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ABSTRACT

The aim of this study is to scan different doses of Liraglutid on the neural tube in a chick embryo model, which is
similar to first month development in mammals. 100 eggs of 61 £ 5 gr, specific pathogen-free 0 day white
fertilized chicken eggs were used. Incubation of 28 hours was maintained at a constant temperature of 37.5 *
0.5°C, humidity in the range of 60 — 68%. They were divided into 4 groups of 25 eggs each. Liraglutid was
administered subblastodermically with a Hamilton micro-injector in 3 different doses. The control group was
injected with 0.9% sterile saline, and the experimental groups were injected with liraglutide at doses of 1.5, 7.5
and 15 ng/ege. After the injection, the windows were closed with stetile drape and left for incubation. At the end
of 48 hours of incubation, all eggs were hatched and evaluated on the basis of Hamburger-Hamilton scale. In the
study, neural tube patency, somite numbers, and Hamburger-Hamilton stages were examined, it was determined
that the dose-related difference between the control and experimental groups was not statistically significant
(p>0.05). It was determined that the difference between the high dose group and the other groups in terms of
fore-aft lengths was statistically significant (P<0.05). As a result, there was no significant relationship between the
doses of Liraglutide and neural tube patency and somite counts, but differences were found between fore-aft
measurements. Further research is recommended for a clearer understanding of the effects of liraglutide on
embryo development.
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Glukagon Benzeri Peptid-1 Analogu Liraglutid’in Tavuk Embriyo Modelinde Noral Tip Gelisimi
Uzerine Etkisi

(074

Bu calismada tip 2 diyabet ve obezite tedavisinde kullanilan inkretin bazh glukagon benzeri peptid-1 (GLP-1)
reseptdr agonistlerinden liraglutid’in tavuk embriyo modelinde néral tip Uzerine etkilerinin incelenmesi
amaclandi. Caligmada 100 adet 61 + 5 gr agirlikta, spesifik patojen icermeyen fertil yumurta 37.5 = 0.5°C’de ve %
60 - 68 nem ortaminda 28 saat inkiibe edildi. Bu stire sonunda pencereleme teknigi ile agilan yumurtalar 4 gruba
(n=25) ayrilarak subblastodermik olarak uygulama yapildi. Kontrol grubuna % 0.9 steril serum fizyolojik, deney
gruplarina ise 1.5, 7.5 ve 15 ug/yumurta dozda liraglutid enjekte edildi. Enjeksiyon sonrasi pencereler steril drape
ile kapatilarak inktbasyona birakildi. 48 saat inkiibasyon sonunda tim yumurtalar acilip Hamburger-Hamilton
skalasi temel alinarak degerlendirildi. Calismada néral tip agikligi, somit sayilari, Hamburger Hamilton skalasina
gore gelisim evreleri incelendiginde kontrol grubu ile deney gruplart arasindaki doza bagl farkin istatistiksel olarak
anlamlh olmadigt tespit edildi (p>0.05). Bas-ki¢ uzunluklart bakimindan yitksek doz grubu ile diger gruplar
arasindaki farkin istatistiksel olarak anlaml oldugu tespit edildi (P<0.05). Sonug¢ olarak Liraglutid’in dozlari ile
noéral tip acikligt ve somit sayilart arasinda anlamli bir iliski saptanmazken bas-ki¢ Slciimleri arasinda farkliiklar
saptand1. Liraglutid’in embriyo gelisimi tzerine etkilerinin daha net anlasimast igin ileri arastirmalar
6nerilmektedir.
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GIRIS

Noral tiip defektleri (NTD) konjenital
malformasyonlar olup cevresel ve genetik etkenler
yaninda gebelikte ila¢ ve kimyasallara maruziyet
durumuyla da iligkilidir. NTD kliniginde parapleji,
ciddi parezi ve idrar-gaita inkontinansi 6n plandadir.
Tedavisi genellikle cerrahi olup, tedavinin prognozuna
ciddi bir katkist yoktur. Koruyucu 6nlemler daha 6n
plana ¢tkmaktadir (Kartil, 2018; Akosman, 2020).
Diunya’da canlt dogumlarda bebeklerin yaklagik olarak
% 2’sinde ciddi dogumsal anomaliler saptanmaktadir.
Anomalilerin de yaklasik olarak % 60’11 santral sinir
sistemi anomalileri olusturmaktadir (Baker, 1994).
NTD vyenidogan doéneminde en sik rastlanan
dogumsal anomalilerden birisidir  (Robert, 2000).
Noral tip erken dénemde kapanmaz ise anensefali,
ensefalosel, spina bifida okiilta, meningomyelosel,
meningosel, miyelosizis, sirengomiyeli, dermal sints
ve gerginspinalkord gelismektedir (Rowland ve ark.,
2000).

NTD cograti agidan farkli yayillimlar gosterir. Avrupa
tlkelerinde % 0.1 sikhikta gortlirken Tirkiye'de bu
oran, cesitli calismalardan elde edilen verilere gore
%0.3 - 0.5 arasinda degismektedir. Ulkemizde her yil
yaklasik 5000 cocuk N'TD ile dogmaktadir (Tungbilek
ve ark., 1999). Ingiltere’nin kuzey ve bati bolgelerinde
yiksek insidans (% 0,8) gortlirken, gliney ve
dogusunda disik insidans (% 0,2 - % 0,3)
gorilmektedir  (Milunsky, 1986). Amerika ve
Kanada’da insidans oldukca duasiktir (% 0,1).
Bolgesel faktdrlerin yaninda siyah irkta beyaz irka
gore daha az, kiz bebeklerde ise erkek bebeklere gore
daha stk NTD’ye rastlandigi da  bildirilmistir
(Brocklehurst, 1976). NTD olusmasinda yetersiz
beslenme, ylksek ates, hipertansiyon, diabetes
mellitus, obezite, kullanilan ilaclar, cevresel kitleticiler,
gecmiste NTD 6ykisii olmast, annenin 20 yasindan
kii¢ik 35 yagindan buyiik olmasi, primipar olma, dort
ve daha fazla cocuk dogurma, diisitk sosyoekonomik
diizeye sahip olma ve folik asit eksikligi gibi bir¢ok
faktor rol oynamaktadir (Daly ve ark., 1997; Akan,
2002; Yidiz ve Akbayrak, 2008). Gebelikte bazen
zorunlu olarak kullanilmast gereken ilaglar bu tip
konjenital malformasyonlara neden olmakta fakat
Ozellikle giinimiizde yeni gelistirilen ilaglarin gebelik
kategorisi ve ne tir malformasyonlara neden
olabilecegi yapilan calismalarin azligl nedeniyle tam
olarak bilinmemektedir (Tureci ve ark., 2011; Song ve
ark., 2012).

Liraglutid; kandaki glukoz seviyesini  disiren
metabolik hormonlar ailesinin bir tyesi olan

Glukagon  Benzeri  Peptit-1  analogu  olarak
tanimlanmaktadir (Baggio ve Drucker, 2007). Gidanin
alimindan sonra instlin salinimint stimtle ederken
glukagon salinimini  inhibe eder (Ozagmak ve
Bayraktaroglu, 2017). Deri alt uygulandiginda
normoglisemik bireylerde kan glukoz duzeylerini
etkilediginden  tip 2  diyabet  tedavisinde
kullantlmaktadir (Lovshin ve Drucker, 2009; Vella ve

ark.,, 2002). Liraglutid’in antidiyabetik etkisinin
yaninda antioksidatif ve antiapoptotik etkilerinin
varligt da rapor edilmistir (Inoue ve ark., 2015; Briyal
ve ark., 2014).

Bobrek (Zavattaro ve ark., 2015), kalp (Inoue ve ark.,
2015), mide (Jelssing ve ark., 2012), bagirsak
(Candeias ve ark., 2015), beyin (Briyal ve ark., 2014),
pankreas (Kimura ve ark, 2015), ovaryum
(Rasmussen ve ark., 2014), karaciger (Gao ve ark.,
2015) ve adipoz doku (Cantini ve ark., 2015) gibi
cesitli organlarda da cahsilan liraglutid’in, néral tip
gelisimi  Uzerine etkisini gosteren spesifik  tavuk
embriyo calismasina rastlanmamustir. Bu ¢alismada
liraglutid’in tavuk embriyolarinda néral tip (orta hat)
kapanmasina olan etkilerini makroskobik,
mikroskobik ve histolojik olarak inceleyerek ortaya
koymay1 amacladik.

MATERYAL ve METOT

Bu ¢alisma icin Afyon Kocatepe Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu'ndan (AKU HADYEK)
24/02/2020 tarih ve 49533702/216 sayili karari ile
etik kurul izni alindi Calismanin deney asamast
Afyonkarahisar Saglik Bilimleri Universitesi Tip
Fakdltesi Anatomi Anabilim Dali’'nda makroskobik ve
mikroskobik incelemeleri ise Afyon Kocatepe
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Anatomi Anabilim
Dalr’nda gergeklestirildi.

Calismada agirhiklart 615 gr arasinda; 100 adet,
beyaz, fertil ve 0 giinlik SPF (specific patogen free)
tavuk yumurtalari kullanild. Yumurtalar
Afyonkarahisar Saglik Bilimleri Universitesi Tip
Fakultesi Anatomi Anabilim Dali Laboratuvarindaki,
standardizasyonu yapilmis otomatik inkibatérde
37.520.5°C sabit ortam sicakligi ve %60£5 bagil nem
oraninda, her 2 saatte bir 45° actyla otomatik olarak
doéndurilerek inkibe edildi. Liraglutide (Saxenda 6
mg/3 ml pre-filled-pen, novo nordisk), suda steril
sartlarda ¢ozilerek uygun solisyonlar hazirland:

(Tablo 1).
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Tablo 1. Deney gruplart ve uygulanan ilaclarin dozlart

Gruplar Kullanilan Etken Madde ve Dozlari

Kontrol (n=25)
Ddsiik Doz (n=25)
Orta Doz (n=25)
Yiksek Doz (n=25)

% 0.9 Serum Fizyolojik

Liraglutid 30 mg/kg (1.5 pg/yumurta)
Liraglutid150 mg/kg (7.5 pg/yumurta)
Liraglutid 300 mg/kg (15 pg/yumurta)

Calismanin 24 ile 28. saatleri arasinda doélla
yumurtalara steril sartlar altinda pencereler agilarak
Hamilton mikroenjektoriiyle yaklastk 45° act ile tim
gruplara 30 mikrolitre subblastodermik enjeksiyon
yapildt. Kontrol grubuna ise % 0.9 steril serum
fizyolojik uygulandi. (Resim 3.4). Enjeksiyon sonrasi
tim yumurtalardaki delikler steril drape ile kapatild:
ve kapatilan yumurta 180° c¢evrilerek kulucka
makinesine tekrar yerlestirildi. Inkiibasyonun 44-48.
saatinde SPF  yumurtalar acild;, elde edilen
embriyolarin gelisim evreleri Hamburger-Hamilton
skalasina gore 15tk mikroskobu altinda degerlendirildi.
Daha sonra néral tiipiin agtk veya kapali olmasi, somit
sayilari, kranio-kaudal uzunluklart ve embriyolojik
gelisim durumlari belirlendi.

Verilerin istatiksel analizi SPSS 20 (Statistical Package
for the Social Sciences) programi kullanilarak yapilds.
Ortalama degerleri arasindaki farklidiklarin analizinde
tek yonli varyans analizi (ANOVA), gruplar arasi
farkin 6nemlilik kontroli icin ise “Duncan” testi
uygulandt. P<0.05 olan degerler istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi.

BULGULAR
Calismada dustk, orta ve ylksek olmak tzere farkli

dozlarda liraglutid ile % 0.9 serum fizyolojik
uygulanan toplam dort temel grup bulunmaktaydi.

Incelenen tiim parametrelerin gruplara gore dagilimi
gosteren cizelge Sekil 1’de gosterilmistir. Kontrol
grubunda 21 embriyoda néral tipiin kapali oldugu
(%84), 1 embriyoda néral tiptn actk oldugu (%e4), 1
embriyoda gelisim geriligi oldugu (%4), 2 embriyoda
diskin olugmadigi (%8) ve agma hatast olmadigi (%00)
gozlendi (Tablo 2).

Dustik doz (1,5 pg/yumurta) grubunda 20 embriyoda
néral tipiin kapalt oldugu (%80), 1 embriyoda néral
tiptn acgtk oldugu (%4), 1 embriyoda gelisim geriligi
oldugu (%4), 1 embriyoda diskin olusmadigt (%o4) ve
2 embriyoda ise agma hatasi olustugu (%8) gorildi
(Tablo 2).

Orta doz (7,5 pg/yumurta) grubunda 19 embriyoda
néral tipiin kapalt oldugu (%76), 3 embriyoda néral
tipin actk oldugu (%12), 1 embriyoda gelisim geriligi
oldugu (%4), 1 embriyoda diskin olusmadig (%4) ve
1 embriyoda ise agma hatast olustugu (%4)
gorildi(Tablo 2).

Yiksek doz (15 pg/yumurta bast) grubunda ise 19
embriyoda ndéral tipin kapall oldugu (%76), 3
embriyoda néral tipin agik oldugu (%12), 1
embriyoda gelisim geriligi oldugu (%4), 1 embriyoda
diskin olusmadigi (%4) ve 1 embriyoda ise a¢ma
hatast olustugu (%4) goriildii (Tablo 2).

Tum gruplarda embriyolarin Hamburger Hamilton
skalasina gére 11-12 evre araliginda oldugu saptandi.

Tablo 2. Gruplara gbre embriyo gelisim geriligi ve néral tiip acikligs

Gruplar Embriyo Gelisim Geriligi NT Agik NT Kapali
Kontrol 1% 4 1% 4 21 (% 84)
Diigiik Doz 1 (%4 1% 4) 20 (% 80)
Orta Doz 1% 4 3 (% 12) 19 (% 76)
Yiiksek Doz 1 %4 3 (%12 19 (% 76)
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Sekil 1: Incelenen tiim parametrelerin gruplar arasinda dagilimi

Tablo 3 incelendiginde somit sayist bakimindan
kontrol grubu ile deney gruplari arasindaki farkin
istatistiksel olarak anlamh olmadigi tespit edildi
(p>0.05). Ayni tabloya gbre bas-ki¢ uzunluklar
ortalamast kontrol grubu (670.50 pm) ile disik doz
(660.37 um) ve orta doz (660.20 um) gruplarinda

benzer iken yiiksek doz grubunda 631.62 um’ye
distiigii ve yitksek doz grubu ile diger gruplar
arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu
tespit edildi (P<0.05).

Tablo 3. Gruplara gére somit sayist ve bas-ki¢ Slcimlerinin dagilimi

Somit Sayis1 Bas-Ki¢c(um
Gruplar MEANS £SE ME§AN§s( iS)E
Kontrol 16,27 + 0,26 670,50 * 6,43+
Diisiik Doz 15,95 £ 0,31 660,37 £ 4,582
Orta Doz 15,45 + 0,29 660,20 + 6,48+
Yiiksek Doz 15,50 £ 0,31 631,62 £ 6,65P
P Degeri 0,159 0,000

TARTISMA ve SONUC

Merkezi sinir sistemi embriyolojik hayatta ilk
fonksiyon gdstermeye baslayan yapilardan biridir.
NTD olusumu multifaktériyel olup, bircok genetik ve
cevresel faktor rol alir. Olugma ya da tekrarlama riski
yalnizca anensefali, egzensefali, ensefalosel ve acik
spina bifida gibi major anomalilerde gdsterilmistir.
Bununla birlikte toplumdaki genel insidans, ailede
daha 6nce NTD tanist sayisina, hastalarin yakinlk
durumuna da baghdir. NTD, olusmakta olan sinir
dokusunun tim ya da parcali olarak kapanamamasi
nedeniyle ortaya ¢ikmaktadir. NTD modeli olusturma
yontemleri arasinda; memeli, kanatl, amfibiler ve
bilgisayar ~modellemeleri  olusturma  secenekleri
sayllabilir. Bu 6rneklerin birbitlerine gbre avantaj ve
dezavantajlart s6z konusudur. Memeli modellemeleri
olan rat ve fareler daha karmasitk ve uzun sireli
calisma  gerektirirken, kanath ve amfibilerdeki
modellemeler ise daha kolay ve pratik yontemlerdir.
Erken dénem tavuk embriyosu modellemesi (ilk 48

saat) memelilerde embriyonel gelisimin ilk ayina uyan
ve kimyasallarin embriyonel gelisim tizerine etkilerinin
incelendigi uygun bir modelleme 6rnegidir (Tureci ve
ark., 2011).

Yapilan  caligmalarda  ortalama  8-10  yumurta
kullanilirken deneyimizde 25 yumurta kullanidmigtir.
Kanath yumurtalarinmn kullanddigi ¢alismalarda test
maddesinin uygun ¢6ziiclide ¢Oziinmesi olduke¢a
6nemlidir. Bu nedenle en uygun steril bidistile su
¢6zich olarak kullanilmistir. Literatlir taramalarinda
da goraldigh gibi deneyde Onceki deneyler ile
paralellik géstermektedir.

NTD merkezi sinir sisteminin en yaygin dogumsal
anomalisi olup embriyonik gelisimin 3. ve 4.
haftalarinda néral tipin uygunsuz veya eksik
kapanmasinin bir sonucu olarak ortaya ¢ikar (Wang ve
ark., 2019). Tavuk embriyo modelinin kullanildig
noral tip gelisimi tzerine birgok c¢alisma vardir
(Yerby, 2003; Ertekin ve ark., 2019; Dady ve Duband,
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2017; Mete ve ark., 2016). Tavuk embriyosunun
Ozellikle ilk 48 saatlik gelisimi memeli omurgasinin
embriyonik gelisiminin ilk ayina benzer. Bu nedenle
NTD’ye neden olabilecegi diistiiniilen maddeler icin
tavuk embriyolarinin  kullanimi  olduk¢a uygundur
(Atay ve ark., 2020; Emon ve ark., 2015). Yapilan
calismalarda teratojenik maddelerin néral tipin actk
veya kapalilik durumlarina etkileri incelenmistir
(Yildiz ve Akbayrak, 2008; Song ve ark., 2012).

Erken tavuk embriyo modelinde sitokalazinler,
ionofor, papaverin, diazepam, verapamil, lokal
anestetikler, etanol, metotreksat ve aminopterin gibi
folat antagonistleri, fenitoin ve valproik asit gibi
antiepileptikler, meloksikam benzeri non steroidal
antienflamatuar ilag etken maddesine sahip agrn
kesicilerin NTD’ye sebep oldugu rapor edilmistir
(Ozer ve ark., 2012). Cetinkal (2010) calismasinda
yiksek doz meloksikamin erken tavuk embriyo
modelinde NTD’yi arttirdigint saptamustir. Vatansever
ve ark. (2003) metotreksatin  48-72  saatlik
inkiibasyondan sonra embriyolarda néral tipin
kapanmasinda kusurlara neden oldugunu bildirmistir.
Lee ve ark. (1982) erken dénem tavuk embriyolarinda
500 ug/ml kafein maddesinin NTD gelisme sikligint
belirgin sekilde arttirdigini belirtmislerdir.
Calismamizda liraglutid’in tavuk embriyolarinda néral
tip aciklik / kapalilik durumuna etkisi olmadig
belirlenmistit.

Whitsel ve ark. (2002), epilepsi tedavisinde kullanilan
valproik asitin teratojenik etkilerini incelemek icin
embriyoya 24. saatinde blastositin altina farklh
dozlarda enjeksiyonunu yapmis, makroskobik olarak
biyltmede gerileme, géz dokusu ve iskelet sisteminde
ait anomaliler tespit etmislerdir. Ertekin ve ark. (2019)
calisgmalarinda non steroid antiinflamatuvar bir ila¢
olan diklofenak sodyumun, tavuk embriyosunda
NTD’ye neden olmasinin yaninda bas-ki¢ uzunlugu
ve somit saywsint énemli Slgiide azalttigini ve néron
gelisimini etkiledigini gdstermiglerdir. Bu ¢alismada
sadece ylksek doz liraglutid’in bas-ki¢ uzunlugunu
distirdig ve bu farkin istatistiksel olarak anlamli
oldugu (P<0.05) belitlenmistir. Bu bulgu Liraglutid’in
yiksek dozunun embriyoda gelisim geriligine neden
olabilecegini distindirmistir.

Sonug olarak kandaki glikoz seviyesini disiiren, kilo
vermek icin kullanian ve liraglutid etken maddesini
iceren ilacin tavuk embriyolarinda NTD’ye sebep
olmadig1 tespit edilmistir. Ancak hamileliklere obezite
ve tip 2 diyabetin eslik ettigi durumlarda liraglutid
kullantmi  ile ilgili yapilacak calismalarda sinir
dokusuna ait histokimya ve imminohistokimyasal
boyamalarda daha nitelikli sonuglar elde edilebilecegi
dustintilmektedir. Bununla birlikte yiksek doz verilen
grupta bag-kic uzunlugunda saptadigimiz dustsin,
ileriki caligmalarda liragulitid’in gelisim geriligine olan
etkilerinin daha iyi anlasilmasina katki saglayacagt
dustnilmektedir.

Proje Destek Bilgileri : Bu ¢alisma, Afyon Kocatepe
Universitesi ~ Bilimsel =~ Aragtirma  Projeleri
Koordinasyon Birimi tarafindan 20.SAG.BIL..33 proje
numarasi ile desteklenmistir.

Etik Kurul Bilgileri : Bu ¢alisma AKU HADYEK
49533702/216 numara ve 24.02.2020 tarih ile izin
almistir.

Cikar Catigmasi: Yazarlar bu yazt icin gergek,
potansiyel veya algilanan ctkar catismasi olmadigini
beyan etmislerdir.

Yazarlarin Katki Orani: Yazarlar makaleye esit
oranda katki saglamis olduklarini beyan etmislerdir.
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