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Ozet:  Bu arastirmada beyaz Leghorin tipi tavuk
embriyolarinda, noral tiip kapanma defekti gelisimi tizerine
etanoliin etkisi 151k mikroskopu altinda histopatolojik olarak
arastinldi. Calismamizda 40 adet (n: 40), spesifik patojen
icermeyen (SPF), fertil, beyaz Leghorin tipi tavuk yumurtasi
iki esit gruba aynldi (n: 20). Her iki grup 37, 8°C + 0,2°C'da
30 saat inkiibe edilerek embriyonel gelisimlerinin 8.
basamagina ulastinldilar. Birinci grup kontrol grubunu
olusturdu. Ikinci grup galisma grubu olup, in-ovo 42 mg/
dl tek doz etanol verildi. Her iki gruptaki yumurtalar 48.
ve 72. saatler sonunda acgilarak 1s1tk mikroskopu altinda
histopatolojik olarak degerlendirildi. 48. ve 72. saatlerde
agilan yumurtalarda, kontrol grubunun tamaminda normal
embriyolojik gelisimin devam ettigi, plasental
damarlanmanin olustugu, kalp aktivitesinin bagladig ve
noral tiipiin kapandig1 gozlendi. Ancak galisma grubundaki
embriyolann kontrol grubundakilere gore belirgin gelisme
geriligi gosterdikleri, mikrosefalik olduklar ve noral tip
kapanma defekti olustugu gozlendi.

Anahtar Kelimeler: Erken dénem tavuk embriyosu, etanol,
noral tiip defekti

Abstract: In this study, the effects of ethanol on the formation
of the neural tube closure defects in White Leghorn chick
embryos were investigated under the light microscope.
Fertile specific pathogen free (SPF), White Leghorn eggs (n:
40) were divided into two groups (n: 20). Both of them were
incubated at 37.8°C + 0.2°C and 65-75 % relative humidity
during 30 hours and the eighth stage of the embryonic
development was reached (Hamburger and Hamilton). The
first group was control group (n: 20). The second was the
study group and it was given in-ovo a single dose, 42 mgr/
100 cc of ethanol. The eggs in both groups were opened
and investigated under the light microscope at the end of
the 48" and 72" hours. The embryos in the control group
were developed normally according to Hamburger and
Hamilton classification. The normal placental vessel
development, cardiac activity and closure of the neural tube
were seen. However in the study group, micr()cephn!y,
neural tube closure defect and significant developmental
retardation were noticed as compared to the control group.
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GiRis

Hamileligin ilk aymnda, embriyonal gelisimin
kritik déoneminde, alkol kullaniminin fetal alkol

sendromuna (FAS) ve noéral tip kapanma
defektlerine neden oldugu bilinmektedir (12). Noral
tiip kapanma defektleri, kraniosizis totalis,
anensefali, myelomeningosel ve ansefaloseli iceren
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bir grup konjenital malformasyonlardir (7). Fetal
alkol sendromu, gelisme geriligi, kraniyofasiyal
malformasyonlar, kalp anomalileri ve noral tiip
defektleri ile karakterize olup ve tiim fetal alkol
calisma modellerinde en sik elde edilen defekt
embriyonel gelisme geriligidir (12, 13). Tavuk
embriyolarinda etanoliin neden oldugu serebral
hipoplazinin elde edildigi calismalarda, inkiibasyon
baslangicinda (0. giin) verilen tek doz etanoliin, erken
donemde belirgin gelisme geriligine neden oldugunu
gosterilmistir.(1, 13, 14). Ancak etanoliin molekiiler
diizeydeki bu teratojenik etkisi tam olarak
tanimlanabilmis degildir. Kraniyal noral krest hiicre
gelisiminde, kontrolli hiicre 6limi normal ve
beklenen bir siirectir. Yapilan calismalar kraniyal
noral krest hiicrelerinin, etanoliin indikledigi
apoptozis nedeniyle kontrol dis1 elimine edildigini
diigtindiirmektedir (12). Diger yandan, literatiirde
erken donem embriyolarda radyoaktif timidin ve
16sin kullanilarak, DNA ve protein sentezinin etanol
tarafindan inhibe edildigi gosteren galigmalar da
vardir (13). Busonug, gelisim halindeki dokulardaki
yogun protein ve niikleik asit ihtiyacinin
kargilanamamas! sonucu ortaya ¢ikan hipoplaziyi
acitklamaktadir. Yapilan galigmalar, gelisme
geriliginin kan etanol seviyesi ile yakindan iligkili
oldugunu ve beyin dokusunda cAMP ve
prostoglandin E2 (PGE2) seviyelerinin yiikseldigini
gostermistir.

Bu c¢alismamizda erken dénem tavuk
embriyolarina in-ovo verdigimiz tek doz etanol ile,
48 ve 72 saat sonunda elde ettigimiz histopatolojik
sonuglar literatiir sonuclariyla uyumludur. Gebelikte
erken donemde kullanilan alkoliin fetiis {izerine
gelisimsel gerilik ve noral tiip kapanma defekti
olusturma risksi oldugu deneysel olarak tavuk
embriyolarinda gosterilmistir.

GEREC VE YONTEM

Manisa Tavuk Hastaliklar1 Aragtirma ve Asi
Uygulama Enstitiisii’ nden, fertil, spesifik patojen
icermeyen (SPF), sifirinci giin beyaz Leghorin tipi
yumurtalar alindi (n: 180 tiim calisma igin). Bu
yumurtalarin agirliklar Slgliliip verilecek olan 42
mg/dl alkol dozu mg/kg cevirilip, yumurta basina
diisecek miktar: hesaplandi (» 0,5 g/kg/ yumurta)
(2,12, 13, 14). Daha sonra bu yumurtalar 37, 8 °C +
02 °C’ ta % 65-75 bagil nemlilikte 30 saat enkiibe
edilerek, Hamburger ve Hamilton siniflamasina gore
embriyonel geligimin sekizinci basamagina ulastirildi
(6). Bu asamada yumurtalar iki esit gruba ayrldi.
Kontrol grubundaki yumurtalar tekrar iki esit kisma
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ayrihip (grup a,b) grup a’ya herhangi bir madde
verilmeden inkiibasyona devam edildi. Grup b’deki
yumurtalara, tizerlerinde kiiglik bir delik agilarak,
G27 igne ile embriyo diskinin altina, calisma grubuna
verilen etanol ile esit hacimde steril serum fizyolojik
verildi. Calisma grubu olan ikinci gruba yine G27
igne kullanilarak embriyo diski altina 42 mg/dl
konsantrasyondaki etanolden 0.05 cc verildi.

Her iki gruptaki yumurtalar 48. ve 72. saatler
sonunda acildi ve % 10 formolin ile 24 saat siireyle
tespit edildi. Daha sonra 151tk mikroskopu altinda,
embriyolar biitiin olarak degerlendirildi. Segilen
embriyolarin, hemotoksilen ile boyanip alkol ile
tespit edildikten sonra, biitiinsel preparatlan
hazirlandi. Diger embriyolardan parafin bloklar
hazirlandi. Bu bloklardan 7 mikron kalinhginda
kesitler alinip hematoksilen-eosin ile boyandi. Daha
sonra 151k mikroskopu altinda calisma grubu ile
kontrol grubu karsilastirilarak incelendi.

SONUCLAR

Kontrol grubundaki embriyolarin normal
gelisimlerine devam ettikleri, Hamburger ve
Hamilton smiflamasina gore olmalar: gereken
embriyonel basamakta olduklar1 gozlendi. Bu
embriyolarda plasental damarlanma, kalp kesesi
olusumu, kalp aktivitesi ve kapanmis noral tiip
gozlendi. Gelisimsel gerilige ya da malformasyona
rastlanmadi (Resim 1a, 1b).

48 saatlik, alkol verilen tavuk embriyolarinda
makroskopik olarak gelisimsel gerilik, mikrosefali ve
noral tipe uyan bolgede doku organizasyon
bozuklugu goriildii (Resim 2a, 2b).

Seri olarak alinan parafin kesitler, sistematik
rastgele drnekleme yontemi kullanilarak segildi ve
Hematoksilen-Eozin  ile  boyandi.  Isik
mikroskobunda, Cavalieri yontemi kullanilarak
yapilan, gelisen beyin vezikiillerinin hacim dlciimlieri
sonucunda alkol uygulanmis olgularda hacmin
(0.070 mm? normal gruba (0.165 mm?® gore yarn
yartya azalmus oldugu ve sonuglarin istatiksel olarak
anlaml oldugu gozlendi (p< 0.05). Bu bulgularin
makroskobik olarak goriilen mikrosefaliyi,
mikroskobik olarak destekledigi gortildii.

Seri alinan kesitlerin histolojik incelenmeleri
sonucunda, noral tiibiin bas bolgesinden itibaren
kapanmaya basladig: fakat makroskobik olarak doku
organizasyon bozuklugunun goriildiigi bolgede
noral tip kapanma defekti oldugu saptandi. Noral
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Sekil 1a: 30 saatlik normal gelisim gdsteren, noral
tibd ag¢ik embriyonun hematoksilen ile
boyanmig, biitiin olarak goriinimi. x 40,
B: bas, K: kuyruk, N: néral tiip, b: bas
kismindan, c: govde kismindan, d: kuyruk
kismindan gecen kesitler.

Sekil 1b: 48 saatlik, normal gelisim gdsteren, somit sayis:
artmig, noral tubii kapali, plasental
damarlanmas: olusmus, kardiyak aktivitesi
baslamis embriyonun diseksiyon mikroskopu
altinda gortinimi. x 10, B: bas, K: kuyruk, N:
noral tiip, (*) gelisen kalp.
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Sekil 2a :30. saatte etanol verilip, 48. saatte acilan, gelisme
geriligi ve noral tiip doku organizasyon
bozuklugu gosteren embriyonun hematoksilen
ile boyali, biitiin olarak gortnimi. x40, (¥¢):
noral tiip iizerinde dezorganize kisim. a: bas
kismindan, b: gévde kismindan, c,e,g : noral tiip
tizerindeki dezorganize kisimdan, h: kuyruk
kismindan gegen kesitler.

- , Yu ‘_‘1 :
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Resim 2b :30. saatte etanol verilip, 48. saatte acilan, gelisme
geriligi ve noral tip doku organizasyon
bozuklugu gosteren embriyonun, dezorganize
kismindan gegen kesitin, hematoksilen ile boyal
gortinimi. x200, N: noral tip, (®): bazal lamina.

tiipt olusturan ektodermal hiicrelerin ilk kesitlerde
normal goriildiigi ve bazal laminanin da korundugu
gozlenirken, bunu takip eden kesitlerde verilen
etanoliin etkisi ile normal gelisimin etkilendigi, noral
ektoderm hiicrelerinin biitiinligiintin bozuldugu,
bazal lamianin yer yer kayboldugu ve noral tiiptin
belirgin olarak acik oldugu goriildii (Resim 3a, 3b).

TARTISMA

Embriyonel gelisimin kritik periyodunda
embriyonun maruz kaldig1 kimyasallarin gelisim
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Sekil 3a : 72. saatte acilan, etanol verilmis embriyo.
Makroskopik olarak normal goriilen kissmdan
gecen kesitin, hematoksilen ile boyal
gortiniimii. x400, N: néral tiip, (=): bazal
lamina.

kusurlarina neden olduklar bilinmektedir (1, 2, 3, 4,
6,8,9,10, 11, 12, 15). Bu kritik periyod, hamileligin
ilk ay1 olup gastrulasyon olarak bilinen ve insanda
embriyonun blastokist haline gegip implantasyonun
gerceklesmesiyle baglayip (7 - 8. giinler) 2. hafta
sonuna dogru birbirini izleyen iki evredir. Bu donem,
ii¢ germ yapraginin organizasyonu ile dokularin
organlar: olusturmak tizere farkhilastig: kritik
dénemdir.

Erken donem tavuk embriyosu modeli,
memelilerde embriyonel gelisimin ilk ayina uyan ve
kimyasallarin embriyonel gelisim tizerine etkilerinin
incelendigi ideal bir modeldir. Erken donem tavuk
embriyolarinda, diazepam, verapamil, kafein,
papaverin ve lokal anesteziklerin noral tiip kapanma
defektine neden olduklar deneysel galismalarla
gosterilmistir (5, 8, 9, 10, 11). Bu model, etanoliin
noral krest hiicrelerinin gelisimleri iizerine etkilerinin
incelenebildigi, dolayisiyla hamileligin ilk ayinda
maternal etanol tiiketiminin fetal alkol sendromu
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Sekil 3b : 72. saatte acilan, etanol verilmis embriyo.
Makroskobik olarak doku organizasyon
bozuklugunun gorialdigii kismindan gecen
kesitin, hematoksilen ile boyali gortimiimii. x400,
N: agik noral tip, (#): bazal lamina.

(FAS) olarak bilinen, gelisimsel gerilik, noral tiip
kapanma defektleri ve kraniyofasiyal defektlere
neden olabilecegini gostermektedir.

Etanoliin uygulandigi embriyonel gelisim
basamaginin 6nemi vardir. Noral tiiptin kapandig;,
ileri evre embriyolara verilen ayni miktar etanoltin
embriyo gelisiminde noral tip tizerinde etkisi
gozlenmemistir. Enhart ve ark. doza bagimh olarak,
embriyolarda gelisen defekt insidansinin arttigini
bildirmiglerdir (3). Pennigton ve ark. calismalarinda
in-ovo verilen tek doz 1 g/kg etanoliin tavuk
embriyolarmin gelisimlerinin yedinci glintinde total
embriyo agirhgimin ve beyin dokusu agirhiginin yar
yariya azaldigini bildirmislerdir (13). Yapilan
calismalar tavuk embriyolarinin inkiibasyonlarmin
dokuzuncu giliniinden 6nce yani embriyonel
karaciger dokusunda klas 1 alkol dehidrogenaz
enzim tliretimi ve aktivitesi baslamadan verilen
etanoliin metabolize olmadigini gostermistir. In-ovo
verilen 42 mg/dl etanol 80-100 mg/dl olan ortalama



Tiirk Norogiriirji Dergisi 11: 32 - 36, 2001

intoksikasyon dozunun gok altindadir. Bu da
etanoliin, metabolitleri olan asetaldehid ve asetattan
daha fazla teratojen oldugunu diisiindiirmektedir
(12). Her ne kadar, gelismemis karaciger dokusu
yiiztinden metabolize olmamis ethanoltin etkisi, bu
methodun insanlar igin gecerli olamayacagin
diisiindiirse de, kronik alkolik anne kaninda benzer
miktarda serbest alkoliin siirekli olarak bulundugu
hatirlanmalidir. Bununla beraber, kritik donemdeki
tek doz etanoliin dahi, embriyo tizerine olumsuz
etkisi olabilecegi dikkati cekmistir.

Sonug olarak gastrulasyon donemindeki
embriyoya etanoliin major etkisi noral krest hiicre
popiilasyonunun gelisimini duraksatmasi ve hiicre
toplulugunun kaybidir. Bu etkinin mekanizmasi net
olarak acgiklanabilmis degildir. Noral doku gelisimi
i¢in kritik olan hiicreler arasi sinyalin kaybina neden
olabilecegi gibi, etanoliin indiikledigi kontrolsiiz
apoptozisin noral tiip kapanma defekti gelisiminden
sorumlu olabilecegi diisiiniilmektedir.

Calismamiz disiik doz alkol
konsantrasyonlarinda bile embriyonun gelisimsel
olarak kontrol grubuna gore belirgin sekilde geri
kaldigini ve noral tiip kapanma defekti
olusturdugunu gostermistir.

Bu calisma 2-6 Ekim 2000 tarihleri arasinda
Istanbulda yapilan, 28. International Society for
Pediatric Neurosurgery Kongresi’ nde poster bildirisi
olarak sunulmustur.
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