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6zet: TIPalanmdaki geli;;melere e;;olarak, orta hat kapanma
defektlerinin nasl1 ortaya <;lktlgI konusunda yapl1an
<;ah;;malarile bir <;okbilgi edinilse de rum mekanizma tarn
olarak ortaya konamaml;;tlr. Mekanizma hakkmda bir <;ok
deneyde degi;;ik metodlar kulamlml;;hr. BazI deneylerde
toksik oldugu samlan maddeler kullamlarak defektlerin
nedenlerinin mekanizmalan uzerindeki du;;uncelere
katkIda bulunulmu;;h1r. Bizim <;ah;;mamIzmamaCl bir <;ok
hucresel goreve sahip kalsiyumun hucre i<;erisinegir;;inin
engellenmesi sonucunda orta hat defektlerinin olup
olmayacagI ve olursa bunun mekanizmalan hakkmda
ipu<;lan aramaktlr. Bu ama<;la bir L-tip voltaj duyarh
kalsiyum kanal antagonisti olan ve gunumuzde de bazI kalp
hastahklannda ila<; olarak kullamlan Verapamil-HCl
denenmi;;tir. 71 adet Hubbard Broil turu fertil yumurta,
albumen ve albumen/Verapamil kan;;lmlan ile 24 saat
inkube edilmi;; ve orta hat kapanma defekti a<;lsmdan
incelenmi;;tir.

Anahtar kelimeler: Avian, embriyo, noral rup defekti

GiRi~
,

Orta Hat Kapanma Oefektleri gunumuzde de
onemini koruyan, ekonomik ve sosyal sorunlan da
beraberinde ta~nyan konjenital hastahklardlr. Her
ne kadar onlenebilmesi amaCI ile bazI onlemler
almabilirse de tamamen ortadan kaldmlamamI§tIr.

Abstract: Many information about the mechanism of
midline fusion defects have been obtained, parallel with
the advancement in medicine, but unfortunately there
have been some unclear points. Different methods have
been used to investigate the mechanism. In some of the
experiments, toxic materials have been used to investigate
the underlying causes. The main purpose of our
experiment, is to search the possibility of inducing midline
fusion defects with Verapamil-HCl and if so, to comment
on the mechanism. The effects of Verapamil- HCl, calcium
channel antagonist, which has been also used in human
in some forms of cardiac problems, has been searched in
avian embryos. 71 Hubbard Broil, fertile eggs were
incubated with albumen and albumen/Verapamil-HCl
mixture for 24 hours, and the embryos were checked for
midline fusion defect.

Key words: Avian, embryo, neural tube defect

Ortadan kaldmlabilmesi i<;inolu§um mekanizmalan
hakkmda hem civciv hem de fare ve sI<;anlarda bir
<;ok<;ah§mayapllmI§tIr.

Schoenwolf, Oesmond ve Copp'un oncuh.ik
ettigi <;ah§malarda norUlasyona I§Ik tutulmaya
<;ah§IlmI§,norUlasyonun temel mekanizmalan ve
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basmaklan hakkmda bilgi edinilmi:;;tir
(2,3,5,8,19,29,33). Hueresel seviyede de geli:;;imin
basamaklanndaki yap 1 ve konum degi:;;iklikleri,
huerelerin birbirleri ile etkile:;;imleri ortaya
<;lkanlml:;;hr.Diger yandan toksikoloji <;ah:;;malannda
da bazl kimyasallar yada ila<;lar kullamlarak, olasl
mekanizmalar l:;;lgmda defektlerin uyanlmasma ve
bu durumun engellenmesine <;ah:;;llml:;;tu
00,14,15,17,18,21,26,27,31).

Kalsiyum, bir <;ok hueresel gorevin
yapllmasmda etkili bir katyondur. Yapllan
<;ah:;;malarda kalsiyumun hue renin farkhla:;;masl,
yenilenmesi, yaplsal degi:;;im gostermesi ve hatta
olumu gibi bir <;okolayda etkin oldugu gosterilmi:;;tir
(1). Kalsiyumun bu etkileri huere i<;indeki
konsantrasyonuna baghdu. Huerenin degi:;;ik
yerlerindeki farkh konsantrasyonlar da gene bu
gorevlere katklda bulunmaktadlr.

NorUlasyon a:;;amalan slrasmda ozellikle
mente:;;e noktalan olarak tammlanml:;; yerlerde
huerelerde yaplsal degi:;;iklikler olmaktadu,
bunlardan en onemlisi huere tepe klslmlannda
sitoplazmik aktin ve myosinin etkisiyle olan
daralmaduO). Daralmada kalsiyum aktif rol
oynamaktadu (6). Bu daralma ile huereler
kamala:;;makta ve tabanlan geni:;;iken tepe klslmlan
ineelmektedir, bu yaplsal degi:;;iklikte diger olaylar
ile birlikte noral yapmm katlanmasma etki
etmektedir (28).

Bizim <;ah:;;mamlzda da bir L-tipi voltaj
duyarh kalsiyum kanal engelleyieisi olan Verapamil­
HCI kullamlml:;;hr. Verapamil-HCl aym zamanda
baZl kalp hastahklannda da kullamlmaktadu. Ama<;
kalsiyum ile ortaya <;lkaeak olan huere yaplsal
degi:;;ikliklerinin engellenmesi ile ger<;ekten orta hat
defekti olu:;;turulup olu:;;turulamayaeagmm
ara:;;tullmasl ve kalsiyumun olasl etkilerinin
degerlendirilmesidir.

MATERYAL VE METOD

71 adet fertil Hubbard Broil yumurtasl,
inkubator i<;inde,37SC de %50-60 nemli ortamda
30 saat inkube edilmi:;;tir. Bu zaman sonunda
yumurtalar gruplara aynlpu:;;tlr.

Yumurtalar New teknigi kullamlarak
kabuklanndan <;lkanlml:;; (22), Hamburger ­
Hamilton evreleme sistemi ile evrelenmi:;; (12),
kultur ortamma ahnml:;; ve 24 saat daha inkube
edilmi:;;tir. Bu embriyolar iki grub a aynlml:;;, ilk
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grub a 09 yumurta) 1 ml besleyiei solusyon (thin
albumen) verilmi:;;ve 24 saat daha inkube edilmi:;;tir.
ikinei gruba (52 yumurta) 1 ml thin albumen­
Verapamil 1/10 oranmdaki kan:;;lmlan
uygulanml:;;tu. Verapamil-HCI, 2.27 mg/ml
solusyondan 100mgr / ml olaeak :;;ekilde Ringer
solusyonu ile hazlrlanml:;; ve %10 NaHC03 ile pH'Sl
7.2 ye ayarlanml:;;hr.

Tum gruplardaki embriyolar inkubasyon
periyodlan sonunda ineelenmi:;;, evre geli:;;imleri(2)
kaydedilmi:;; ve seri kesitler i<;inhazlrlanml:;;tlr. 7mm
lik seri aksiyal kesitler Delafield'in hematoksilen ve
eosin boyalan ile boyanml:;;hr. Embriyolardaki orta
hat defektlerinin varhgl l:;;lk mikroskopisinde
ineelenmi:;;tir.

SONU<::LAR

ineelenen embriyolar orta hat defekti olup
olmadlgma, geli:;;menin devam edip etmedigine ve
embriyoda lizis olup olmadlgma gore
gruplandmlml:;;hr.

Sadeee Thin albumen ile 24 saat daha inkube

edilen 19 yumurtadan 15 tanesinde geli:;;me normal
olarak devam etmi:;;ve 54 saatlik embriyo ozellikleri
(stage 14+, 23 somit ve fazlasl) gozlemlenmi:;;tir. 1
ad et yumurtada geli:;;medevam etmi:;;aneak ozellikle
spinal kord alt klslmlarmda orta hat defekti tespit
edilmi:;;tir. 2 adet embriyoda degi:;;ik dereeelerde
geli:;;megeriligi saptanml:;;hr. 1 adet embriyoda ise
inkubasyon periyodu sonunda tamamen lizis
olmu:;;tur.

Albumen ve 10mgr. Verapamil HCI ile inkube
edilen 52 embriyodan 25 tanesinde, embriyonal
geli:;;me ile birlikte orta hat kapanma defekti
gorulmu:;;tur. 19 adet embriyoda inkubasyon
periyodu sonunda lizis saptanml:;;tlr. Sonu<;ta44 adet
embriyonun bu dozdaki Verapamilden etkilendigi
du:;;unulmu:;;tur. 2 ad et embriyoda geli:;;meolmadlgl
saptanml:;;hr. 6 adet embriyo ise normal geli:;;imini
tamamlayarak 14+ stage evresine (23+ somit)
ula:;;abilmi:;;tir.

Bu bulgulann l:;;lgmda, 10 mgr/ml dozundaki
Verapamil-HCl'un, embriyolan etkiledigi, %48
embriyoda defekt olu:;;tururken ($ekil-1), %36.5
embriyoda lizis olu:;;turdugu saptanml:;;tu.
Verapamil-HCI den etkilenen embriyolar %84.6 hk
bir grubu olu:;;turmu:;;lardlr. Embriyolann sadeee
%11.5'i normal olarak gozlenmi:;;tir. Albumen verilen
grup ile kar:;;lla:;;tmldlgmda, bu grupta embriyolann
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~ekil1: A) Normal tum embryonun dorsal yuzden gbrunumu (X20)
B) Orta hat defekti olan bir tUm embriyonun dorsal yuzden gbriiniimii (X20, Hematoksilen-Eozin)

%5'inde orta hat defekti gozlenmi;;tir. Yine lizis
gorulen kIslmda, embriyolann sadece %5'ini
olu;;turmu;;tur. Bu gruptaki normal embriyolar, turn
embriyolann %79'unu olu;;turmu;;tur. Albumen
verilen grup ile Albumen ile birlikte Verapamil
verilen gruplar defekt olu;;turma aC;lsmdan
degerlendirildiginde arada istatistiksel anlam
saptanml;;tIr. (p=0.006) (Mann-Whitney testi ve t­
testi, Sigma Stat 1.0)

Sonuc;ta Verapamil-HCI un embriyolarda orta
hat defekti olu;;turdugu ve bazl embriyolarda da lizis
olu;;turdugu du;;unUlmu;;tur (Tablo 1).

TARTI~MA

Defektlerin olu;;um mekanizmasmm
anla;;llabilmesi ic;innorulasyon ile ilgili bazl konulara
deginilmesi gereklidir.

Norlilasyon
Norulasyon ektoderm, mezoderm ve

endodermin olu;;tugu gastrulasyon devresinin
olaylanndan biridir. Bu devreye ait c;evre hucre
farkhla;;malanndan ve hareketlerinden etkilenmek­
tedir. NorUlasyon hem noral duzlemdeki noroepitel
hucrelerindeki degi;;ikliklerden hem de bu duzlemi
c;evreleyen hucre gruplanmn yaplsal ve konumsal
degi;;ikliklerinden etkilenmektedir (25). Noroepitel
hucreler bu devre ic;erisinde yaplsal farkhhklar
gosterirken c;ogalmaya da devam ederler (28). Bu
hareketlerin ve c;evresel faktorlerin etkisiyle
konumsal degi;;ikliklere ugrayarak hem transvers
duzlemde hem de kraniokaudal duzlemde
duzenlenirler (24,25,30). Iki farkh yondeki yerle;;im
degi;;ikliklerine etki eden faktorler de farkhdlr.

Noral duzlemin kapanmasl ic;in gerekli ilk
a;;ama katlanma a;;amasldlr. Bu slrada hucrelerin

Tablo1: Verapamil-HCl verilen ve verilmeyen gruplarm sonuc;lanmn gosterimi.

Yontem EmbriyoVerilenMiktarKonsantrasyonOrta hatLizisGeli;;meNormal
saVlSl

,

defektiazhih
In vitro

19Albumen1rnl1/111215
kultur 52

Albumen+1rnl1/1025"1926

Verapamil
(lOf!gr/rnl)

"lstatistiksel olarak anlamh (p=O.006)
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bazal yiizlerinde kahnla~ma, <;aplannda azalma ve
uzunluklannda artma gibi degi~ik1ikler ortaya <;lkar
(2,25,29,33). Gene bu a~amada hiicreler, gerekli
konum degi~ikliklerini yaparlar. Katlanmada
noropeitelial hiicrelerin kendilerine ait degi~iklikler
ve etkile~imleri onemli oldugu gibi <;evreektoderm,
ekstraselliiler matriks, notokord gibi dl~ faktorler de
gereklidir. Ozellikle mente~e yerleri olarak
nitelendirilen yerlerde bu diizenlemeler ve
etkile~imler daha da belirgin haldedir. C;:evre
ekstraselliiler matriks de hem hidrostatik i<;erik
olarak, hem de hiicre etkile~imlerine katkI ile
katlanma ve oluklanmaya etki eder. Katlanma ve
oluklanmadan soma kar~l kar~lya gelen hiicrelerin
birbirlerini tamYlp yapl~masl ile kapanma olu~ur. Bu
olay hiicre yiizeyindeki glikokonjugatlar ile
diizenlenir(33).

Avianlardaki noriilasyon da diger canhlara
benzer ~ekilde iki devrede incelenebilir. Primer
noriilasyon devresinde beyinin tamaml ve spinal
kordun iist lumbosakral seviyelerine kadar, noral
yapllar olu~ur. Kaudal noroporun kapanmasl ile e~
zamanh olarak sekonder noriilasyon ortaya <;lkar.Bu
devrede de spinal kordun en u<;klslmlan olu~ur.
Kuyruk tomurcugu ile ilgili noroepitel hiicre
grubunun ortaya <;lkmasl ve kanal olu~turacak
~ekilde yapl degi~tirmesi bu devrede goriilen
olaylardlr.

C;:al1~mamlzda avian embriyolan, 30 saat
civannda yumurtadan <;lkanlml~ ve somitleri
saYllml~tu. Somit sayllan 4-8 somit arasmda
degi~mi~tir. Bu evrede daha fazla sapda somit
saplmaml~tlr. Bu nedenle embriyolann daha
kapanma oncesi evrede olduklan desteklenmi~tir.
Oaha soma 24 saat siiren kiiltiirleri ile noriilasyon
a~amalanndan kapanma a~amasmm tamamlanml~
olmasl gereken zamana kadar beklenmi~ ve
daha sonra somitleri sayllml~tu. Bu evrede
sayllan en az somit 22 dir. Embriyolarda somit
sayllannda artl~, geli~me a~amalanna devam
ettiklerini gostermi~tir. Bu embriyolar daha soma
mikroskop altmda incelendiklerinde orta
hatta kapanmaya ait defektlerin oldugu
gosterilmi~tir.

Kalsiyum ve noriilasyon ili~kisi
Noral katlantl olu~umunda etkili olan dl~

mente~e noktalan <;evresinde yerle~mi~ ve lateral
yiizey ektodermine bagl1 hiicrelerin yaplsal
degi~ikliginde etkili olan hiicre apikal klsmmm
kalsiyuma bagh olarak daralmasl, kontraktil i~lemler
ile birlikte olu~maktadlr (9).
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Bu kontraksiyon olu~umunda, kasiyuma bagh
olarak sitoplazmik aktin ve myosin etkilidir. Bu etki
kalmodulin ile d iizenlenir (13,16). Aktinin
polimerizasyonu i<;inde kalsiyumun gerekli oldugu
iddia edilmektedir (20). Kalsiyum agonistleri ile
uyanlan kalsiyumun hiicreye giri~i ile mente~e
noktalarmda elevasyon ve katlanma oldugu
gas terilmi~tir. Kalmod ulin inh ibi tor leri
kullamldlgmda ise katlanmanm olmamasl bu olayda
kalmodulinin diizenleyici etkisi oldugunu
dii~iindiirmii~tiir. Kalmodulin, hafif zinciri
kalsiyuma bagl1 olarak fosforile ederek
myosinATPaz aktivitesini uyarmaktadu (13).
Kaldesmonun aktine baglanmasl gibi olaylar da gene
kalsiyum/kalmodulin kompleksi ile kontrol
edilmektedir. Kapanma i~lemi hiicre i<;erisindeki
kalsiyuma degil, dl~ ortamdaki kalsiyuma gerek
duymaktadlr (7,32).

Kapanma i<;in sekonder mesajCl sisteminden
cAMP'nin gerekli oldugu Oesmond tarafmdan
gosterilmi~tir (6). Kalsiyuma bagh hiicre adhezyon
molekiilleri de noral tiipiin bazal ve apikal yiiziinde
daha fazla olmak iizere gosterilmi~tir (6).

Verapamil-HCl'iin noral krest hiicrelerinin
migrasyonunu engelledigi de gosterilmi~tir (6), bu
olaym belirli bir hiicre i<;ikalsiyum seviyesinde
ger<;ekle~tigisamlmaktadlr. Epandimal hiicrelerde,
i<;eriyekalsiyum giri~inin engellendigi durumlarda
fiizyon olmaml~hr (6).

Bu <;al1~malardan elde edilen bulgulann
l~lgmda, hiicrenin ozellikle yaplsal elemanlanmn
gorevlerinin yerine getirilebilmesi i<;inkalsiyumun
olduk<;a gerekli oldugu fikri desteklenmi~tir. Bu
etkinin engellenmesi sonucunda embriyolarda orta
hat kapanma defektleri olu~abilecegi
dii~iiniilmii~tiir.

Bizim <;ah~mamlzda da Verapamil-HCl verilen
embriyolarda orta hat defekti oldugu gosterilmi~tir.
Morfolojik olarak ozellikle mente~e noktalan
seviyesinde normalde olmasl gereken ($ekil-2), tepe
bolgesinde daralma bu defektif embriyolarda
goriilmemi~tir. Bu embriyolarda bu bolgelerde
kamala~ma olmamasl ve buna bagh olarak biikiilme
ve yiikselmenin olmamasmm ($ekil-3) defektin
ortaya <;lkma nedeni olabilecegi sonucuna
vanlml~hr.

Kalsiyum hiicrede bir <;okolay i<;ingereklidir.
Bunlar arasmda hiicre farkhla~masl, yaplsal
elemanlann diizenlenmesi ve bu ama<;la gerekli
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$ekil 2: Embriyo parafin aksiyal kesitinde, kapanml~
orta hat (siyah ok) goriilmektedir (X400.
Hema toksilen-Eozin).

$ekiI3: Embriyo para fin aksiyal kesitinde, orta hat
kapanma defekti (siyah ok) gosterilmektedir.
(X400 Hematoksilen-Eozin)

genlerin yapIlmasl sayIlabilir (4,23). Hucredeki
kalsiyum konsantrasyonu ya da kalsiyumun hucreye
giri;; ;;ekli hucrenin ya;;amasl yada olumu uzerinde
etkilidir (11). Hem yiiksek konsantrasyonlar hem de
du;;uk konsantrasyonlar hucre olUmune neden
olabilir. Bizim sonw;lanmlzda, embriyolann yakla;;lk
%36 smda lizis gorUlmesinin nedeninin hucre
olUmu oldugu du;;unulmu;;tur. Masif hucre
olumunun ardmdan embriyoda lizis oldugu
samlmaktadlr.

Bundan soma yapllacak <;ah;;malarda, canh
hucre i<;ikalsiyum konsantrasyon degi;;ikliklerinin
hucre ya;;ayabilirligine, morfolojik yaplya ve dolaYlsl
ile defekt olu;;umuna etkilerinin ara;;tmlmasl yerinde
olacakbr.
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