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Ozet: Tip alanindaki gelismelere es olarak, orta hat kapanma
defektlerinin nasil ortaya ¢iktif1 konusunda yapilan
calismalar ile bir ¢ok bilgi edinilse de tiim mekanizma tam
olarak ortaya konamamstir. Mekanizma hakkinda bir ¢ok
deneyde degisik metodlar kulamilmistir. Bazi deneylerde
toksik oldugu sanilan maddeler kullanilarak defektlerin
nedenlerinin mekanizmalar1 tizerindeki diistincelere
katkida bulunulmustur. Bizim galismamizin amaci bir ¢ok
hiicresel goreve sahip kalsiyumun hiicre igerisine girsinin
engellenmesi sonucunda orta hat defektlerinin olup
olmayacag: ve olursa bunun mekanizmalar hakkinda
ipuglart aramaktir. Bu amagla bir L-tip voltaj duyarh
kalsiyum kanal antagonisti olan ve giiniimiizde de bazi kalp
hastaliklarinda ilag olarak kullanilan Verapamil-HCl
denenmistir. 71 adet Hubbard Broil tiirii fertil yumurta,
albumen ve albumen/Verapamil karisimlan ile 24 saat
inkube edilmis ve orta hat kapanma defekti agisindan
incelenmistir.

Anahtar kelimeler: Avian, embriyo, noral tiip defekti

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 - HC], 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.
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GIRIS

 Orta Hat Kapanma Defektleri giiniimtizde de
onemini koruyan, ekonomik ve sosyal sorunlari da
beraberinde tasiyan konjenital hastaliklardir. Her
ne kadar dnlenebilmesi amaci ile baz1 énlemler
almabilirse de tamamen ortadan kaldinnlamamustir.

Ortadan kaldirilabilmesi icin olusum mekanizmalari
hakkinda hem civciv hem de fare ve sicanlarda bir
cok calisma yapilmistir.

Schoenwolf, Desmond ve Copp‘un onciiliik
ettigi galismalarda noriilasyona 1s1k tutulmaya
galisilmig, nortilasyonun temel mekanizmalar: ve
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basmaklar1 hakkinda bilgi edinilmigtir
(2,3,5,8,19,29,33). Hiicresel seviyede de gelisimin
basamaklarindaki yap1 ve konum degigiklikleri,
hiicrelerin birbirleri ile etkilesimleri ortaya
cikanlmustir. Diger yandan toksikoloji galismalarinda
da bazi kimyasallar yada ilaglar kullanilarak, olas:
mekanizmalar 1s1g1nda defektlerin uyarilmasina ve
bu durumun engellenmesine calisilmigtir
(10,14,15,17,18,21,26,27, 31).

Kalsiyum, bir ¢ok hiicresel gorevin
yapilmasinda etkili bir katyondur. Yapilan
calismalarda kalsiyumun hiicrenin farklilasmasi,
yenilenmesi, yapisal degisim gostermesi ve hatta
dlimii gibi bir cok olayda etkin oldugu gosterilmistir
(11). Kalsiyumun bu etkileri hiicre icindeki
konsantrasyonuna baghdir. Hiicrenin degisik
yerlerindeki farkli konsantrasyonlar da gene bu
gorevlere katkida bulunmaktadir.

Noriilasyon asamalar: sirasinda ozellikle
mentese noktalar1 olarak tanimlanmis yerlerde
hiicrelerde yapisal degisiklikler olmaktadir,
bunlardan en 6nemlisi hiicre tepe kisimlarinda
sitoplazmik aktin ve myosinin etkisiyle olan
daralmadir(1). Daralmada kalsiyum aktif rol
oynamaktadir (16). Bu daralma ile hiicreler
kamalasmakta ve tabanlar1 genis iken tepe kisimlar
incelmektedir, bu yapisal degisiklikte diger olaylar
ile birlikte néral yapimin katlanmasina etki
etmektedir (28).

Bizim calismamizda da bir L-tipi voltaj
duyarh kalsiyum kanal engelleyicisi olan Verapamil-
HCI kullanilmistir. Verapamil-HCl ayn1 zamanda
bazi kalp hastaliklarinda da kullanilmaktadir. Amag
kalsiyum ile ortaya cikacak olan hiicre yapisal
degisikliklerinin engellenmesi ile gergekten orta hat
defekti olusturulup olusturulamayacaginin
aragtirilmasi ve kalsiyumun olas1 etkilerinin
degerlendirilmesidir.

MATERYAL VE METOD

71 adet fertil Hubbard Broil yumurtasa,
inkubator icinde, 37.5°C de %50-60 nemli ortamda
30 saat inkube edilmistir. Bu zaman sonunda
yumurtalar gruplara ayrilmigtir.

Yumurtalar New teknigi kullanilarak
kabuklarindan cikarilmis (22), Hamburger -
Hamilton evreleme sistemi ile evrelenmis (12),
kiiltiir ortamina alinmis ve 24 saat daha inkube
edilmistir. Bu embriyolar iki gruba ayrilmus, ilk
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gruba (19 yumurta) 1 ml besleyici solusyon (thin
albumen) verilmis ve 24 saat daha inkube edilmistir.
Ikinci gruba (52 yumurta) 1 ml thin albumen-
Verapamil 1/10 oranindaki karigimlan
uygulanmistir. Verapamil-HCI, 2.27 mg/ml
solusyondan 100mgr/ml olacak gekilde Ringer
solusyonu ile hazirlanmis ve %10 NaHCO, ile pH's1
7.2 ye ayarlanmistir.

Tim gruplardaki embriyolar inkubasyon
periyodlar1 sonunda incelenmis, evre geligimleri (12)
kaydedilmis ve seri kesitler icin hazirlanmigtir. 7mm
lik seri aksiyal kesitler Delafield‘in hematoksilen ve
eosin boyalar1 ile boyanmistir. Embriyolardaki orta
hat defektlerinin varhig: 151k mikroskopisinde
incelenmistir.

SONUCLAR

Incelenen embriyolar orta hat defekti olup
olmadigina, gelismenin devam edip etmedigine ve
embriyoda lizis olup olmadigina gore
gruplandinlmistir.

Sadece Thin albumen ile 24 saat daha inkube
edilen 19 yumurtadan 15 tanesinde gelisme normal
olarak devam etmis ve 54 saatlik embriyo ozellikleri
(stage 14+, 23 somit ve fazlasi) gozlemlenmistir. 1
adet yumurtada gelisme devam etmis ancak 6zellikle
spinal kord alt kisimlarinda orta hat defekti tespit
edilmistir. 2 adet embriyoda degisik derecelerde
gelisme geriligi saptanmustir. 1 adet embriyoda ise
inkubasyon periyodu sonunda tamamen lizis
olmustur.

Albumen ve 10mgr. Verapamil HCl ile inkube
edilen 52 embriyodan 25 tanesinde, embriyonal
gelisme ile birlikte orta hat kapanma defekti
gorulmistiir. 19 adet embriyoda inkubasyon
periyodu sonunda lizis saptanmugtir. Sonucta 44 adet
embriyonun bu dozdaki Verapamilden etkilendigi
distiniilmiisttr. 2 adet embriyoda gelisme olmadig:
saptanmustir. 6 adet embriyo ise normal gelisimini
tamamlayarak 14+ stage evresine (23+ somit)
ulasabilmistir.

Bu bulgulann is1ginda, 10 mgr/ml dozundaki
Verapamil-HCl"lin, embriyolar: etkiledigi, %48
embriyoda defekt olustururken (Sekil-1), %36.5
embriyoda lizis olusturdugu saptanmistir.
Verapamil-HCl den etkilenen embriyolar %84.6 ik
bir grubu olusturmuslardir. Embriyolarin sadece
%11.5'i normal olarak gozlenmistir. Albumen verilen
grup ile karsilagtirildiginda, bu grupta embriyolarin
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Sekil 1: A) Normal tim embryonun dorsal yiizden goriintimii (X20)
B) Orta hat defekti olan bir tiim embriyonun dorsal yiizden gérintimii (X20, Hematoksilen-Eozin)

%5‘inde orta hat defekti gozlenmistir. Yine lizis
goriilen kisimda, embriyolarin sadece %5'ini
olusturmustur. Bu gruptaki normal embriyolar, tiim
embriyolarin %79‘unu olusturmustur. Albumen
verilen grup ile Albumen ile birlikte Verapamil
verilen gruplar defekt olusturma acisindan
degerlendirildiginde arada istatistiksel anlam
saptanmugtir. (p=0.006) (Mann-Whitney testi ve t-
testi, Sigma Stat 1.0)

Sonugta Verapamil-HCl iin embriyolarda orta
hat defekti olusturdugu ve bazi embriyolarda da lizis
olusturdugu diistiniilmiistiir (Tablo 1).

TARTISMA

Defektlerin  olusum mekanizmasinin
anlasilabilmesi igin noriilasyon ile ilgili baz1 konulara
deginilmesi gereklidir.

Noriilasyon

Noriilasyon ektoderm, mezoderm ve
endodermin olustugu gastrulasyon devresinin
olaylarindan biridir. Bu devreye ait cevre hiicre
farklilasmalarindan ve hareketlerinden etkilenmek-
tedir. Noriilasyon hem néral diizlemdeki noroepitel
hiicrelerindeki degigikliklerden hemde budiizlemi
cevreleyen hiicre gruplarinin yapisal ve konumsal
degisikliklerinden etkilenmektedir (25). Noroepitel
hiicreler bu devre igerisinde yapisal farkliliklar
gosterirken ¢ogalmaya da devam ederler (28). Bu
hareketlerin ve cevresel faktorlerin etkisiyle
konumsal degisikliklere ugrayarak hem transvers
diizlemde hem de kraniokaudal diizlemde
diizenlenirler (24,25,30). Iki farkli yondeki yerlesim
degisikliklerine etki eden faktorler de farkhdir.

Néral diizlemin kapanmasi icin gerekli ilk
asama katlanma asamasidir. Bu sirada hiticrelerin

Tablo1: Verapamil-HCI verilen ve verilmeyen gruplarin sonuglarinn gosterimi.

Yontem | Embriyo Verilen Miktar | Konsantrasyon | Orta hat Lizis | Gelisme | Normal
saylisl defekti azhigl
In vitro 19 Albumen | 1ml 1/1 1 1 2 15
kiilttir
52 Albumen-+ 1 ml 1/10 25° 19 2 6
Verapamil (10pgr/ml)

“Istatistiksel olarak anlamh (p=0.006)
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bazal yiizlerinde kalinlasma, ¢aplarinda azalma ve
uzunluklarinda artma gibi degisiklikler ortaya gikar
(2,25,29,33). Gene bu agsamada hiicreler, gerekli
konum degisikliklerini yaparlar. Katlanmada
noropeitelial hiicrelerin kendilerine ait degisiklikler
ve etkilegsimleri 6nemli oldugu gibi gcevre ektoderm,
ekstraselliiler matriks, notokord gibi dis faktorler de
gereklidir. Ozellikle mentese yerleri olarak
nitelendirilen yerlerde bu diizenlemeler ve
etkilesimler daha da belirgin haldedir. Cevre
ekstraselltiler matriks de hem hidrostatik icerik
olarak, hem de hiicre etkilesimlerine katki ile
katlanma ve oluklanmaya etki eder. Katlanma ve
oluklanmadan sonra kars: karsiya gelen hiicrelerin
birbirlerini taniy1p yapismasi ile kapanma olusur. Bu
olay hiicre yiizeyindeki glikokonjugatlar ile
diizenlenir(33).

Avianlardaki noriilasyon da diger canhlara
benzer sekilde iki devrede incelenebilir. Primer
noriilasyon devresinde beyinin tamami ve spinal
kordun iist lumbosakral seviyelerine kadar, noral
yapilar olusur. Kaudal néroporun kapanmasi ile eg
zamanli olarak sekonder nortilasyon ortaya gikar. Bu
devrede de spinal kordun en ug kisimlar olugur.
Kuyruk tomurcugu ile ilgili néroepitel hiicre
grubunun ortaya gikmasi ve kanal olusturacak
sekilde yap1 degistirmesi bu devrede gériilen
olaylardir.

Calismamizda avian embriyolari, 30 saat
civarinda yumurtadan ¢ikarilmig ve somitleri
sayilmistir. Somit sayilar1 4-8 somit arasinda
degismistir. Bu evrede daha fazla sayida somit
sayllmamistir. Bu nedenle embriyolarin daha
kapanma oncesi evrede olduklar1 desteklenmistir.
Daha sonra 24 saat siiren kiiltiirleri ile nériilasyon
asamalarindan kapanma agamasimin tamamlanmis
olmasi gereken zamana kadar beklenmis ve
daha sonra somitleri sayilmigtir. Bu evrede
sayilan en az somit 22 dir. Embriyolarda somit
sayilarinda artis, gelisme asamalarina devam
ettiklerini géstermistir. Bu embriyolar daha sonra
mikroskop altinda incelendiklerinde orta
hatta kapanmaya ait defektlerin oldugu
gosterilmistir.

Kalsiyum ve noriilasyon iligkisi

Noral katlanti olusumunda etkili olan dis
mentese noktalan gevresinde yerlesmis ve lateral
yluzey ektodermine bagh hiicrelerin yapisal
degisikliginde etkili olan hiicre apikal kisminin
kalsiyuma bagli olarak daralmas, kontraktil islemler
ile birlikte olugmaktadir (9).
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Bu kontraksiyon olusumunda, kasiyuma bagl
olarak sitoplazmik aktin ve myosin etkilidir. Bu etki
kalmodulin ile diizenlenir (13,16). Aktinin
polimerizasyonu icin de kalsiyumun gerekli oldugu
iddia edilmektedir (20). Kalsiyum agonistleri ile
uyarilan kalsiyumun hiicreye girisi ile mentege
noktalarinda elevasyon ve katlanma oldugu
gosterilmistir. ~ Kalmodulin  inhibitorleri
kullanildiginda ise katlanmanin olmamasi bu olayda
kalmodulinin diizenleyici etkisi oldugunu
ditgtindurmtstiir. Kalmodulin, hafif zinciri
kalsiyuma baglh olarak fosforile ederek
myosinATPaz aktivitesini uyarmaktadir (13).
Kaldesmonun aktine baglanmasi gibi olaylar da gene
kalsiyum/kalmodulin kompleksi ile kontrol
edilmektedir. Kapanma islemi hiicre igerisindeki
kalsiyuma degil, dis ortamdaki kalsiyuma gerek
duymaktadir (7,32).

Kapanma icin sekonder mesajc1 sisteminden
cAMP‘nin gerekli oldugu Desmond tarafindan
gosterilmistir (6). Kalsiyuma bagh hiicre adhezyon
molekiilleri de noral tiipiin bazal ve apikal ytiziinde
daha fazla olmak tizere gosterilmistir (6).

Verapamil-HCl‘lin noral krest hiicrelerinin
migrasyonunu engelledigi de gosterilmistir (6), bu
olayin belirli bir hiicre ici kalsiyum seviyesinde
gerceklestigi sanilmaktadir. Epandimal hiicrelerde,
iceriye kalsiyum girisinin engellendigi durumlarda
flizyon olmamustir (6).

Bu calismalardan elde edilen bulgularin
1s1ginda, hiicrenin o6zellikle yapisal elemanlarinin
gorevlerinin yerine getirilebilmesi icin kalsiyumun
oldukca gerekli oldugu fikri desteklenmistir. Bu
etkinin engellenmesi sonucunda embriyolarda orta
hat  kapanma  defektleri  olugsabilecegi
distinilmistiir.

Bizim galismamizda da Verapamil-HCl verilen
embriyolarda orta hat defekti oldugu gosterilmistir.
Morfolojik olarak 6zellikle mentese noktalar:
seviyesinde normalde olmasi gereken (Sekil-2), tepe
bolgesinde daralma bu defektif embriyolarda
gorilmemistir. Bu embriyolarda bu bolgelerde
kamalagma olmamasi ve buna bagh olarak biikiilme
ve yiikselmenin olmamasinin (Sekil-3) defektin
ortaya c¢ikma nedeni olabilecegi sonucuna
varilmistir.

Kalsiyum hiicrede bir ¢ok olay igin gereklidir.
Bunlar arasinda hiticre farklilagsmasi, yapisal
elemanlarin diizenlenmesi ve bu amacla gerekli
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Sekil 2: Embriyo parafin aksiyal kesitinde, kapanmig
orta hat (siyah ok) gorilmektedir (X400.
Hematoksilen-Eozin).

Sekil 3: Embriyo parafin aksiyal kesitinde, orta hat
kapanma defekti (siyah ok) gosterilmektedir.
(X400 Hematoksilen-Eozin)

genlerin yapilmasi sayilabilir (4,23). Hiicredeki
kalsiyum konsantrasyonu ya da kalsiyumun hiicreye
giris sekli hiicrenin yasamas: yada oliimt {izerinde
etkilidir (11). Hem yiiksek konsantrasyonlar hem de
diisiik konsantrasyonlar hiicre 6liimiine neden
olabilir. Bizim sonuglarimizda, embriyolarin yaklasik
%36 sinda lizis goriilmesinin nedeninin hiicre
olimi oldugu distniilmiistiir. Masif hiicre
6liminiin ardindan embriyoda lizis oldugu
sanilmaktadur.

Bundan sonra yapilacak calismalarda, canl
hiicre igi kalsiyum konsantrasyon degisikliklerinin
hiicre yasayabilirligine, morfolojik yapiya ve dolayisi
ile defekt olusumuna etkilerinin aragtirilmasi yerinde
olacaktir,
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