

Kranio-Kaudal Uzunlugu
843,15+112,6 710,35+119,17*  673,37£103,74*  601,37+94,86°

(um)
Somit Sayisi 18,87 +1,82 17,35 +1,73 16,87 +2.58 16,57 +1,34°
TAA/NA Oram 0,44+0,06 0,36+0,07 0,33+0,0° 0,32+0,03°
AgNOR Sayisi 5,19+1,14 4,94+0,60 4,68+0,18 4,0£0,47°

a; Kruskal Wallis Testi ve Post Hoc Dunn Testi, Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak
anlamlidir. p<0,05.
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5. TARTISMA

Noral Tip Defekti embriyonun gelisim siirecinde ndroaksisin herhangi bir boliimiiniin

kapanmasinda olusan yetersizliktir (1).

Embriyonal donemde kayiplara, fetal, intrauterin veya dogum sonrasi donemlerde
Olimlere neden olabilen, canli dogan bebeklerde ise ekonomik, medikal ve
sosyokiiltiirel olarak ciddi sorunlara yol acan konjenital bir hastaliktir. Yaklagik olarak
6/10000 siklikta goriiliir (2). Lezyonun seviyesine gore bazi durumlarda mortal
seyrederken bazen de kalic1 defisitlere ve ¢ok farkli nérolojik fonksiyon bozukluklarina
neden olabilir. Noral yapinin herhangi bir segmentinde olusabilecegi i¢in kraniumdan
kaudale kadar uzanan genis bir yelpazesi vardir. Bu nedenle de anensefali gibi mortal
durumdan, sakral renk degisikligine kadar subklinik seyredebilen ¢ok cesitli agir ve
hafif formlar1 vardir (2).

Noral tiip defekti etiyolojisi halen tam olarak aydmlatilmis degildir ve ¢ok farkl
etkenlerin rol alabildigi heterojen bir etiyolojiye sahiptir. Genetik faktorlerden ve ileri
anne yagsi, multiparite, diisiik sosyoekonomik diizey gibi ¢ok cesitli ¢evresel faktorler
etiyolojide rol alirlar. Noral tiip, embriyo gelisim siirecinin ilk 28 giiniinde olusur ve

kapanmas1 tamamlanir (3).

Noral tiip igerisindeki kapanma bdlgelerinin her birinin farkli bir gen tarafindan kontrol
edilebilecegi one siiriilmiistiir. Noral tliplin kapanmasinin tamamlandig1 gebeligin ilk bir
ayt olan kritik donemde; Ozellikle folik asit alimindaki yetersizlik, annenin
beslenmesinde yetersizlik, diabetes mellitus, hipertansiyon, yiiksek ates, obezite,
kulland1g1 baz1 farkli ilaglar ve maruz kaldig1 ¢evresel teratojen faktorlerin, noral tiipiin

kapanmasinda defektlere neden oldugu bilinmektedir (33).

Perikonsepsiyonel donemde folik asit kullanimi, obez anne adaymin beden kitle

indeksinde azalma, yiiksek atese maruz kalmama, hipertansiyonun kontrol edilmesinin
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noral tiip defektli ¢cocuk sahibi olma riskini azalttigi bircok ¢alismada gosterilmistir.
Yine klorofom ve bromodiklormetan gibi ¢evresel kirleticilerden korunmanin 6zellikle
valproik asit gibi antikonvulsant ilaglardan kag¢inmanin da ¢ok Onemli oldugu

caligmalarda acikga belirtilmistir (33).

Noral tlip defekti genetiginde ise bircok calismada 13. Kromozomda olusabilecek
delesyonu sorumlu tutmuslardir. Chen ve arkadaslart 13q32 iizerindeki insan ZICS

geninin NTD’den sorumlu olas1 gen olabilecegi soylenmistir (42).

Noral tiip defekti calismalarinda yillar igerisinde ¢ok farkli modellemeler kullanilmustir.
Ornek olarak memeli hayvanlar, kanatli hayvanlar, amfibiler ve bilgisayar ile yapilan
modellemeler kullanilmistir. Tiim bu modellemelerin kendi arasinda avantajlari ve
dezavantajlar1 vardir. Memeli modellerden olan ratlar, komplike ve deney sonucu almak
icin uzun zaman gerektirirken; amfibi ve kanatli embriyo modelleri daha basit pratik ve
maliyet olarak uygundur. Kanatli embriyo modelleri, embriyonal gelisimin ilk 28
giiniine uyan ve calismada kullanilacak ajanlarin embriyonel gelisim iizerindeki

etkilerinin incelenebildigi uygun bir modeldir (58).

Kanatli embriyolarindaki ndriilasyon, diger canlilardakine benzer sekilde primer
noriilasyon ve sekonder noriilasyon olarak iki asamada gercgeklesir. Primer noriilasyonda
beyin ve lomber 1 seviyesinden iist servikale kadar olan néronal seviyeler olusur.
Kaudal seviyedeki noropor kapanirken ayni esnada sekonder ndriilasyon ortaya ¢ikar ve
medulla spinalisin en ug seviyeleri olusur. Yine bu evrede noroepitelyal hiicreler grubu
belirir ve yap1 degistirerek kanal olustururlar (26).

Noriilasyondan sonraki Onemli basamaklar ise noral plak olusmasi, sekillenmesi
sonrasinda katlanmasi ve son olarak biliylime plaginin kapanmasidir. Eger bu
basamaklardan herhangi birinde defekt olursa noral tiip defekti ile karsimiza ¢ikabilir.
Civciv embriyolarinda yapilan ¢alismalarda apopitozisin noral tiip kapanmas siirecinde

onemli rol aldig1 gosterilmistir (59).
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Kortikosteroidler; antiinflamatuvar, antiallerjik ve immunsupresif etkileri gibi genis etki
profilleri olmas1 nedeniyle olduk¢a yaygin kullanilan, adrenal bezin korteksinden

salgilanan steroid yapili hormonlar ve sentezle elde edilen ayni yapidaki analoglardir

(5).

Biiytlik oranda karacigerde az miktarda da diger dokularda metabolize edilirler. Hiicre
zarin1 gegip stoplazmada ve ¢ekirdekte kendilerine 6zgii resptorlere (GR) baglanirlar.
Glukokortikoidler ve minerolokortikoidler hedef haldiklar1 hiicrelerde proteinlerin
kodlanmasinda rolii olan genlerin transkripsiyonunu cogunlukla artirirlar. Parenteral
glukokortikoidler suda ¢oziinemedikleri i¢in; siiksinat esterlerinin sodyum tuzlar1 suda
cozilinlir 6zelligi nedeniyle esterlestirilerek kulanilirlar. Calismamizda kullandigimiz

ajan olan metilprednizolon sodyum siiksinat da bir sentetik parenteral glukokortikoiddir

().

Glukokortikoidler merkezi sinir sisteminde genellikle eksitator etki gostermektedirler

(5).

Beyin cerrahi ve noroloji ve medikal onkoloji kliniklerinde de o6zellikle antiodem
etkilerinden dolay1 peritiimdral 6dem tedavisinde, kafa ici basing artisi tedavisinde
yaygin olarak tercih edilmektedir. Son zamanlarda genis yan etki profilinden dolay1 bazi
kliniklerde kullanim1 terkedilse de; sitotoksik serbest oksijen radikallerinin
inhibisyonunu saglayarak sekonder iyilesmeye katki sagladigi goriisii hakim olan
kliniklerde ozellikle spinal kord yaralanmalarinda kullanilmaya devam edilmektedir.
Subaraknoid kanamalara bagli iskemi ve akabinde olusan reperfiizyona bagli ndrolojik

sekelleri kismen 6nledigi gosterilmistir (52).

Yan etkileri doza, kullanim sekline ve kullanim siiresine gore degisiklik gostermektedir.
Peptik iilser, ciltte atrofi, miyopati, diyabet olusumu, hipokalemi, hiperkoagulopati,
intrakranial basing artisi, osteoporoz, endokrin bozukluklar gibi multisistemik ¢ok farkli

yan etkileri olabilir (4).
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Emziren kadinlarda ise giinde 40 mg’a kadar kullanilmasina izin verilebilecegi
sOylenmis ancak kullanimdan sonra en az 4 saat siireyle emzirmemeleri tavsiye
edilmistir. Gebelikte metilprednizolon kullanimina bagl teratojenik etki olusmasina dair
caligmalar nadirdir. Deney hayvanlarinda farkli sonuglar bildirilmesine ragmen gebe

kadinlarda teratojen etki olusturdugu net olarak saptanamamistir (5).

Ozellikle bizim de {izerinde ¢alistigimiz, organogenez evresinde MPL kullanimi

sonrasinda noral tiip defekti olusumu ile ilgili bir ¢galismaya rastlanilmamustir.

Austal ve arkadaslar1 yine bir glukokortikoid olan dexametazon ile yaptiklari civciv
calismasinda cerebellumun normal gelismesini bozdugu, proliferasyonu azalttigi ve

hizli olgunlagmaya neden oldugunu gostermislerdir (60) .

Andrew FD yine bir kortikositeroid olan medroxyprogesterone kullanarak tavsan
embriyolarinda yaptigi ¢aligmada teratojenik etki olan yarik damak olusturdgunu
gostermistir. Calismamizda noral tiip defekti genetiginde 13. Koromozom
delesyonlarinda NTD ile eslik edebilen yarik damakli bebekler olabildigi sdylendigi i¢in
anlaml1 goriildii (61).

Ganesh FElumalai ve Sushma Chodisetty 2016 da yaptigi ¢alismada glukokortikoid
ailesinden ve GABA-A reseptor agonist gorevi olan progesteron ile yiiksek doz
caligmasinda civciv embriyolarinda noéral tiip defektini artirdigini gostermistir. Bu
nedenle de NTD olusumunda GABA-A reseptoriiniin dnemli rolii oldugunu 6nemle
belirtmemiz gerekmektedir (62). Ancak MPL’nin GABA-A reseptorii ile iligkisini

aciklayabilecek bir ¢alismaya rastlanmadi.
Boga kurbagalarinda doz yanit egrileri ile yapilan bir analiz, glukokortikoidlerin

yarismasiz bir sekilde GABAA reseptoriiniin duyarhiligini azalttigini ortaya konulmus.

Glukokortikoidlerin, muhtemelen fonksiyonel GABA-A reseptorii iyonik kanal
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komplekslerinin sayisin1 azaltarak, birincil aferent néronlar iizerinde GABA-A
reseptoriiniin  bir antagonisti olarak hareket ettigi ileri siiriilmiis. Bu c¢alisma
dogrultusunda MPL nin, ndral tlip defekti olusumunda rol alabilecegini diisiindiiglimiiz
GABA-A reseptorleri ile etkilesimi {izerinde ayrintili ¢aligmalarin yapilmasi gerektigini

diisindiirmektedir (63).

Metilprednizolon, steroid hormon grubundandir ve c¢inko igeren niikleer hormon
reseptdrlerinin siiper ailesinin iiyelerine baglanarak etki gosterir. Bu reseptor proteinleri,
hedef genlerin promoter bolgesindeki spesifik DNA tanima sekanslarina direk baglanir

ve bu da transkripsiyon baslama oranini degistirir (51).

Perikonsepsiyonel donemde kortikosteroid kullanan gebelerden dogan bebekleri
inceleyen diger bir ¢calismada yarik damakli ¢ocuk sayisinda anlamli veriler goriilmiis.

Ancak noral tiip defekti agisindan anlamli sonug alinmamustir (64).

MPL’nin santral sinir sistemi hiicre siklusunda rol alan diizenleyici faktorleri
etkileyerek; hiicre proliferasyonunu baskiladigi, noronal kok hiicrelerinin nérona dogru
olan farklilagmalarin1 kisitladig1 ve bu nedenle MPL’nin embriyolojik siiregte gelisim ve

farklilagma tizerinde bazi olumsuz etkilerinin oldugunu diistinmekteyiz.

Baz1 arastirmacilar glukokortikoid reseptorlerinin (G.R), matriks metaloproteinazlar
(MMP'ler) ve kemik morfogenetik proteinler (BMP'ler) olmak iizere ¢esitli anahtar
gelisim faktorleriyle baglantili oldugunu belirtmisler. BMP'ler, bir dizi BMP reseptoriine
baglanarak sinyal veren, hiicre i¢i transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonuna neden olan
ve daha sonra hedef gen ekspresyonunu modiile edebilen bir gelisim morfojen grubudur.
BMP sinyalleri, dorsoventral modelleme, mezodermal modelleme, somitogenez,
miyogenez, organogenez ve kraniyofasiyal gelisim dahil olmak {izere ¢ok sayida ana

gelisimsel olayla iliskilendirilmistir (53).
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Bu caligsmalar 1s1ginda arastirmacilar erken zebra baliklarinda kortizol ile yaptiklar
yaptiklar1 calismada; gelisimin erken evrelerinde GR'ye yanit veren genleri ve yollar
belirlemisler ve zebra baliklarinda 6nemli bir gelisim diizenleyicisi olarak GR'nin
anahtar rol aldigini belirtmislerdir. GR sinyali ile BMP ve MMP ekspresyonunun
baglantisinin;  zigotik  kortikosteroidlerin ~ embriyogenezi  etkileyebilecegini
gostermiglerdir. (43). Bu calismalar 1s1¢inda kullandigimiz ajanin BMP ekspresyonu
saglayarak embriyonezde rol alan genetik bilgilerin formasyonunda degisiklik
yapabilecegi ve bu degisikliklerin noérulasyonda olumsuz katkisinin olabilecegini
diisiinmekteyiz ve ileri bir ¢alisma yapilmasi gereklidir. Santral sinir sistemini olusturan
yapilar, embriyonun dorsal kisminda bulunan ektodermin orta kismindaki amorf yapida
olan hiicrelerin farklilagarak plak seklini alan bir dokudan olusurlar. Dolayisiyla bu
reseptor-gen sinyalizasyonun ekdodermin farklilagsmasinda nasil bir rol alabilecegi

merak konusudur.

Nesan ve arkadaglari zebra baliklar1 {izerinde yaptiklar1 diger bir calismada GR
morfantlarinin, gecikmis somitogenez, somit ve kuyruk morfogenezinde kusurlar ve
embriyo boyutunda azalma yaptigin1 gostermisler. Bu calisma da GR reseptorlerinin
embriyonezde 6zellikle mezodermden kaynak alan yapilarin gelismesinde rol aldigi
sOylenmis. Yine mezodermin olusum mekanizmasi gozoniine alindiginda ekdodermin
de bu reaksiyonlardan etkielenebilecegi ve sonucunda noral tiip olusumunda rol
alabilecegi siipesi dogmaktadir. Gelisimin krittk donemlerinde MMP-13'iin
diizensizliginin somitogenez, organ gelisimi ve doku mimarisi iizerinde 6nemli bir
etkiye sahip oldugunu gostermektedir. Ek olarak, bu genin glukokortikoidler tarafindan
diizenlenmesi, hiicre modellerinin 6nerdiginden daha karmasik gortinmektedir, bu da
MMP'lerin dinamik bir biitiin hayvan modelinde incelenmesinin, teratogenezdeki

rollerini anlamamiza katkida bulunacagini1 gostermektedir (65).
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6. SONUC

Sonug olarak; yaptigimiz deneysel ¢calismada civciv embriyolarinda MPL’nin doza bagl

olarak noral tiip olusumu tlizerine direkt teratojenik etki gdsterdigi belirlendi.

Hayvan calismalarindan elde edilen sonuglar her ne kadar insanlardaki kosullari
tamanlamiyla yansitmasa da metilprednizolon'un tam teratojenik mekanizmasi agik
degildir, dolayisiyla metilprednizolon'un embriyonik gelisim {izerindeki teratojenik
etkilerini gostermek ve konjenital defekteleri en az seviyeye indirmek i¢in daha fazla

calismaya ihtiyag vardir.
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