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OZET

TIYOPENTALIN ERKEN DONEM CiVCiV EMBRIYOSUNDA NORAL
TUP GELISIMINE ETKILERI

Bu calismanin amaci tiyopentalin erken dénem civciv embriyosunda
néral tip gelisimine etkilerini ortaya koymaktir. Bu amagla 100 adet 6zel
patojen bulunmayan (SPF) yumurta kullanildi. SPF yumurtalar 4 grupta
incelendi. Tim gruplar 30 saat boyunca 37,2 + 0,1 °C sicaklik ve % 60 £ 5
nem oraninda inklbe edildi ve Hamburger — Hamilton siniflamasina gére 8.
evrede bir embriyolojik gelisme elde edildi. 30. saat sonunda Grup A (kontrol
grubu)(n=25), in ovo 0,1 ml %0,9 NaCl ve diger gruplara da ayni hacimde
yumurta agirhdina gére doz ayarlamasi yapilarak sirasiyla 2 mg/kg, 4 mg/kg,
8 mg/kg dozlarida olacak sekilde, Grup B (n=25) 0,14 mg/0,1 ml, Grup C
(n=25) 0,28 mg/0,1 ml ve Grup D (n=25) 0,58 mg/0,1 ml
konsantrasyonlarinda tiyopental enjekte edildi. 72. saatin sonunda tim
embriyolar yumurtadan ¢ikartildi ve hematoksilen eozin ile patolojik olarak
incelendi. A ve B gruplarinda néral tip defekti saptanmazken C ve D
gruplarinda toplam olarak 6 embriyoda defekt izlendi (2’si C grubunda ve 4’0
D grubunda). Sonuc¢ olarak tiyopentalin 4-8 mg/kg gibi terapdtik ve
supraterapétik dozlarda erken dénem tavuk embriyosunda NTD insidansini
arttirdig1 gézlemlenmigtir. Tiyopentalin organogenezin devam ettigi gebeligin
ilk aylarinda kullanildiginda, yenidoganda NTD geligimini tetikleyebilecegi ve
nérdlasyon Gzerinde olumsuz etkileri olabilecedi kanaatindeyiz. Ancak
tiyopentalin nérllasyondaki etkisini tam olarak ortaya koymak igin daha ileri

ve farkli embriyo modelleri Gzerinde ¢aligsmalara ihtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler : Noral tip defekti, Erken dénem civciv
embriyosu, Norulasyon, Tiyopental

Destekleyen Kurumlar : GATA Haydarpasa Egitim Hastanesi
Yazar :  Hv. Tbp. Kd. Utgm. Gékhan INANGIL

Danigsman :  Prof. Tbp. Kd. Alb. Giiner DAGLI



SUMMARY

THE EFFECTS THIOPENTAL ON NEURAL TUBE DEVELOPMENT
IN EARLY STAGE OF CHICK EMBRYOS

The aim of this study is to demonstrate the effect of thiopental in early
stage chick embryos on neural tube development. One hundred specific
pathogen-free (SPF) chick eggs were used to investigate the neurulation.
SPF eggs were invastigated in four groups. All of the groups were incubated
at 37,2 £ 0,1 °C and 60 = 5 % relative humidity for 30 hours and the eighth
stage of the embryonic development as defined by Hamburger and Hamilton,
was reached. At 30th hour, group A (control group) (n=25) was administered
in ovo 0,1 ml saline (%0,9 NaCl) and the other groups were administered
same volume of thiopental calculated in increasing dosages for 2 mg/kg, 4
mg/kg, 8 mg/kg for each egg with concentrations of 0,14 mg/0,1 ml Group B
(n=25), 0,28 mg/0,1 ml Group C (n=25), 0,58 mg/0,1 ml Group D (n=25)
respectively. At the end of 72 hours all of embryos were extracted from eggs
and they underwent pathological examination with hematoxilen eosine. While
the groups A and B showed no neural tube defects, totally six defective
embryos were detected in the groups C and D (two in group C and four in
group D). Our results suggested that thiopental caused neural tube closure
defects when injected at supratherapeutic dosage levels. However further

studies and different models are needed for its role in neurulation.

Keywords : Neural tube defect, Early chick embryo, Neurulation,
Thiopental
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1. GIRIS

Dogum defektleri bir yas altt cocuklarda &nde gelen 6lim
sebeplerindendir. Noral tip defektleri (NTD), dogumsal kalp defektlerinden
sonra en sik dogum defektidir. Bununla beraber prenatal ve postnatal
dénemde 6nemli tibbi, finansal ve sosyal sorunlara yol agmaktadir. NTD
etiyolojisi oldukca kompleks olup hem genetik hem de cevresel faktérler NTD
gelisiminde rol oynamaktadir. Bu ylzden NTD her zaman arastirmacilarin
ilgisini gekmistir. Konu ile ilgili gesitli deneysel modellemeler ortaya atiimistir.

Gebelerde anestezi indiksiyonunda sik¢a kullanilan bir ajan olan
tiyopentalin,  teratojen  olmadigi  bildiriimesine  ragmen  anormal
embriyogeneze sebep olabilecegi ydninde yayinlar da bulunmaktadir.
Embriyo 6zellikle organogenez déneminde teratojenler olarak bilinen ila¢ ve
cevresel faktérlere daha duyarlidir. Erken dénem civciv embriyosu modeli,
memelilerde embriyonel gelisimin ilk bir ayina uyan ve kimyasallarin
embriyonel gelisim Gzerine etkilerinin incelendigi bir modeldir.

Calismamizin amaci, erken dénem civciv embriyosunda tiyopentalin

NTD Uzerine etkilerini histopatolojik olarak inceleyerek ortaya koymakiir.



2. GENEL BILGILER

2.1. insanda Néral Dokunun Embriyolojik Geligimi

Disiden gelen oositin erkekten gelen sperm ile fertilizasyonu sonucu
olusan zigot, hicre bdlinmesi, hicre géc¢l, programh hicre lUmu
(apoptozis) ve buyime sonucu ¢ok hicreli insan yapisina dénistr. Prenatal
dénem kendi icinde ilk 8 haftayl kapsayan “embriyonik donem” ve 57. glinden
itibaren fetusun anneyi terk etmesine kadar devam eden “fetal dénem” olarak
ikiye ayrilir (1,2).

Fertilizasyonu takiben totipotent bir hiicre olan zigot bélinmeye baslar.
Bu dbénemde birbirini izleyen bir seri mitotik b6linme ile daha kigik hale
gelen ve sayisi artan blastomerler olusur. Uc béliinmeden sonra blastomerler
ic ve dis tabakalari olan, birbirine sikica tutunan bir hiicre topu haline gelmek
Uzere bir araya gelirler. Embriyo yeniden bdélinerek 16 hlcreli “morula (dut)”
sekline gelir (3). Fertilizasyondan 3 veya 4 gin sonra morula uterus
bosluguna ilerlerken icinde bir kavite olusmaya baslar. Bu kavitenin icerisine
sivi dolar ve blastokist boslugu olusur. Bu evredeki embriyoya “blastokist”,
bosluga da “blastosel” adi verilir. Uglincii haftanin en belirleyici olay:
gastrulasyondur. Gastrulasyon, primitif ¢izginin belirmesi ile baslar. Primitif
cizginin sefalik ucu genisleyerek primitif digimua (Hensen digumu) yapar.

Epiblast hlcreleri, primitif cizgi ve digim boyunca invajine olarak iki
yeni hicre tabakasini yani “endoderm” ve “mezodermi” olustururlar.
intraembriyonik mezodermal germ tabakasinin hiicreleri yolk sac ve amnionu
Orten ekstraembriyonik mezodermle iliski kuruncaya kadar diger iki germ
tabakasinin arasina gb¢ ederler (Sekil 2.1.) (4-6).
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Sekil 2.1. Noéral tabakanin sekillenmesi

Primitif gukurda, invajine olan prenotokordal hicreler ise prokordal
plaga ulasana kadar ilerler. Bu hiicreler, notokordal plak halinde endoderme
karisirlar. Gelisimin daha ileri evrelerinde, notokordal plak endodermden
ayrihr ve solid bir kordon goérinime sahip “notokord” olusur (Sekil 2.1).
Embriyonun orta hat eksenini olusturan notokord aksiyal iskeletin ana
catisidir (3, 4). Notokord olustuktan sonra ektodermden néral tlp gelisimini
saglarken, her iki yaninda bulunan mezodermi de etkileyerek segmentlere
ayriimaya zorlar. Once mezodermin dorsalinde yariklanma olur. Bunun
sonucunda olusan ufak mezoderm pargalarindan somitler geligir. Somitler, ilk
olarak embriyonun gelecekteki oksipital bélgesinde ortaya ¢ikar. Somitlerin
olusmasi, heniz primitif cizginin arka ucuna gelmeden sona erdiginden
embriyonun kaudal kisminda mezoderm yariklanmadan kalr. Yariklanma
mezodermin yalnizca dorsal bdlimiinde sinirhidir. ilk segmentin dnindeki
mezoderm de yariklanma géstermez. insanda ilk somit cifti gelisimin 20.
guninde embriyonun servikal bdlgesinde belirir (3, 4).

Uciincli embriyolojik hafta icerisinde, embriyonun dorsal orta hattinda
bulunan ekdoderm kalinlasmaya baslar ve néral tabakayr olusturur.
Ektodermin indiksiyonunda 6zellikle TGF (transforming growth factor -
dénlstarict bliyame faktérl) ailesi icinde yer alan aktivin, fibroblast blylime
faktdrl, bunun disinda retinoik asit ve gesitli nérotransmitterler gibi sinyal
molekdlleri gérev almaktadir (3, 7, 8).



Bu tabakanin her iki lateral siniri yUkselti yaparak ortalarinda boylu
boyunca uzanan cukurumsu oluk olusumuna neden olurlar. iste bu tabaka
lateralinde olusan yukseltiler ndral katlanti, ortadaki oluk ise ndral oluk olarak
adlandirilir. iste bu olusan néral oluk, lateralinde yiikselti olarak bulunan néral
katlantilarin mediale dogru yaklasarak birlesmesi ile silindir seklinde kapanir
ve néral tipU olusturur (Sekil 2.2). Kaynasma gelecekte boynun olusacagi 4.
somit boélgesinden baslar sefalik ve kaudal yonde devam eder. Kaynasma
tamamlanincaya kadar néral tipln kaudal ve sefalik uglari, amnion boslugu
ile sirasiyla kranial ve kaudal néroporlar yoluyla iliskidedir. Kranial néropor
25. gun (18 - 20 somitli evre) ve posterior néropor 27. gin dolaylarinda (25
somitli evre) kapanir. Noéroporlarin kapanmasiyla nérlilasyon artik
tamamlanmistir. Sinir sistemi, kaudal bdélgesi dar ve sefalik bdlgesi daha
genis, iginde spinal kord, birkag dilatasyon ve beyin keseciklerinin yer aldigi
kapali bir tibller yapi haline gelmistir. Bu evrede embriyo yaklasik 3 - 5 mm
boyundadir (4).

Noral Katlant — Eraniyel Naropor

Amnnion zan
=

"\ Néral Katlann

Niral oluk

Somit

Somit

Primitif Cizgi

Kaudal Néropor

Sekil 2.2: Noérllasyon ve néral tipin olugsumu

Uc tabakall embriyonun olustugu gastrulasyon ddénemi sonrasi
embriyoda SSS (Santral sinir sistemi) gelisimi, 28. ginde tamamlanan
“primer noértlasyon” olarak adlandirlir. Bu hafta icerisinde baglayan spinal
kordun distal kisimlari olan kauda equina ve liflerinin olusumu baslayacak ve
bu evre de sekonder ndrilasyon evresini olusturacaktir. Sekonder nérilasyon

evresinde tim néral tipUn Uzeri, ylzey ektodermi ile kapanmis durumdadir.
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intrauterin hayatin 30. giiniinde olugsan bu hiicre grubunda vakuolizasyon
gelisir. Vakuollerin birbirleri ile birlesmesi sonucu hiicre grubu icinde tek bir
kavite olusur. Bu olaya “kanalizasyon” adi verilmektedir. 38. glinde bu hlicre
grubu ile ndértlasyon sonucu olusmus olan st medulla spinalis ile L1-2
hizasinda birlesir ve fizyon olusur (5). Néral tipin distalindeki kaudal hlcre
kitlesi kuyruk seklinde uzanir. Bu olusum gerceklesirken ¢cok sayida Iimen
ve epandimal topluluklar filum terminale icinde organize olurlar ve distal
konus medullaris meydana gelir. Bu kabaca olusan distal spinal kord, 38.
ginde kaudal néral tipin Iimeninde azalma yani retrogresif diferesiasyon
ile, kuyruk tomurcugunun regresyonu baslar. En kaudal kisimda olan hiicre
grubu 6. ve 7. haftada regresyona ugrar ve ileride filum terminale olacak
olan fibréz bir bant olusur (4).

Birlesmeden sonra gelisen, kontrolli ve planli hicre 6lima ile bu
dénemde ndrilasyon ve ndral dokunun Uzerinin cilt ile kapanmasi
tamamlanmistir. Posterior néroporun bulundugu bélge, gelismis fetliste T11-
L4 segmentleri arasina uymaktadir ve burasi myelodisplazinin en sik
karsilasildigi bélge olarak bilinmektedir (9). Posterior néroporun kapanmasi
ile birlikte pia, araknoid ve duramater gelismeye baslar. SSS 40. gininde
ventral ylzde belirmeye baslayan dura mater, 52. glinde tim sistemi sarar
4, 9).

Vertebral kanalin olusumu ise 3 evrede tamamlanir. ilk evrede
membrandz yapida olan ventral subkordal ve dorsal subkordal zonlar néral
tipun lateralinden gé¢ eden mezenkim hucreleri tarafindan olusturulur. Bu
stre¢ 25. glnde baglar. Bu ventral ve dorsal subkordal zonlarin her ikisi de
medial ve lateral gruplara ayrilip, medial gruplar vertebra olusumunu, lateral
gruplar ise paraspinal kas gruplarinin olusumuna yol acarlar. Ayrica bir grup
mezenkim toplulugu hemen sonra ndéral tlpln posterioruna uzanarak
posterior ndéral ark ve meninkslerin olusumunda da etkindir. Vertebral kolon
olusumunun diger evreleri, yukarida bahsettigimiz zonlarin bilateral ve
simetrik olarak calismasi ile vertebral kolonun ve disk aralklarinin
farkllasmasi yani kondrifikasyon evresi ve vertebra olusumunun

tamamlanmasini iceren osifikasyon evreleridir. Vertebral kolonun kaudal
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olusum evresi ileri derecede organize olmayip, gerek sakrum gerekse de
koksiks olusumu bir seri regresyonu da icerir. Bu asamalardaki
disorganizasyon lipomlar, teratomlar gibi kaudal regresyon anomalilerinin
olusumuna yol agabilirler (10).

2.2. Noral Tip Defekti (NTD)

Noéral tlp defektleri prenatal ve postnatal dénemde 6nemli tibbi
sorunlara yol acabilen, ayrica énemli finansal ve sosyal boyutlari da olan
konjenital malformasyonlardir. Cocuk felci, muaskuler distrofi ve travmatik
paraplejiden daha fazla cocugu 6zirli kilmaktadir Amerika birlesik
Devletleri’nde (ABD) 10.000 canli dogumda 3 ndéral tip defekti saptanirken
(3), bu oran izmir Tepecik SSK hastanesinde yapilan bir ¢alismada 1000
canli dogumda 8,9 olarak saptanmistir (11). Néral tip defeklerinin etyolojisi
kesin olarak bilinmemektedir. Ancak bir cok etken, ayri ayri bu patolojiye
sebep olabilmektedir.

Embriyonik hayatin ikinci haftasinda ndéroektoderm belirir ve 4.
haftanin sonunda néral tip kapanir, diger bir deyisle nérilasyon tamamlanir
Dolayisiyla gestasyonun bu ilk ayi icerisinde olusabilecek duraklamalar
NTD’lerine neden olur. Geri kalan embriyolojik dénemde, ndronlarin
¢ogalarak tabakalar olusturmasi ve bu tabakalara dogru gocU
gerceklestiginden, bu asamada olusabilecek patolojilere de “migrasyon
anomalileri” denir. Malformasyonlar, herhangi bir bozukluga neden
olmayacak kadar basit ya da agir nérolojik hasara yol acabilecek veya
yasamla bagdasmayacak kadar agir ve karmasik da olabilir. Bu defektler
tipine ve bulundugu bélgeye gbre ciddiyet olarak farklihk gdstermektedir
Beyin sapi, serebellum bozuklugu, hidrosefali, sfinkter kusurlari, ortopedik
deformiteler gibi bir ¢cok sistem de beraberinde tutulabilir ve tedavide ekip
yaklagimini gerektirir.

Norllasyon defekti sonucu olugsan orta hat kapanma kusurlari
arasinda myelomeningosel, lipomyelomeningosel, split kord malformasyonu,
dermal sinus traktl ve ensefalosel sayilabilir Anensefali SSS’ni etkileyen en

ciddi ve ayni zamanda en sik go6rilen noéral tip defekti olup néral
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katlantilarda yetersiz flzyon sonucu parsiyel veya total sekonder beyin
hasarina yol acgmaktadir. Bu defekt tim NTD olgularinin %50-65 ni
kapsamaktadir ve Slimculdar (12,13).

Spma Bifida Occulta LMeningosel Meningomyelosel

wr ¥

Lipomyelomeningosel Menmgomyelosel Anensefali

Sekil 2.3. Noértlasyon kusuru sonucu olugan néral tlp defektlerine érnekler

Kuyruk tomurcugunun kanalizasyonu hatasi sonucu olusan orta hat
kapanma defektleri, kuyruk tomurcugunu olusturan hicre grubunun
kanalizasyon ile ayrismasi ve apoptozis ile fazla hicrelerin ortamdan
kaldinimasi asamadaki defektler nedeni ile olusur. Bunlar arasinda; terminal
myelosistosel, sakral lipom ve kalin filum terminale sayilabilir. Bu gruptaki
anomaliler “spina bifida okkulta” olarak da bilinmektedir. Defektin Gzeri
sikhkla ciltle kaphdir. Bu olgulara eslik edebilecek nérolojik, kutanéz,

ortopedik ve Urolojik bir takim bulgular olabilir.



2.3. Teratojenler

Teratojen, embryo-fetal dénemde maruz kalinmasi durumunda
bebekte kalici olarak yapi veya fonksiyonel dedisiklige neden olarak anomali
olusumuna neden olan veya anomali insidansini arttiran ajanlar veya
faktérlerdir. Dogumda ortaya ¢ikan malformasyonlarin sadece % 10'unda
neden teratojenlerdir. Hizli farkllasma dbénemi sirasinda, organlar ve
embriyonun bazi bdélimleri teratojenlere daha duyarlidir (Sekil 2.4) (1.)
Biyokimyasal farklilasma, morfolojik farklilasmadan énce gelisir ve bu sirada
yapilar teratojenlere daha duyarlidir. Hicresel farklilasma baslayincaya
kadar, teratojenler anomali olusmasina neden olacak sekilde etkili degillerdir.
Ancak bunlarin erken dénem etkileri embriyonun 6limine neden olabilir. Bir
teratojen, hlcrelerin hepsini ya da cogunu hasarlayabilir, bu da embriyonun
6limU ya da sadece birkac hlcrenin 6lima ile sonuclanabilir. Bu durumda
zigottan itibaren gelisen, embriyo ile birlikte plasentanin embriyolojik bélima
ve iligkili tim membranlarini kapsayan i¢ ve dis yapilar kendini yenileyebilir
ve embriyo dogum defekti olusmadan gelisebilir. Majér gelisim defektleri,
erken dénem embriyolarda daha yaygindir (%10-15), fakat ¢cogu ilk 6 haftada
kendiliginden dusukle sonlanir. Spontan dislklerin %50-60'inda kromozom

anomalileri bulunmaktadir (1).
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Sekil 2.4. insan prenatal gelisiminin kritik dénemlerinin gematik
gbrinimi (Koyu renkli bélge ylksek dizeyde duyarli zamani gdsterirken
acik renkli bélge ise az duyarli dénemi goésterir).

ilaglarin, kimyasal ajanlarin ve diger cevresel faktérlerin embriyolojik
gelisimi  bozmalarinin ve anomali olusumunu uyarmalarinin gercek
mekanizmasi halen belirsizdir. Ornegin; erken gebelik esnasinda bir sedatif
olan talidomid tiketen annelerin bebeklerinde, bircok gelisimsel anomaliler ve
ekstremite anomalileri gézlenmistir. Yaklasik 60 yil kadar énceki bu kesif
sonucu arastirmacilar, genis ¢capl olarak ilaglarin insan dogum defektlerinin
etiyolojisindeki roline odaklanmistir. Bugin talidomidin anomali olusturma
mekanizmasi hala gizemlidir ve hipnotik olan bu ajanin embriyonik gelisimi
nasil etkiledigini aciklamak icin yirmiden fazla hipotez Gretilmigtir (1).

ABD Gida ve ilag Dairesi (FDA) 1979 yilinda, ilaglari hamilelikte
kullanimlari ve olasi fetal riskler acisindan Tablo 2.1’de belirtildigi gibi
siniflandirmigtir. Bu siniflamada farmakolojik maddenin gebelik kategorisi, o
maddenin gebe anne tarafindan kullaniimasi halinde fetliste ortaya ¢ikacak

hasar olusturma riskinin bir belirtecidir.



Tablo 2.1. FDA tarafindan yapilan hamilelikte ilag kategorileri

Kategori Aciklamasi

En guvenilir ilaglardir. Gebelerde zararl etkisi saptanmamistir. En sik
A kullandigimiz ilaglardan penisilinler, birinci ve ikinci kusak sefalosporinler ve

parasetamol bu gruptadir

Gerekli ise rahatga kullanilabilir. Hayvanlarda fetotoksik degildir, gebelerde

kontrolli inceleme yoktur. Ya da hayvanlarda fetotoksiktir, ama gebelerde

8 fetotoksisite dogrulanmamistir. Famotidin, lansoprazol, loperamid bu grupta yer
almaktadir
Yarar zarar oranina gére kullanilabilir. Hayvanlarda teratojenik veya embriyosid,

C gebelerde kontrollt inceleme yoktur. Ya da hayvanlarda ve gebelerde ilag
incelenmemistir. Analjezik dozda aspirin bu kategoridedir.

b Gebede ciddi, yasamsal bir sorun var ve alternatif yoksa kullanilabilir.
Gebelerde teratojenitesi kanitlanmigtir

X Gebelerde kontrendikedir. Teratojenitesi kanitlanmis, yarar/zarar orani gok

disUktdr

Bircok kaltimsal ve cevresel etkenlerin embriyonik geligimi,
ekstrasellller matriksi, intraselliler gevreyi, hiicre ylzeyini ve fétal gevreyi
degistirerek etkiledigi gdsterilmistir. ik hiicresel yanitin birden fazla sekilde
(genetik,  molekller, biyokimyasal ve  biyofiziksel)  gerceklestigi
distndlmektedir. Bu da hicresel déngude farkli siralanmanin olugsmasina
neden olur. Bu farkh lezyonlar, intrauterin 61im, gelisme geriligi, fetal blyime
geriligi veya fonksiyon bozukluklari gibi cesitli sekillerde en son defektin
sekillenmesine neden olur. En sik bilinen teratojen ajanlar Tablo 2.2’de

6zetlenmisgtir.
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Tablo 2.2. En sik karsilagilan teratojen ajan gruplari.

D kategorisi

ilaclar

1.Santral Sinir Sistemi ilaclari

2.Kardiyovaskauler ilaglar

3.Hormonlar

4.0Oral antidiyabetikler
5.Antitiroidler
6.Antibiyotikler
7.Antiepileptikler
8.Narkotik analjezikler
9. Antineoplastikler

10.Digerleri

imipramin amitriptilin, klomipramin,
nortriptilin, opipramol, diazepam

ACE inhibitérleri, Didretikler (Tiazidler,
indapamid, spironolakton) Ca kanal
blokerleri (Verapamil)

Medroksiprogesteron, linestrenol, etisteron,
kortizon

Klorpropamid, tolbutamid, gliburid, tolazamid
Metimazol, propiltiyourasil, karbimazol
Tetrasiklinler, aminoglikozidler, sulfonamidler
Fenobarbital, fenitoin, valproik asit, primidon,
trimetadion

Aminopterin, metotreksat

Povidon iyot, potasyum iyodr,
radyoopak maddeler, yiksek doz Vitamin D.

X kategorisi

1.Sedatif-hipnotikler ve alkol
2.0ral antikoagulanlar

3.Bazi hormonlar ve antagonistleri

4.Bazi agllar

5.Gastrointestinal sistem ilaglari
6.Hipolipidemik ilaclar
7.Antineoplastikler
8.Antimalaryal ilaglar

9.Antiviral ilaglar

10.Vitaminler

Etanol, flunazepam, temazepam, triazolam
Varfarin

Ostrojenler, projestinler, mifepriston, danazol,
oral kontraseptifler, testosteron

Kizamik, kizamikgik, kabakulak
Mizoprostol

Lovastatin, simvastatin, atorvastatin

Kinin
Ribavirin

Vitamin K, Vitamin A (ylksek dozda)
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2.4. Tavuk Embriyosu Gelisimi

Memeli hayvanlarda, embriyonal gelisim anne karninda gdzlenirken,
avianlarda (kanatlhlar), tamamen viicut disinda gerceklesir. Civciv embriyonal
gelisimini, olusumu icin gerekli bdtin besin maddelerinin depolandigi
yumurta iginde tamamlar. Yumurtadan civciv gelisimi igin bazi cevre
kosullarina ihtiyag duyulur. GUnimulzde bu islem yumurtalarin kulugka
makinalarina konmasi ile de saglanabilmektedir (13).

Tavuk embriyosunun gelismesi iki bélim altinda incelenebilir:

1. Yumurtlama éncesi embriyonun gelismesi.

2. Yumurtlama sonrasi embriyonun gelismesi.

2.4.1. Yumurtlama Oncesi Embriyonun Gelismesi

Embriyonik gelismenin ilk safhasi 40,6-41,7°C arasinda degisen vlcut
sicakhginda, tavuk vicudunda olmaktadir. Tavuk ve horozlarin ¢iftlesmesi
sirasinda sperm yumurta kanalinda hizla yol alarak 30 dakikada
infundibuluma  ulagir.  Yumurtlanmadan &nceki embriyonik  gelisim,
ovulasyondan sonraki 15 dakika igerisinde zigotun olusumu ile
infundibulumda baslatilir (13).

Zigot olusumundan sonra embriyonik yapi gelismeye baslar. Yaklasik
4 saat sonra ilk hiicre bélunmesi meydana gelir. Yumurta, istmusa girdikten 1
saat sonra embriyo 16 hlcreden ibarettir. Uterustaki ilk 4 saat igerisinde
gelisen embriyodaki hiicre sayisi, ayni sekilde geometrik bélinmeler sonucu
256yl bulur. Yumurta henlz yumurta kanalinda iken disk seklinde
“blastoderm” adi verilen tek katli bir hiicre kiimesinden ibarettir. Embriyonik
gelismenin gerceklestigi yer bunun merkezidir. Blastodermin bu merkez kismi
saydamdir. Sari ile temas halinde kalan saydam olmayan dis kisma nazaran
daha koyu renklidir. Bu safha déllenmeden sonraki yaklasik 24 saat sonra ve
yumurta yumurtlamadan hemen énce meydana gelir. ik hiicre farklilasmasi
uterusta yumurta yumurtlanmadan hemen &nce meydana gelir. Yani
blastoderm iki hlicre tabakasi halinde farkllasir. Bunlardan ylizeyde ve dista
olana “ektoderm”, icte olana “endoderm” adi verilir. Déllenmis yumurta,

yumurtlandigr zaman bu iki tabakadan olugsmaktadir (15).
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2.4.2. Yumurtlama Sonrasi Embriyonun Geligsmesi

Yumurta, kulugka makinesine konuncaya kadar embriyo, uyku
evresindedir. Embriyonal gelismenin kulucka makinesinde ihtiyac duydugu
optimum sicaklik, 37,5 £ 0,5°C’dir. Ancak 24°C (zerindeki sicakliklarda da
embriyo gelisebilecektir. Yumurtlama sonrasinda embriyonal gelismeyi tam
olarak durdurmak igin 15-18°C arasinda bir ¢cevre sicakhdi saglanmalidir. Bu
amagcla kulugkalik yumurtalarin  kulugcka makinesine konmadan 6&nce
muhafaza edildikleri yerin sicakliginin bu optimum sinirlar igerisinde
olmasina dikkat edilmelidir (13).

Déllenmis  yumurta 37,5°C sicakliktaki kulugckaya kondugunda
embriyonal gelisme kaldigi yerden devam eder. Hicre bdlinmesi hizla
meydana gelirken farklilasmanin da devam ettigi ve ektoderm ile endoderm
tabakalarindan 3. tabaka olan “mezoderm” olusur. Embriyonal gelismenin
daha ileri asamalarinda her tabakadan farkli doku ve organ sistemlerinin
meydana geldigi gbralur (13).

Ektoderm tabakasindan; deri, tlyler, gaga, tirnaklar, sinir sistemi,
g6zin mercek ve retina tabakalari ile agzin mukoza tabakasi meydana gelir.
Bunlar hemen hemen viicudun bittin dis kisimlarini olusturur.

Endoderm tabakasindan; sindirim, solunum ve endokrin sistemleri
olusur.

Mezoderm tabakasindan; kas, kemik, kan, reme sistemi ve bosaltim
sistemi gelisir.

Embriyonun 21 gunlik kulugka periyodu boyunca bu ¢ tabakadan

olusan doku ve organ sistemleri meydana gelir (13, 16).
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2.4.3. Ekstraembriyonik Membranlar

Tavuk embriyosunun annenin vicudu ile herhangi bir anatomik-
organik baghligi olmadigindan, yumurtanin kapsadigi besin maddelerini
kullanabilmek icin bazi membranlara (zar kese) sahiptir. Embriyonun
blyimesinde fonksiyonel olan 4 embriyonal zar veya kese vardir (13, 16).

Amnion: Kulugkanin 2. glninde olusmaya baslar ve 3 - 4. gln
embriyoyu tamamen icgine alacak sekilde kapanir. Kan damarlari olmayan
saydam sivi dolu bir kesedir. Embriyonun gelisimine yardim eder ve onu
mekanik soklardan korur (13, 16).

Korion: Kulugkanin 2. glnidnde, ektoderm ve mezoderm
tabakalarindan amnion kesesi ile beraber diger bir kese gelisir ki, buna korion
kesesi denir. Metabolik fonksiyonlarin tamamlanmasinda rol oynar (13, 16).

Allantois: Korion ile amnion arasinda kan damarlari kapl allantois
kesesi gelisir. Fonksiyonel akciger gelisinceye kadar gecici solunum organi
olarak gorev yapar. Gelistigi zaman embriyoyu tamamen c¢evreler. Embriyo
kani, bu membran yardimiyla oksijen alir ve karbondioksit verir. Embriyonal
bdbreklere ait salgilar, bu zar tarafindan allantoik bosluga atilir. Bu zar,
alouminin sindiriimesine ve yumurta kabugundan Kkalsiyum absorbe
edilmesine de yardim eder. Allantois, kulugka makinesindeki gelismenin 3.
glninde ortaya cikar ve 12. gininde tamamen gelismis olur (13, 16).

Yumurta Sarisi Kesesi: Bu zar yumurta sarini gevreleyen kan
damarlari ile kaplanmis bir kesedir. Yumurta sarisinin eriyebilir ve sindirilebilir
bir sekle dénismesini saglayan bir enzim salgilar. Bu sayede yumurta sarisi
absorbe edilip gelisen embriyo icerisine tasinabilir. Kuluckadan cikistan
hemen Once, yumurta sarisi zari, civcivin vicut boslugu icerisine ¢ekilir ve

burada yine besin deposu gérevi yapar (13, 16).
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Sekil 2.5. Ekstraembriyonik membranlar

244. Embriyonik Gelisme Doéneminde Meydana Gelen
Degismeler

Hava Boslugu: Kulugka doneminde kabuk ylUzeyindeki gbzenekler
vasitasiyla su kaybi olur. Bu su kaybi, yumurta igeriginin blyUklGginin
azalmasina ve hava boslugunun blyimesine neden olur. Kulugkanin 19.
glninden sonra hava boslugu genellikle yumurtanin 1/3’0na kaplamaktadir.

Civcivin  Yumurta igindeki Konumu: Embriyo yaklasik 17.giinde
yumurta icinde cikis pozisyonunu alir. Bu durumda, boyun hava bosluguna
ybnelir ve bas 6ne dogru, gaga sag kanadin altinda, ayaklar vicudun iki
yanindadir ve cogu kez ayaklar basa degerler.

Civciv Embriyosunun Gelisme Doénemleri: Yumurta yumurtlandiktan
sonra kulucka devresinde embriyonik gelisme 4 dénemde tamamlanir.

Birinci D6nem: 1-5. glinler (i¢ organlarin gelismeye baglamasi).
ikinci Dénem: 6-14. glinler (Dis organlarin gelismeye baslamasi).
Ucilincii dénem: 15-20. giinler (Embriyonun biiylimesi)
Dérdinci donem: 21. gln (Civcivin gikisi).

Bu slrecin tamamlanmasiyla yaklasik 20+1/2 gunlik kulugcka dénemi
sona erer (13, 16).
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2.4.5. Kulucka Kosullari

Basarili bir kulugka ve kulugka cikisinin gerceklestigi inkbatoérler igin
dikkat edilmesi gereken dért énemli faktér vardir (13, 16). Bunlar; sicaklik,
nem, havalandirma ve ¢evirmedir.

a. Sicakhk: Kulucka déneminde sicaklik kontroll en kritik faktérdir.
Cunkl gelisen embriyo, cevre isisina oldukca hassastir. Her embriyonun
gelismesini en iyi sekilde tamamlayabilecegdi optimum bir sicaklik derecesi
vardir. Optimum gelisim sicaklidi batiin yumurtalar igin ayni degildir.

Yumurtalar farkl ézelliklerde olabileceklerinden genellikle 37.5-37.7°C
arasindaki ortalama inkUbasyon sicakhdr uygulanir. Bu uygun sicaklik
sartlarinin Uzerinde veya altinda bulunan kosullarda embriyo gelisebilir, fakat
tam saglikli olmaz (13, 16).

b. Nem: Embriyonun saghkli ve normal blUyUklUkte bir civciv olarak
gelisimi igin yumurtanin icerdigi suyun bir miktarinin buharlagsmis olmasi
gerekir. Eger yumurta icerigi cok ¢abuk buharlasirsa civciv normalden kiguk,
yeterli bir hizda buharlagsmadiginda ise civciv daha iri olur. Su kaybini kontrol
edebilmek icin yumurtayi cevreleyen havanin rutubetini kontrol etmek gerekir.
inklibatérde nem oraninin %52-55 olmasi gerekir (13, 16).

c. Havalandirma: Gelismekte olan embriyo, sabit bir oksijen
dizeyine, karbondioksit ve suyun atilmasina ihtiyag duyar. Embriyo
solunumunun saglanmasi icin inklbatérin iyi bir havalandirma sistemine
sahip olmasi gerekir. inkiibasyonun ilk haftalarinda embriyolar COz’e karsi
cok duyarhdirlar. Bu nedenle CO, oraninin %0,1-0,4 arasinda olmasi gerekir.
(13, 16).

d. Cevirme: Gelisen embriyonun kabuk membranlarina yapismasini
6lmesini engellemek icin yumurtalarin inklibasyon sirasinda dizenli olarak
cevriimesi gerekir. inkiibatdrde yumurtalar kiint uclar yukari ve sivri uglari
asagl donudk olarak bulundurulmalidir. Bu durumda embriyonun bas kismi
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kint ucgta ve hava odacigina yakin olarak gelisir. Baglangigta yumurtalarin
uzun ekseni disey ile 45° agi yapacak sekildedir. 90° cevriimeyle yumurta
diger tarafa 45° egik duruma gelir. Cevirme 2-3 saatte bir veya en azindan
gunde bes kez olmalidir (13, 16).

2.5. Hamburger - Hamilton Siniflamasi

Déllenmis yumurtadan tavuk olusumu 21 ginlik inkibasyon sdresi ile
tamamlanir. Bu inkibasyon slreci boyunca embriyonun gelisimi Uzerine
cesitli siniflamalar yapilmigtir. 1900’ 10 yillarin baslarinda Keibel ve Abraham
tavuk embriyolarinin  morfolojik  karakterlerine gbre bir evreleme
tanimlamiglardir (15). Ancak 1951 yilinda Hamburger ve Hamilton tarafindan
tarif edilen gelisimsel evreleme kabul edilmis olup ginimuizde gegerliligini
korumaktadir (17).

Hamburger-Hamilton’a gore tavuk gelisimi 45 seri kronolojik
siniflamadan olugsmaktadir. Bu siniflamaya gére;

1) Embriyonun inkibasyon periyodunun ¢ok erken dénemleri olan ve
primitif ¢izginin (primitif streak) gelisimin gerceklestigi evrede embriyonun
eksen ve kenarlari gorUlebilir hale gelmektedir. Bu sire¢ evre 1 - 6

dénemlerine (0. - 25. saatler) uyar (Sekil 2.6).

Sekil 2.6. Erken donem tavuk embriyosu gelisimi ve primitif ¢izginin olusumu
A.Evre 3, B.Evre 3+, C.Evre 4, D.Evre 5, E.Evre 6 tavuk embriyolari
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2) Evre 5 — 8deki (19. - 26. saatler) embriyolar, nérilasyon
evresindedir. Kranial formasyon, néral katlanti, néral tlp, notokord olugsumu
bu donemde gerceklesmektedir (15, 17).

3) Evre 6 - 14 dbnemlerde (23. - 54. saat) paraksiyal mezodermin
segmentasyonu ile somitler geligir. Somitlerin olusumu dizenli olarak her 90
dakikada bir gérulir. Hamburger - Hamilton’a gére 10. evrede embriyo 10
somite sahiptir. Bu dénemden sonra embriyoda her dénemde 3 somit belirir.
Fakat 14. donemdeki embriyo 22 somite sahiptir Deneysel ¢alismalarda ve
Ozellikle néral tip gelisimi arastirmalarinda 30. saat ¢ok 6nemlidir. Bu
asamada etkisi arastirilan ajan enjekte edilmektedir. Ayrica deneklerin
istenilen evrede olup olmadiklarin kontroli yapilmaktadir. 30. saat
embriyolar, cogu kez Hamburger — Hamilton siniflamasina gére evre 9'dadir
(Sekil 2.7).

Sekil 2.7. Erken dénem tavuk embriyosu gelisimi ve somitlerin

olusumu. Sirasiyla 30, 48, 56, 72. saatlare ait embriyolar

4) Evre 8 - 14 silrecinde (24. - 48. saat) ayni zamanda sindirim
sistemi, kan adaciklari, g6z ve kalp sekillenmeye baslar. 44. saatte ilk kalp
atimi baglar (15, 17).

5) Evre 18 - 23 (54. - 72. saat) sonunda embriyonun kanat ve
ekstremiteleri gelismeye baslar. Sonraki dénemlerde embriyo dénme ve
kivrilma hareketleri ile 21 ginliik gelisimine devam eder (15, 17). in ovo
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deneysel tavuk embriyosu modellerinde, 6&zellikle ndéral tip geligimi
arastirmalarinda bir diger énemli dénem 72. saattir. Bu asamada etkisi
arastinlan ajanin noéral tlp Uzerindeki etkileri histopatolojik olarak
incelenmektedir. 72. saat embriyolar ¢odu kez Hamburger — Hamilton
siniflamasina goére evre 18°dir (Sekil 2.8).

Raike Kesesi

Spinal Kord

Somit

Bacak Tomurcugu

Sekil 2.8.Evre 18 embriyonun sagittal planda histopatolojik gériinim

2.6. Ozel Patojen Bulunmayan (SPF - Specific Patogen Free)
Yumurta

Canh  tavuk yumurtalarinin  gelisimi, embriyolojide  oldukca
geleneksellesmigtir. Evcil kimes hayvanlarindan elde edildikleri igin istenilen
dénemlere ait embriyolarin rahatlkla elde edilebilmesi ve inkibasyon
periyotlarinin kisa olmasi acisindan vertebralilarin, &zellikle memelilerin
gelisimi i¢in tavuk embriyosu ¢ok iyi bir model olmaktadir.

Deneysel arastirma konusu, insanda ndérilasyon oldugunda; tavuk
embriyolarl, insan nérllasyon paterni ile benzer &zellikler géstermesi

nedeniyle bu tip ¢calismalarda tercih edilen bir denek grubudur (18-21).
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Virls arastirmalarinda ve agsi Uretiminde tavuk embriyosu énemli bir
yer tutmaktadir. Ticari yumurtalarin enfekte olabilecekleri ihtimali ile “SPF’
terminolojisi ortaya atilmistir. SPF (Spesific Pathogen Free); blnyelerinde
belirli patojenler ve bunlara ait antikorlar bulunmayan tavuklardan meydana
gelmis bir strtdur. Bu sUrdlerin barindinldigi kiimeslerin 1s1, yem, hava, su
ve diger gerekli materyalleri tamamen kontrolli olarak 6zel sistemlerle
saglanir. SPF sdrillerinin ar oldugu hastaliklar; adenoviriis, Gumboro
(Enfectious Bursal Disease: IBD), Marek, Reoviris, Newcastle disease
(yalanci tavuk vebasi), influenza tip A (Avian influenza — tavuk vebasi), Egg
Drop Syndrome 76 (EDS76), infeksiy6z bronsitis, enfeksiy6z laringotrakeitis,
Leucosis tip A ve B, avian ensefalomyelitis, paramyxo 1 ve 2, mycoplasma
gallisepticum, mycoplasma synovie (enfeksiydéz sinovitis), salmonella
gallinarum (tavuk tifosu), salmonella pullorum, fowl pox (cicek) ve chicken
anemia virus enfeksiyonudur (enfeksiy6z anemi). SPF surileri hayvanlarinin
solunum, sindirim, Urogenital sistemleri, deri ve mukozalarinda hastalik

yapicl karekterde higbir patojen mikroorganizma bulunmamaktadir.

A—  Yumurta Kabugu
Az Fogun Vumurta Ak Katmary

Salaz
i Togun Tumurta
/‘ ‘H\ Ak Fatmaru

/ ~ \ Germinal Disk veya
| L 1 Elastodisk

| J y  Vitellin (Y olk)
A\ ,-"II Ilembratu

b, — Yolk

alaz
I we Dhig Eabuk Zarlan

Hawra Hiicresi

Sekil 2.9. Yumurtanin yapisi
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2.7. Tiyopental

Tiyopental, barbitirat grubundan kisa etki sireli pentobarbitalin tiyo
tirevidir. Lundy tarafindan 1935 yilinda kullanima sokulmasindan itibaren
hizli hipnotik etkisinden dolay! en sik kullanilan indiksiyon ajani olmustur
(22). Cok kisa etkili bagka barbitiratlar mevcut olsa da anestezi
indiiksiyonunda inhalasyon anestezikleri ile birlikte en sik tiyopental
kullaniimaktadir (23).

2.7.1. Caismamizda Neden Tiyopental Segildi?

Teratogenez riskine ragmen, genel anestezi hamileliginin ilk
trimestirindaki hastalarda kullaniimak durumundadir. ABD Gida ve ilag
Dairesi (FDA) 1979 yilinda, ilaglari hamilelikte kullanimlari ve olasi fetal
riskler agisindan Tablo 2.2'de belirtildigi gibi siniflandirmistir. Bu siniflamada
farmakolojik maddenin gebelik kategorisi, 0 maddenin gebe anne tarafindan
kullanilmasi halinde fetlste ortaya cikacak hasar olusturma riskinin bir
belirtecidir. Gebelik kategorileri, anne sitiine gegen farmakolojik maddeler ya
da metabolitlerinin olusturdugu riskleri icermez.

Tiyopental 1930’lu yillardan beri kullaniimakta ve gebelerde ilk
trimesterda teratojenik olmadig ratlarda (24) ve insanlarda retrospektif (25)
olarak gosterilmis bir indUksiyon ajanidir. Ancak anormal embriyogeneze
sebep olabilecegi yéniinde yayinlar da bulunmaktadir (26). Etkisini GABA ve
benzodiyazepin reseptérlerinin aktivitesini arttirarak gésteren tiyopental, FDA
tarafindan C kategorisi olarak degerlendirilmistir. Bununla beraber teratojen
olarak bilinen basta diazepam olmak Uzere benzodiyazepinlerle benzer
mekanizmalar ve reseptdrler Uzerinden etki gbsterdiginden bu calismada
tiyopentalin nérilasyona etkilerini ortaya koymayi amagladik.
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2.7.2. Etki Mekanizmasi:

Barbitiratlar biling dahil pek ¢ok vital fonksiyonu kontrol eden, beyin
sapinda yerlesmis retikller aktive edici sistemi (néron ve dlizenleyici
merkezlerden olusan kompleks polisinaptik ag) deprese ederler. Santral sinir
sisteminde spesifik sinapslarda ki tip etki olustururlar; inhibitdr
nérotransmitterlerin etkilerini kolaylastirir veya artirir. GABA'nin etkisi ile
acilan Cl iyon kanallarinin uzun siire acik durumda kalmasina neden olurlar.
Eksitatér nérotransmitterlerin  (asetilkolin, glutamik asit) sinaptik etkilerini
inhibe eder. Tim bu bulgular barbitiratlarin santral sinir sistemindeki
etkilerinin ~ spesifik  barbitlirat reseptérleri  araciigr  ile  olustugunu
distndirmektedir (27, 28).

2.7.3. Fiziko-kimyasal Ozellikleri

Anestezi uygulamasinda kullanilan tiyobarbitlratlarda 2. karbondaki
oksijen atomunun yerini bir sulfir (S) atomu almigtir. Bu kig¢ik kimyasal
degisiklik barbitliratin santral sinir sistemindeki etkisinin cabuk baglamasini
ve kisa sirmesini saglar (28).

0
/ . CH,CH;
Na-S
N CHCH,CH,CHj;
HN l
o CH;

Sekil 2.10. Tiyopental Sodyumun farmakolojik yapisi.
Kimyasal yapisi: Sodyum 5-etil-5-(1-metilbitil)-2-tiobarbitlrat

Tiyopental, anestezi pratiginde; premedikasyonda, indiksiyonda ve
anestezi idamesinde kullaniimaktadir. inkomplet iskemide beyni korumak
amach da kullaniimaktadir. Tiyopental iV indiiksiyon ajani olarak kullanilan
mukemmel bir hipnotiktir. Tiyopental 15-30 sn’de etki ederek yumusak bir
indUksiyon saglar. Tiyopentalin indtksiyon dozu 3—-5 mg/kg’ dir (29).
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2.7.4. Metabolizma ve Farmakokinetik

Klinik anestezide, indiksiyonda genellikle intravendz yolla kullanilir.
Cocuklarda rektal yol kullanilabilir. Tiyopentalin intravendz uygulanmasini
takiben santral sinir sistemindeki etkisinin baglangi¢c zamani, fizikokimyasal
Ozellikleri ile Ozellikle yuksek lipid eriyebilirligi ve pKa degeriyle ilgilidir.
Tiyopentalin 3-5 mg/kg dozda uygulanmasi, 10—15 dakika siren biling kaybi
ve 5—-10 dakika suren bir anestetik devre olusturur. Tiyopentalin etkisinin kisa
olmasinin nedeni ilacin beyinden diger dokulara yeniden dagilimidir (27).
Tiyopentalin beyinden yeniden dagihminda kaslar ve cilt dokusu yag
dokusundan daha 6nemli bir rol oynar (30). Tekrarlayan uygulamalari
periferik kompartmani dolduracagindan yeniden dagilim meydana gelmez ve
etkinin suresi daha ¢ok eliminasyona bagimli hale gelir.

Tiyopentalin metabolizmasi karacigerde olur. Oksidasyon, N-
dealkilasyon, deslulfirasyon ve barbitlrik asit halkasinin yikilmasi ile olusan
metabolitlerin ¢ogu inaktiftir, suda erir ve idrarla atihrlar. Agir karaciger
hastaliginda indiksiyon dozu azaltiimahdir (31).

2.7.5. Organ Sistemlerine Etkileri:

Kardiyovaskiiler Etkileri

intravenéz olarak uygulanan indiiksiyon dozlari kan basincinda
disise ve kalp hizinda artisa neden olur. Mediller vazomotor merkezin
depresyonu periferik kapasitans venlerini dilate ederek kanin periferik
gbéllenmesini artirir ve sag atriuma vendz dondsl azaltir. Tasikardi
muhtemelen santral vagolitik bir etkiye baghdir. Kalp debisi siklikla kalp
hizindaki bir yUkselme ve kompansatuar baroreseptdr refleksle artan
miyokardial kontraktilite ile saglanir. Resistans damarlarin sempatik yolla
uyarilan vazokonstriksiyonu, periferik vaskuler rezistansi arttirabilir. Bununla
birlikte yeterli baroreseptér yanit yoklugunda ( hipovolemi, KKY, B-adrenerjik
blokaj sepsis ) kompanse olmayan periferik géllenme ve maskelenmemis
direkt miyokardial depresyona bagli olarak, kalp debisi ve arterial kan basinci
dramatik olarak dusebilir (27). lyi kontrol altinda olmayan hipertansif hastalar
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indiksiyon sirasinda kan basincindaki dalgalanmalara 6zellikle egilimlidirler.

Tiyopentalin kardiyovaskuler etkileri; volim durumu, bazal otonomik
tonus ve daha onceki kardiyovaskiler hastaliklara bagl olarak belirgin
farklihk gosterir. Pek c¢ok hastada yavas ugulama hizi ve preoperatif
hidrasyon ile bu etkiler azaltilabilir. Ozellikle hizli enjeksiyonla normal dozdaki
tiyopental hipotansiyon, dolasim kollapsi, hatta kardiyak arreste neden
olabilir. Bu nedenle 30—45 saniye en uygun enjeksiyon sdresidir Ayni
zamanda koroner kan akimi, kalp hizi ve miyokardin oksijen tiketimini artirir
ve kan basincl, kardiyak output ve stroke volimu dusdrtr. Damarlarda, direkt
olarak damar diz kasini etkileyerek vazodilatasyona neden olur. Vendz
tonUsU azaltir ve vendz dénlste azalmaya neden olur. Histamin salinimina

neden olur ve hipotansiyon, Urtiker, allerjik reaksiyon olusturabilir (26, 27).
Solunum Sistemi Etkileri

Tiyopental doza bagimh olarak, medullar depresyonla solunumu hem
sayl hemde derinlik olarak azaltir. Solunum merkezinin karbondioksite cevap
verme yetenegdini baskilar. Laringeal reflekslerin duyarhligi artigindan, Ust
solunum yolunda tikrik, mukus ve yabanci cisim bulunmasi, anestezi

ylzeyel oldugunda, laringospazm ve bronkospazma yol agabilir (26-28, 32).
Santral Sinir Sistemi Etkileri

Tiyopental yiksek anestezik dozlarda, Beynin oksijen tiketimini
azaltir, beyin metabolizma hizint énemli derecede dustrir. Beyin
metabolizma hizindaki azalma beyin kan akimi gereksiniminde azalmaya
neden olur, bu beyin damarlarinda vazokonstriksiyon olusmasi ile saglanir
(30). Beyin kan akimindaki azalma, beyin kan voliminde ve intrakraniyal
basingta diismeye neden olur. Beyin metabolizmasi tGzerindeki bu etki beynin
hem hasara ugrayan hem de perflize olan saglam bdlgelerini korur.
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Tiyopental, beynin kan akimini azaltmasi, perfizyon basincini
artirmasi, metabolizma hizini distrmesi nedeniyle kafa ici basing artisi olan
hastalarin indiksiyonunda ¢ok yararl bir ajandir (33). Hipnoz, sedasyon ve
biling kaybi yapar. Agri esigini dislUrerek bazen antianaljezik etki gOsterirler.
Kas gevsemesi yapmazlar. Tiyopental distk dozlan ile (50-100 mg
intravendz olarak) pek ¢ok grand mal nébeti kontrol altina alir.

Diger Etkileri

Tiyopental indUksiyon dozlarinda (3—5 mg/kg) karaciger fonksiyonunda
6nemli bir degisiklik olusturmaz. Hepatik kan akimi azalir. Kronik maruz
kalista hepatik enzimlerin indiksiyonu ile bazi ilaglarin (6rn: digitoksin)
metabolizma hizini arttirirken, sitokrom P 450 sistemi ile birliktelik diger bazi
ilaglarin biyotransformasyonunu etkiler (6rn: trisiklik antidepresanlar) (27).

Tiyopentalin bébrek fonksiyonlar Gzerindeki etkisi primer olarak renal
kan akimi ile ilgilidir. Kardiyovaskiler depresyon renal kan akiminda azalma

ve bdylece bébrek fonksiyonunun diismesine neden olur (27, 28).
2.7.6. Kontraendikasyonlari

Aminolevulinik asit sentetazin indiksiyonu porfirin (hem sentezinde bir
ara urin) olusumunu uyarir, bu da hassas bireylerde akut intermittan porfiri
veya variegate porfiriyi hizlandirabilir. Bu yiizden kontrendikedir. infantlar,
yenidoganlar ve yash hastalar, kardiyak rezervi sinirll hastalar (mitral
stenozu, kardiyak tamponat, hipovolemi), karaciger, bébrek yetmezligi ve
endokrin  bozukluklari bulunan hastalarda kullaniimasi rélatif olarak
kontrendikedir (32).

Anaflaktik veya anafilaktoid allerjik reaksiyonlar nadirdir. Silflr iceren
tiyopental invitro olarak mast hicrelerinden histamin salinimina neden olur;
hipotansiyon, Urtiker, alerjik reaksiyon géruldr (30). Bu nedenle astmatik veya
atopik hastalarda tercih edilmeyebilir. Tiyopental sezaryen indiksiyonunda
hizla anneden fetlise gecer, ancak 4 mg/kg veya daha distk dozlarda fetal
beyin barbitUratlardan etkilenmez (34). Tiyopentalin anneden fetlise hizli

transferine karsin bircok faktér tiyopentalin fetlse etkilerini sinirlandirir. Bu
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faktérler, ilacin umblikal venéz kandan hepatik atihmi, fetal dolasimdaki genis
santlar ve anne kanindaki ila¢ konsantrasyonun ¢ok ¢cabuk dismesidir (30).
Tiyopentalin 8 mg/kg gibi ylksek dozlarinin ise neonatal depresyon yaptigi
bilinmektedir (35).

Belirgin derecede alkalidir (pH>10). % 2,5’ luk konsantrasyonunun
kullaniimasi énerilmektedir; daha yiksek konsantrasyonlarda kullanildiginda

enjeksiyon ile agri ve vendz tromboz insidansi ylksektir.

2.7.7. ilac etkilesimleri:

Kontrast madde ve sullfonamidler veya tiyopentalle ayni protein-
baglanma bdlgelerini isgal eden diger ilaglar, serbest ilac miktarini arttirarak
tiyopentalin etkileri potansiyelize ederler.

Etanol, narkotikler, antihistaminikler ve diger santral sinir sistemi

depresanlari barbitlratlarin sedatif etkilerini potansiyalize etmektedir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma, GATA HEH Komutanligi Anesteziyoloji ve Reanimasyon
Servis  Sefligi'nin 14.11.2003 gliin ve 0530-132-03 sayili yazisi ile tarafima
tez konusu olarak verilmistir.

Galismanin histopatolojik degderlendirme agamalari,133155 protokol
numarasi ile GATA Haydarpasa Egitim Hastanesi Komutanhdi Patoloji
Servisi'nde gerceklestirildi.

3.1. Gerec

3.1.1. Deney Hayvani

Agirliklart 65 + 5 gr arasinda 100 adet beyaz Leghorn tipi, fertil ve
gunlik SPF yumurtalar kullanildi. Bu 6zel patojen bulunmayan SPF
yumurtalar, Bornova Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitist Mudarlaga,
SPF Unitesi / MANISA’dan temin edildi.

3.1.2. Laboratuar Kosullari

inkiibatér, 100 adet glnlik — beyaz — fertil, 65 + 5 gr agirhginda SPF
yumurta, bliyik cam kap, petri kutusu, saat cami, penset, doku makasi, gaz
tampon, insdlin enjektdri, flaster, arastirilan etken maddenin istenilen
dilisyon oraninin saglanmasi icin enjektér , lup ve elde edilen embriyolarin

saklanmasi igin %5’lik formol dolu kaplar kullanildi (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. A. Baglica kullanilan malzemeler B. inkiibatérde SPF yumurtalar

3.1.3. inkiibator

inkiibatérde, 37,2 + 0,1°C sabit ortam sicakligini saglamak igin 60W
glcinde toplam 2 adet ampul ve bunlarin kesintisiz gi¢ kaynagina takil
oldugu elektrik bir devre ile bagli Dixell XR10CX termostat sensérl, ortam
sicakhgini homojenize etmek igin bir fan, yine ortamdaki nem oranini %60 *
5 olarak saglayabilmek icin 1 bardak dolusu su, havalandirma deligi ile 30
adet yumurta kapasiteli kaplar mevcuttur (Sekil 3.1.B).

3.2. Yontem

Galismamizda muhtemel nonfertil cikabilecek yumurtalari ve istem disi
yumurtalarin hasar gorebilecegini de hesaba katarak 100 adet Leghorn tipi,
gunlik, beyaz tavuk yumurtasi kullanildi. 25’er denek iceren 4 grupta ¢alisma
planlandi. Tiyopental sodyum doz araliginin 2 — 8 mg/kg oldugu g6z éniinde
bulundurularak, ilag dozlarn 65 * 5 gr agrrhdindaki yumurtalar icin
hesaplanarak dilue edildi. A grubu (kontrol grubu, n=25) olarak; 0,1 ml
serum fizyolojik (SF) enjekte edilen grup, B grubu (minimal doz grubu, n:
25) olarak; 2 mg/kg olacak sekilde doz ayarlamasi yapilarak 0,14 mg /0,1 ml
tiyopental sodyum enjekte edilen grup, C grubu (normal doz grubu, n=25)
olarak 4 mg/kg olacak sekilde doz ayarlamasi yapilarak 0,28 mg / 0,1 ml
tiyopental sodyum enjekte edilen grup ve D grubu (ylksek doz grubu,
n=25) olarak 8 mg/kg olacak sekilde doz ayarlamasi yapilarak da; 0,58 mg /
0,1 ml tiyopental sodyum enjekte edilen grup olarak planlandi. Calismada
gunlik yumurta kullanilacagi icin ve inklbatérde 50 adet yumurta kapasitesi
olmasi nedeni ile énce A ve C, daha sonra da B ve D gruplari ¢alisildi.
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inklibatér, istenen ideal ortam sicakh@i olan 37,2 +0,1°C ve nem orani
%60 = 5 oluncaya kadar 1 saat slreyle bos olarak calistinldi. Daha sonra
yumurtalar dikey dizleme 45° agi ile hepsi ayni yénde yerlestirildi ve 30
saatlik calisma baslatildi. Her 3-4 saatte bir yumurtalarin tamami dikey
dizlemdeki acilari kargi yéne 45° olacak sekilde ydnlendirildi.

3.2.1. Tavuk Embriyolarina Etken Madde Enjeksiyonu (30. Saat

Calismasi)

Yumurtalar, 30. saatin sonunda inklbatérden cikarilarak calisma
masas! Uzerinde cahlgildi. Daha énceden dilisyon ydntemi ile belirlenen
konsantrasyonlarda hazirlanmis olan solUsyonlar, insilin enjektdrlerine
cekildi. Kint kismi yukari gelecek sekilde egimli bir sekilde ele alinan
yumurtalarin ekvatorlarina yakin bir kisimdan, yaklasik ¢capi 0,5 cm olan
klguk bir delik agildi ve bu delik lup altinda embriyo diski gériliinceye kadar
hafifce genisletildi. Embriyo diskinin altina, 0,1 mllik sollisyonlar insilin
enjektdrd ile enjekte edildi. Bu asamada enjektérde hi¢ hava kabarciginin
olmamasina ve tim deneklere esit miktarda enjeksiyonlar yapilmasina
Ozellikle dikkat edildi. Yumurtanin kabugundaki agiklk, flaster ile sizdirmaz
bir sekilde kapatildi ve bu kisim asagi gelecek sekilde yine dikey dizlemde
45° agl ile inkUbatdrdeki yumurta kabina yerlestirildi (Sekil 3.1.B).

Bu asamanin sonunda elde edilen embriyolarin 30 saatlik (Hamburger
- Hamilton’a gbére evre 8) oldugunun gériimesi ve standardizasyonun
saglanmasi igin, her gruptan ikiser adet embriyoya, doku makasiyla lup
altinda embriyo diski ile birlikte 360° lik dairesel bir kesim yapildiktan sonra
ici %5’lik formol dolu ependorflara yerlestirildi.
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Sekil 3.2. A.30.saat calismasi icin enjeksiyon amaci ile kabugun
aclimasi B.Enjeksiyon sonrasi bant ile kapatilmis yumurta C.Kontrol
amach 30.saatte agilan bir yumurta D.Evre 8 30.saat embriyo diski

3.2.2. Tavuk Embriyolarinin Elde Edilmesi (72. Saat Calismasi)

Yumurtalar, 72. saatin sonunda inklUbatérden cikarilarak c¢alisma
masas! Uzerinde ¢alisildi. Yine kiint ucu yukarida ve egimli bir sekilde elde
tutulan yumurtanin kabugu dikkatlice kirilarak icinde petri kabi ve saat cami
bulunan, su ile doldurulmus buylk cam kap icerisine sokuldu. Yumurtanin
sarisinin polar uglardaki salazlarin tutucu etkisi ile yumurta kabugunun
kenarinda yaralanmamasina dikkat edilerek suda ylUzdarildd. Petri kabina
alinan yumurta sarisindaki embriyo diskinin vaskuilarizasyonu, embriyonun
blyUkligu ve kardiyak aktivitesi gbzlendi. Lup altinda doku makasi ile 360°
lik cepecevre bir kesim yapilarak embriyo diski yumurta sarisindan ayrildi. Su
icerisinde yuzdurllerek saat cami Uzerine alindi. Suyun kohezyon glicline
dikkat edilerek saat cami yavasga kaptan cikartildi. Elde edilen embriyo,
%5’lik formol dolu olan ve ayni gruba ait cam siselere konuldu.
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Sekil 3.3. 72. saat calismasi

3.2.3. Tavuk Embriyolarinin Isik Mikroskobik incelemesi

Elde edilen tim embriyolar, saat camlan Uzerine alinarak 1sik
mikroskobu (Nikon E600, Japan) altinda X10 buydtme ile gelisimi ve noral
tip defekti acgisindan, diger histopatolojik inceleme asamasindan &énce
tarandi.

3.2.4. Histopatolojik Takip
Tdm histopatolojik boyama ve inceleme asamalari, GATA HEH K.Ihgi
Patoloji Servisi’nde yapildi.

3.2.4.1. Parafin Doku Takibi

Embriyolar parafin doku takibi igin %5’lik formol solisyonu igerisinde
24-48 saat tespit edildi. Fiksatiflerin uzaklastiriimasi amaci ile 5 dakika distile
su ile yikandi. Dehidratasyon amaci ile tger dakika %50’den %100’e kadar
artan etil alkol serilerinden gegirildi. %90’lik alkolde iken embriyolarin parafin
bloklar icinde ve kesit asamasinda goérinurliligind saglamak igin bir damla
eozin boyasi (15935, Certistain, Merck, Darmstadt) ilave edildi. Ardindan
ikiser dakika seffaflastirma amaci ile iki kez ksilene tabi tutuldu. 60°C’lik etlv
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icerisinde 10 dakika ksilen - parafin uygulandiktan sonra bas - kuyruk
dogrultular belirlenerek dokular parafin bloklar igerisine gémuldi (Microm EC
350-1, Germany). Bloklardan bicagina 7° agi verilen rotary mikrotom (Leica
RM 2255, Germany) araciligi ile 5 p’luk seri kesitler alindi. Her bir parafin
blokta embriyonun degisik seviyelerinden hematoksilen - eozin (HE) boyama
icin 20 kesit elde edilerek lamlara alindi.

3.2.4.2. Hematoksilen — Eozin Boyamasi

Kesitler, deparafinizasyon islemi icin 1 gece 60°C’lik etlvde
birakildiktan sonra, otuzar dakika sidreyle iki kez ksilene tabi tutuldu.
Ardindan rehidratasyon iglemi icin, %96’dan %60’a azalan alkol serilerinden
gecirileren kesitler 5 dakika akar su altinda yikandi. Hematoksilen (510820,
Bio Optica, Italy) ile 2 dakika boyandiktan sonra boyanin fazlasinin dokudan
uzaklagtiriimasi igin 5 dakika akar suda yikandi. Diferansiyasyon igin 2-3
saniye asit alkolde tutulup 1 dakika eozin (15935, Certistain, Merck,
Darmstadt) boyasi ile boyandi ve akar su altinda 5 dakika yikandi. Daha
sonra %80 ve %96’lik alkol serilerinden gegirilip seffaflagtirma amaci ile
otuzar dakika iki degisim ksilende tutuldu ve entellan (360294H, BH15 1TD,
England) ile otomatik olarak kapatildi (Tissue — Tek G2C, Sakura, The
Netherlands).

3.2.5. istatistiksel Analiz

Galismanin istatistiksel analizii, SPSS 15.0 programi kullanilarak

yapildi. Gruplar, Pearson KiKare testi ile analiz edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Makroskopik Bulgular

Deneysel c¢alismamizin 30. saat c¢alismalarinda, daha &nceden
hazirladigimiz kontrol ve diger denek gruplari igin artan konsantrasyonlardaki
tiyopental etken maddesinden daha &énce tarif edilen teknikle embriyo diski
altina 0,1ml’lik enjeksiyonlar yapildi B ve D grubuna ait birer yumurta
hasarlandigindan dolayi, her gruptan birer yumurta non-fertil olarak tespit
edildiginden ¢alisma digi tutuldu.

Her grupta ikiser yumurtada embriyolar, randomize bir sekilde
calismanin 30. saat standardizasyonu icin c¢ikartildi. Lup altinda yapilan
sayimlarda tim gruplara ait embriyolarin evre 9’da (4 — 6 somitli) olduklar

saptand..
Tablo 4.1. Gruplara gbre denek sayilari.
Calisma digi tutulan yumurtalar Calismaya
Baslangic o
dahil edilen
Gruplar yumurta
saylsi Hasarlanan | Non-Fertil | Standardizasyon Yumurta
(30. saat) sayisi
A 25 0 1 2 22
B 25 1 1 2 21
C 25 0 1 2 22
D 25 1 1 2 21
Toplam 100 2 4 8 86

72. saat ¢calismasinda ise; 6nce A ve C, daha sonra da B ve D gruplari
calisildi. Makrokopik degerlendirmede, embriyolarin gelisimlerinin genel
olarak iyi oldugu ve lup altindaki incelemede de evre 18 ile uyumlu olduklar
saptandi.

4.2. Embriyonun Biitiiniiniin Isik Mikroskobu Altinda incelenmesi
Elde edilen tim embriyolar histopatolojik inceleme asamasi

Oncesinde, saat camlari GOzerine alinarak 1sik mikroskobu (Nikon E600,
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Japan) altinda X10 buylatme ile gelisimi ve néral tip defekti acisindan
tarandi. Bu mikroskopik ¢alismamizda higbir embriyoda NTD saptanmadi.

4.3. Histopatolojik Bulgular

4.3.1. Hematoksilen — Eozin Boyama

HE boyama igin her bir embriyodan alinan 10 kesit, toplamda 870 kesit
incelendi. Hamburger — Hamilton siniflamasina gére 72. saat (evre 18)
normal bir embriyonun 6zellikleri incelendi A ve B gruplarinda herhangi bir

embriyonun herhangi bir seviye kesitlerinde NTD bulgusuna rastlanmadi
(Sekil 4.1 A - B). Ancak C grubunda 2 embriyoda ve D grubunda da 4
embriyoda NTD saptandi (Sekil 4.3 C - D).

Sekil 4.1. HE ile boyanmis A grubundan 72. saat bir embriyo kesitleri, A. X40
blyitme, B. X100 biylitme, C. X200 buyidtme D. X10 buyltme sagittal kesit.
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Sekil 4.2. Noral tlip defekti izlenen kesitlerden érnekler, A. C grubu (X40),
B. C grubu (X100), C. D grubu (X40), D. D grubu (X100)

4.4. istatistiksel Degerlendirme

Cahsmamizdaki denek sayilari Tablo 4.1'de &zetlenmistir. A ve B
gruplarinda, NTD saptanan bir denek yoktu. Dolayisiyla A ve B gruplarinin
istatistiksel olarak karsilastirimasina gerek yoktu. C grubunda 2 denekte
(%9), D grubunda ise 4 denekte (%19) NTD oldugu histopatolojik olarak
saptandi. C grubunun A ve B grubu ile yapilan karsilastirmasinda, p degeri
sirasi ile 0.23 ve 0.15 olarak saptandi. Ancak D grubunun A grubu ile yapilan
karsilastirmasinda, p degeri 0.048 olarak saptandi (p<0.05). Her iki grup
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu ortaya kondu. C grubunun
D grubu ile yapilan karsilastirmasinda ise, p degeri 0.34 olarak saptandi.
Yani C grubu ile D grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi
saptandi. Tum gruplar, ikili matrisde SPSS 15.0 programina girilerek
incelendiginde ise, p degeri 0.044 olarak saptandi (p<0.05) Tablo 4.2).

35



Her ne kadar C ile D gruplarn arasinda istatistiksel olarak anlaml bir
fark olmasa da tim gruplar ele alindiginda, D grubunun istatistiksel olarak

anlamli bir fark ortaya ¢ikardigi izlendi (Tablo 4.2).

Tablo 4.2.Gruplarin istatistiksel analiz sonug tablosu.

NORAL TUP DEFEKTI ISTATISTIKSEL ANALIZ
GRUPLAR (+) ) (p degeri) [Gruplar]
A (n=22) 0 22
B (n=21) 0 21
C (n=22) 2 20 0.244[A-C]
D (n=21) 4 17 0.048 [A - D]
TOPLAM (n=86) 6 80 0.044[A-B-C-D]
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5. TARTISMA

Dogum defektleri bir yas altt c¢ocuklarda &nde gelen 6lim
sebeplerindendir. NTD, dogumsal kalp defektlerinden sonra en sik dogum
defektidir. Bununla beraber prenatal ve postnatal dénemde 6nemli tibbi,
finansal ve sosyal sorunlara yol agcmaktadir. Spina bifidadan anensefaliye
uzanan bir yelpazesi olan NTD’leri, ABD’de 10.000 canli dogumda 3 olarak
saptanirken (36), bu oran izmir Tepecik SSK hastanesinde yapilan bir
calismada 1000 canli dogumda 8,9 olarak saptanmistir (11).

NTD patogenezi hakkinda mevcut bilgilerimizin blyik ¢ogunlugu insan
embriyo ve fetlslerinden ziyade hayvan modelleri ile saglanmigtir. Hayvan
modellerinden sikhkla memeli, kanath ve amfibiler siklikla kullaniimaktadir.
Bu modellemelerin birbirlerine gére avantaj ve dezavantajlari vardir. Ornegin;
memeli modellemeleri olan rat ve fareler daha komplike ve uzun sdreli bir
calisma gerektirirken, kanatlh ve amfibilerdeki modellemeler ise daha basit ve
pratik yontemlerdir. Erken dénem tavuk embriyosu modeli de memelilerde
embriyonel gelisimin ilk ayina uyan ve kimyasallarin embriyonel gelisim
Uzerine etkilerinin incelendigi ideal bir modeldir (18-21).

NTD etiyolojisinde genetik faktérler (trizomi 13, 18, 21), cografi
faktorler, anne yasi, sosyoekonomik faktdrler, ¢inko ve folat metabolizmasi
ile ilgili hastaliklar, diabetes mellitus rol oynamaktadir. Ayrica hamileligin ilk
ayinda gastrulasyon olarak bilinen ¢ germ yapraginin organizasyonu ile
dokularin organlari olusturmak tzere farkllastigi kritik ddnemde. embriyonun
maruz kaldigi kimyasallarin gelisim kusurlarina neden olduklari bilinmektedir
(8, 4, 37, 38).

Kanathlarda nértlasyon da diger canlilara benzer sekilde primer ve
sekonder olarak baslica iki devrede incelenebilir. Primer nérilasyon
devresinde beynin tamami ve spinal kordun Ust lumbosakral seviyelerine
kadar, noéral yapilar olusur. Kaudal néroporun kapanmasi ile es zamanli
olarak sekonder nérilasyon ortaya c¢ikar. Bu devrede de spinal kordun en ug

kisimlari olusur. Kuyruk tomurcugu ile ilgili néroepitelyal hicre grubunun
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ortaya cikmasi ve kanal olusturacak sekilde yapi degistirmesi bu devrede
gorulen olaylardir.

Noértlasyon ektoderm, mezoderm ve endodermin olustugu
gastrulasyon devresinin olaylarindan biridir. NérGlasyon karmasik bir olay
olup, hicre ici ve disi bircok etken rol oynar. Hicre ici etkenlerden en
6nemlisi mikrofilamentlerin kontraktil aktivitesidir (39-41). Hucre disi etkenler
ise ekstraselller matriks, notokord ve cevre ektodermdir.

Ekstrasellller matriks, hem hidrostatik icerik olarak, hem de hilcre
etkilesimlerine katki ile katlanma ve oluklanmaya etki eder. Katlanma ve
oluklanmadan sonra karsi karsiya gelen hicrelerin birbirlerinin taniyip
yapismasi ile kapanma olusur. Kapanma néroepitel ve ylzeyel epitel
arasindaki hucreler arasi bogslukta proteoglikanlarin birikimi, bazal lamina
komponentlerinin sentezi ile diizenlenir (42-44).

Noéral kivrimlar dorsalde birbirleri ile birleserek néral tipU olustururlar
ve ayni zamanda ylUzeyel ektodermde birleserek ndéral tipla Orter. Noral
kivrimlarin birlesmesinde hicre i¢i mikrofilamentlerin apikal blzisme ya da
kasilmaya neden oldugu ve énemli rol oynadiklari 6ne sirtlmektedir (39, 40,
45). Nagele ve ark. (46), 400 pg/ml diazepam ile in vitro kdltir ortaminda
yaptiklari calismada, elektron mikroskopik olarak tavuk embriyolarinin
yaklasik %80’inde 6zellikle orta beyin bdlgesinde NTD ile karsilagsmislardir.
llaglarin mikrofilamanlar tzerinde etkisini dnceden kestirmek pek mimkin
degilse de diazepamin klltlr ortaminda kas ve diger hlcrelerde myozinin
sentez ve birikimini spesifik olarak inhibe ettigi g0Osterilmistir (46 - 49).
Bdylece diazepamin myozin Uzerinden, ndéroepitelyal hicrelerde apikal
mikrofilamanlardaki kontraktil aktiviteyi ve gelisen néroepitelyal hicrelerdeki
apikal konstriksiyonu inhibe ederek NTD olusturdugu anlasiimistir (50, 51).

No6ral kivrimlarin - yikselmesi sirasinda néroepitelde intrasellller
serbest kalsiyum dizeyinde sabit bir artma olmakta, néral kivrimlar birlestigi
esnada maksimuma erismekte ve daha sonra azalmaktadir. Bu bulgular
intrasellliler serbest kalsiyumun apikal mikrofilament demetlerinin kontraktil
aktivitesini  kontrol ettigini desteklemektedir. Lokal anestetiklerle tavuk

embriyosundaki néral katlantilarin artis nedenini, organizasyonun ve
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néroepitelyal hicrelerdeki mikroflamanlarin kalsiyuma bagl fonksiyonlarinin
kesintiye ugramasi sonucu olustugunu bildirilmigstir (52).

Kalsiyum antogonistlerinin civciv embriyo kuiltdrlerinde uygulanmasi
ndral kKivrimlarin olusmasinin gecikmesine, kalsiyum agonistleri ise néral
kivrimlarin erken olugsmalarina ve ylUkselmelerine neden olmustur (39).
Papaverin (53), diazepam (50), cytochalasin B (54) gibi mikrofilamentleri
etkileyen ajanlarla deneysel olarak néral tip defektlerinin olusturulmasi da
mikrofilamenlerin  nérGlasyondaki rollerinin  dnemini  desteklemektedir.
Mikrotlbdlleri harap eden Kkolgisinin nérllasyonu inhibe ettiginin ortaya
konmasindan sonra hiicre uzamasinda mikrotlbullerin énemli etkilerinin
oldugu 6ne surbImustar (45).

Néral  kivrimlarin  birlesmesine  katkida  bulunan  hicresel
mekanizmalardan birisi de hiicre membranindaki ¢ikintilarin etkilesimidir. Bu
cikintilar amfibianlar (55), civicivler (56) ve memeli embriyolarinda (57)
tanimlanmiglardir. Bu ¢ikintilar nérilasyon boyunca belirgin hale gelirler ve
néral kivrimlarin birlesmesi sirasinda maksimuma ulasip daha sonra
azalirlar. Noral kivrimin birbirine degmeleri sirasinda, hiicreler arasi saha ¢ok
daralip, hucrelerin ylzey glikokaliksleri birbirine karismaktadir. elektron
mikroskobu bulgular nérilasyonda hem hiicre igi iskelet elemanlarinin hem
de yUzey o6rtulerinin rollerini ortaya koymaktadir.

Bitkisel kdkenli bir protein sinifindan olan lektinler hicreleri aglitine
ederler ve polisakkarid ya da kompleks korbonhidratlari baglama 6zellikleri
vardir. Her bir lektin spesifik sekerleri baglamaktadir. Con-A, a-D-mannosyl
ve a-D-glicosyl baglarina spesifiktir. WGA ise, sialyl ve pB-N
acetylglucosaminyl baglarina spesifiktir. Lektinler, s6z konusu sekerleri
iceren hicre ylzey Ortllerine  (glikoproteinlere, glikolipidlere  ve
glikozaminogklikanlara) baglanmaktadir.  Kolunmar  hcrelerin  bazal
membranlari fibronektin, sulfatli glikozamioglikan ve laminin'den zengin olup,
apiko-bazal polariteye neden olur (58, 59). Lektinler, nérilasyonun degisik
evrelerinde néral plak ve néral kivrimlarin degisik lokalizasyonlarinda farkli
miktarlarda baglanmaktadirlar (60, 61). Ayrica néroepitel hiicre ylzeyindeki

glikozaminoglikanlarin karekteri de ndérilasyon sirasinda degiskenlik gésterir
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(42). Noroepitel karbonhidratlar hiicre tanimi, hicre adezyonu, hicre
hareketi ve diferensiyasyonunda rolleri vardir. Lektin sonuglari nériilasyonda
hiicre tanima ve adezyonunda karbonhidratlarin rollerini géstermektedir.

Erken dénem tavuk embriyosunda calisiimis bir diger teratojen olan
etanollin uygulandigi embriyonel gelisim basamaginin énemi vardir. Enhart
ve ark. doza badimli olarak, embriyolarda gelisen defekt insidansinin arttigini
bildirmiglerdir (62). Pennigton ve ark. in ovo verilen tek doz 1 gr/kg etanolln,
tavuk embriyolarinin gelisimlerinin yedinci gininde total embriyo ve beyin
dokusu agirligini yari yariya azalttigini bildirmislerdir (63). Yapilan ¢alismalar,
tavuk embriyolarinin inkiibasyonlarinin dokuzuncu gunidnden &nce yani
embriyonel karaciger dokusunda klas | alkol dehidrojenaz enzim Uretimi ve
aktivitesi baglamadan verilen etanoliin metabolize olmadigini gdstermistir. in
ovo verilen 42 mg/dl etanol, 80 - 100 mg/dl olan ortalama intoksikasyon
dozunun cok altindadir. Bu da etanoliin, metabolitleri olan asetaldehit ve
asetattan daha fazla teratojen oldugunu distndirmektedir (64). Etanolin
gastrulasyon ddénemindeki embriyoya major etkisi, ndéral krista hicre
populasyonu gelisimini duraksatmasi ve hicre toplulugunda kayip
yaratmasidir. Bu etkinin mekanizmasi net olarak aciklanabilmis degildir.
Néral doku gelisimi icin kritik olan hicreler arasi sinyalin kaybina neden
olabilecegi gibi, etanolliin indlkledigi kontrolstiz apoptozisin néral tip
kapanma defekti gelisiminden sorumlu olabilecegi disintlmektedir. Zira hem
N-metil-D-aspartat (NMDA) antagonisti hem de y-aminobutirik asit Tip A
(GABA A ) agonist 6zellikler gdsteren etanoliin néroapopitotik dejenerasyona
sebep oldugu bildirilmigtir (65) Barut¢uoglu ve ark. (21) bir ¢alismalarinda,
distk doz etanol konsantrasyonlarinda bile embriyonun gelisimsel olarak
kontrol grubuna gére belirgin sekilde geri kaldigini ve NTD olusturdugunu
gbstermistir.

Valproik asitin kullanimina 1978 yilinda ABD’de izin verilmis bundan 2
yil sonra valproat ve fetal anomalilerle ilgili bildiriler yayinlanmaya baslamistir
(66-69). in ovo tavuk embriyosuna valproat enjekte edilerek yapilan
calismalarda daha énceden diger emriyolarda da gésterilen néral tip defekti,

kardiyovaskuler, kraniofasyal, omurga ve ekstremite gelisim anomalilerini ve
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blylume geriligi ile artmis mortaliteyi iceren sonuclar gésterilmistir. Vaproat ile
iligkili insan ve diger embriyolarda néral tip defekti gelisimi hakkinda ¢cok
sayida bildiri mevcuttur (70, 71).

Somit olarak adlandirilan paraaksiyel mezoderm hiicreleri néral tlp
gelisimi esnasinda simetrik bir sekilde néral tip etrafinda dizilir. Somitler,
vertebrall hayvanlarin segmental bir yapida sekillenmesi icin ¢ok énemlidir.
Valproat enjekte edilmis tavuk embriyolarinda somitler genisler, dizensiz bir
yap! alir ve dizilimi bozulur (72, 73). Ayrica somit anomalileri ile ilgili benzer
sonuglar diger bazi deney hayvani embriyolarinda da bildirilmistir (74, 75).
Valproatla ilgili kardiyak anomaliler kultiire edilmis tavuk embriyolarinda da
gOsterilmigtir (73). Literatirde insan fétal valproat sendromu ile iligkili olarak,
%26 cocukta konjenital kardiyak defekt oldugu bir calismada bildirilmistir
(76). Valproatla iligkili mikroftalmi, pigment anomalileri, aniridi, koroid fisstrlin
inkomplet kapanmasi, lens yerlesim bozukluklari ve katarakti iceren g6z
anomalileri ve bununla ilgili Pax-2 ve Pax-6 gen mutasyonlari bildirilmistir
(76-78). Kas — iskelet sistemi ile ilgili olarak da tavuk embriyosu ve diger
deney hayvanlarinda anomaliler hakkinda bildiriler mevcuttur (70, 74).
insanda ise in utero valproatla etkilenmeye bagh olarak kas — iskelet sistemi
anomalileri insidansi %63 olarak bildirilmistir (76). Valproatin gelisimsel
defektlere neden olmasi ile ilgili bircok mekanizma teorisi ortaya atilmistir.
Bunlardan bir tanesi “embriyonik folat metabolizmasindaki degisim teorisi” dir
(79). Folat, amino asit, protein, plrin ve pirimidin metabolizmas! ile
metilasyon gibi biyokimyasal reaksiyonlarda &nemlidir. Bunlar da
embriyogenezisin differansiyasyon ve proliferasyon asamalarinda ¢cok énemli
basamaklardir. Diger bir teori de “hipoksi teorisi” olup bradikardiye sekonder
kan akiminda yavaglama ve hipoksi olarak agiklanabilir (80).

Blylme, farklilagsma ve organogenezde vitamin A ve bunun oksidatif
metaboliti all-trans-retinoik asit etkilidir (86, 87). Eksikligi ve fazlaligindaki
embriyotoksisitesi ve konjenital anomali spektrumu valproat ile benzerdir
(81).

Fenitoin, infantlarda konjenital malformasyonlara neden olan ve

deneysel hayvan calismalarinda cesitli defektlere neden oldugu bildirilmis
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¢ok yaygin kullanilan bir antiepileptiktir (82). Fenitoinin teratojenitesi ile iligkili
bircok hipotezler ortaya atilmigtir. Epoksid hidrolaz ve glutatyon S transferaz
gibi detoksifikasyon enzimlerinin inhibisyonu, glukokortikoid reseptorleri ile
interaksiyonlar ve folat metabolizmasinin inhibisyonu bunlar arasinda yer
almaktadir (82). Fenitoin, folik asit metabolizmasini hizlandirir ve mikrozomal
enzimleri indUkler, bdylece gebe bir kadinin serum folat dizeyi diger. Daha
6nceden fenitoinin kortizonla benzer mekanizmalarla damak anomaliler,
glukokortikoidler gibi prostoglandin sentez inhibisyonu yaparak teratojen etki
gbstedigi hakkinda da bildiriler mevcuttur (83). Folat desteklenmesinin
antikonvilzanlarin teratojen etkilerini azalttigi bilinmektedir (84) Gliney ve
ark. (18) yaptiklari bir calismada, tavuk embriyolarinda erken dénemde folik
asitin fenitoin ile gelisen NTD insdansini azalttigini bildirmiglerdir.

Metotreksat ve aminopterin gibi folat antagonistlerinin insanda ve
deneysel calismalarda teratojen oldugu bildiriimigtir. Deneysel ve insan
calismalarinda, gebeligin 6zellikle hem nérilasyon hem de somitasyon
evrelerinde folat desteklemesinin dogumsal defektlerin insidansini azalttigi
bildiriimistir (85, 86).

Her ilag, yeterli miktarda ve uygun gestasyonel dénemde belirli sire
uygulandiginda plesentayi ge¢cmesi halinde teratojenik karaktere sahiptir
(87). Bu durum anesteziye maruziyetin cogu kez tek ve kisa sireli oldugu
anestezik ajanlar ve adjuvanlar icin de gecerlidir (88, 89). Bugine kadar
kullanilan higbir anestezik ajan insanda teratojen olarak tanimlanmamigtir
(90, 91). Anestezik ajanlarin teratojenitesi ile ilgili caligmalar ratlarda Greme,
eser miktardaki anestezik ajana kronik mesleki maruziyetin bulundugu
epidemiyolojik calismalar ve hamilelik slresince cerrahi uygulanan
kadinlardan elde edilen verilerle sinirhdir. Duncan ve ark. (92) Kanada
Manitoba’da 1971-78 yillari arasinda cerrahi operasyon geciren 2.565
gebenin ve eslenmis kontrol grubunun dahil edildigi retrospektif bir
calismada, gruplar arasinda teratojenik etkiyi ispatlayacak anlamli bir fark
bulamamiglar, ancak kontrol grubuna gbére artmis spontan abortus riski

saptamiglardir.
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Anestezi pratiginde kullanilan propofol, etomidat, tiyopental ve ketamin
gibi indiksyon ajanlar klinik olarak etkin dozlarda gebelerde guvenli olarak
bulunmustur (93-96). Mazze ve ark.’nin (97,98) 1973-81 yillari arasinda
isvec’'te gebeligi esnasinda cerrahi operasyon uygulanan 5.405 ve
apendektomi uygulanan 778 gebenin dahil edildigi retrospektif caligmalarda
konjenital anomali riskinin artmadidi bildiriimistir. Tiyopentalin gebelerde ilk
trimestirda teratojenik olmadigi ratlarda (24) ve insanlarda (25) retrospektif
calismalar ile ortaya konmustur. Ancak anormal embriyogeneze sebep
olabilecegi ybéninde yayinlar da bulunmaktadir (26). Etkisini GABA ve
benzodiyazepin reseptérlerinin  aktivitesini arttirarak gbésteren tiyopental
teratojen olarak bilinen basta diazepam olmak (zere benzodiyazepinlerle
benzer mekanizmalar ve reseptdrler UGzerinden etki gd&stermektedir.
Ikonomidou ve ark. (99) infant ratlarda NMDA glutamat reseptérlerini bloke
eden ilaclarin gelismekte olan beyinde yaygin apopitotik nérodejenerasyona
sebep oldugunu ortaya koymuslardir. Yine benzer calismalar ile GABA A
reseptorlerini aktive eden (100, 101), hem NMDA antagonisti hem de GABA
A agonist 6zellikler gbésteren etanol (65), GABA A reseptérlerini aktive eden
ve sodyum iyon kanallarini bloke eden antiepileptik ilaglarin (102), hem
NMDA antagonisti hem de GABA mimetik 6zellikleri olan midazolam, nitréz
oksit, ketamin ve izofloran gibi anestezik ilaglarin (103,104) benzer
ndroapopitotik dejenerasyona sebep oldugu bildirilmistir. Tiyopental ile erken
dénem civciv embriyosunda yaptigimiz ¢alismamizda, minimal doz grubu (2
mg/kg) ve normal doz gruplarinin (4 mg/kg) kontrol grubu ile karsilastiriimasi
istatistiksel olarak anlamsiz iken ylksek doz grubu (8 mg/kg) kontrol grubuna
gore istatiksel olarak anlamli bulundu. Normal doz grubunda istatistiksel
olarak anlamli olmamasina ragmen 2 embriyoda NTD’e rastladik.

Hamilelikte ila¢g kullanimi konusunda bilgilerimiz, ilaclarin etkilerine
yonelik prospektif calisma yapmak etik olmadigindan maalesef sinirhdir.
llaglarin ve metabolitlerinin blylk kismi plesenta aracihdi ile fetusa gecer.
BlyUk molekullh, yagda az c¢bziinen, fazla oranda iyonize olan ve plazma
proteinlerine énemli dlcide baglanan ilaglarin plasentayr agsmasi, anne ile

fetus arasinda diflizyon dengesine ulasmasi uzun zaman alacagindan verilen
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tek doz zararsiz olabilir. Ancak 6zellikle ilagla kronik tedavi durumunda bu
durumun énemi artar. Sedasyon, analjezi ve anestezi igin kullanilan birgok
ilac distk molekdler agirlik, yiksek yagda ¢6zunUrlik, az iyonize olma, ve
plazma proteinlerine az baglanma gibi sebeplerden plesentayl gecme
egilimindedir (105). ilag plesentayr gectiginde teratojenite fetal gelisim
evresine baglidir. Déllenme ve implantasyon asamasinda ya hep ya hig
prensibi gecerlidir. Bu asamada embriyo hicreleri henlz farkhlasmadigindan,
6len hcrelerin yenilenmesi mumkinduir. Déllenme sonrasi 18-56. glnler
arasinda organogenez oldugundan teratojenlere en hassas dénemdir. Bu
dénemde dokular hizli bir sekilde farklilagmakta oldugundan olugsan hasarin
dizeltilmesi mimkdn degildir ve siklikla yapisal anomaliler ortaya c¢ikar.
Organogenez tamamlandiginda ise teratojen, fetal blylUmeyi, organ
blyUklGga ve fonksiyonuna etki edecektir (106, 107).
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6. SONUG ve ONERILER

Teratogenez riskine ragmen, genel anestezi hamileliginin ilk
trimestirindaki hastalarda kullaniimak durumundadir. Ginimizde anestezi
indiiksiyonunda en sik kullanilan ajan olan tiyopentalin ¢esitli galismalar ile
gebelikte kullaniminin teratojen olmadigi ortaya konmustur. Erken dénem
tavuk embriyosunda yapilan bu calismamizda, tiyopentalin in ovo terapdtik
ve supraterapdtik dozlarda NTD insidansini arttirabilecegini gézlemledik.
Galismamizda 4 mg/kg ve 8 mg/kg dozlarinda tiyopentalin direk embryo diski
altina enjekte edildigi gruplarda deneysel olarak NTD olusurken minimal doz
grubumuzda (2 mg/kg) ve kontrol grubunda NTD’e rastlanmadi. Tiyopentalin
organogenezin devam ettigi gebeligin ik aylarinda kullanildiginda,
yenidoganda NTD gelisimini tetikleyebilecegi ve ndérilasyon U(zerinde
olumsuz etkileri olabilecegi kanaatindeyiz. Ancak tiyopentalin nérilasyondaki
etkisini tam olarak ortaya koymak icin daha ileri ve farkli embryo modelleri
tzerinde ¢alismalara ihtiyag vardir.
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