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OZET

Bu c¢aligmada, iyi bir organik ¢ozici olan asetonun farkli
konsantrasyonlarinin embriyotoksisitesi dollii tavuk yumurtalar: kullanilarak
arastirildi. Bu amagcla, dort farkli konsantrasyondaki (%30, %50, %70 ve
%100 v/v) aseton solisyonu (20 pl/yumurta) kulugka baslangicinda
yumurtalara hava kamarasi yoluyla enjekte edildi. Yumurtalar kuluckanin
8% glnilinde agilarak gruplarin 6lii ve anormal embriyo sayilari,
malformasyon tipleri, canli ve rdlatif embriyo agirliklart ile embriyolarin
tepe-ki¢ boylar1 (Crown-Rump Length, CRL) tespit edildi. %70 ve %100’lik
aseton gruplarinda mortalite sirasiyla %22.22 ve %21.05 olarak gergeklesti
ve kontrol grubundan dnemli derecede yiiksek bulundu (p<0.05). Bununla
birlikte %50’lik aseton grubunun rélatif embriyo agirligi disinda, kontrol ve
deney gruplarinin anormal embriyo oranlari, canli ve rolatif embriyo
agirliklart ile embriyolarin CRL degerleri arasindaki farklar istatistiksel
Ooneme sahip degildi (p>0.05). Elde edilen bulgulara dayanilarak; asetonun
ozellikle diisiik konsantrasyonlarmin sahip oldugu diisikk yan etkileri
sebebiyle, dolli tavuk yumurtast kullamlarak  yapilacak  olan
embriyotoksisite, teratojenite, mutajenite ve genotoksisite ¢aligmalarinda
tercih edilebilecek bir ¢dziicii oldugu sonucuna varilmustir.

Anahtar Sozciikler: Aseton, Coziicli, Tavuk Embriyosu, Embriyotoksisite.
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EMBRYOTOXICITY OF DIFFERENT CONCENTRATIONS OF
ACETONE BY MEANS OF HEN’S EGG TEST

ABSTRACT

In this study, embryotoxic effects of different concentrations of acetone, a
good solvent, were investigated by using fertilized hen’s eggs. For this
purpose, four different (30%, 50%, 70% and 100% v/v) acetone solutions
(20 ul/egg) were injected into the eggs via air cell at the beginning of the
incubation. The eggs were opened on the day 8! of the incubation. Dead
and abnormal embryo numbers, malformation types, both live and relative
embryo weights and crown-rump lengths (CRL) of the embryos of each
group were determined. Mortality values of 70% and 100% acetone groups
were 22.22% and 21.05% respectively and the values were significantly
higher than that of the control group (p<0.05). However, abnormal embryo
rates, live and relative embryo weights and embryo CRL values were not
statistically significant between the control and the acetone groups (p>0.05)
except for relative embryo weights of 50% acetone group. Based on the
results, it was concluded that low concentrations of acetone especially could
be used as a solvent in chick embryotoxicity, teratogenicity, mutagenicity
and genotoxicity experiments since it has weak side effects.

Key Words: Acetone, Solvent, Chick Embryo, Embryotoxicity.
1. GIRIS

Kanatli embriyolar1 ve &zellikle de tavuk embriyosu ilaglar, gida katki
maddeleri, endiistriyel bilesikler, agir metaller, mikotoksinler, pestisitler ve
diger kimyasal maddelerin embriyotoksik, mutajenik, teratojenik ve
genotoksik etkilerinin belirlenmesinde Onemli bir test materyali olarak
kullanilmaktadir. Bu amagla Jelinek [1] dollii tavuk yumurtast kullanarak
Tavuk Embriyotoksisitesi Belirleme Testini (Chicken Embryotoxicity
Screening Test, CHEST), Kemper ve Luepke [2] Tavuk Yumurtas: Testini
(Hen’s Eggs Test, HET), Nishigori ve ark. [3] Do6lli Tavuk Yumurtasi
Belirleme Testini (Hen’s Fertile Egg Screening Test, HEST) ve Wolf ve
Luepke [4] Mikronukleus Indiiksiyonu igin Tavuk Yumurtas: Testini (Hen’s
Egg Test for Micronucleus Induction, HET-MN) gelistirmislerdir. Bu
yontemlerin ve modifikasyonlarinin uygulandigi ¢alismalarda, test edilecek
maddelerin uygun c¢oziiciilerde ¢ozdiiriilmeleri gerekir. Coziicli olarak
fizyolojik su, bidistile su, %30’luk etil alkol, %10’luk dimetilsiilfoksit
(DMSO), aycicegi yag1 ve %l1’lik karboksimetilseliilloz (CMC)
kullamlmakla birlikte [5], test edilecek bazi aktif maddeler belirtilen
¢oziciilerde iyi ¢oziinmemektedir. Bu sebeple iyi bir ¢dziicii olan asetonun
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kullanimi, &zellikle pestisit aktif maddeleriyle yapilacak olan ¢aligmalarda
iyi bir alternatif olabilir.

Bu c¢alismada, asetonun farkli konsantrasyonlarimin tavuk embriyolarinin
erken donem gelisimi iizerindeki etkilerinin belirlenmesi ve bu baglamda
asetonun tavuk embriyotoksisite, teratojenite, mutajenite ve genotoksisite
caligmalarinda ¢oziicii olarak kullaniminin uygun olup olmadiginin ortaya
konmasi amaglanmustir.

2. MATERYAL VE YONTEM

Calismada Bahri Dagdas Tarimsal Arastirma Enstitiisi Miudiirliigiinden
temin edilen kahverengi yumurtaci (4TE-K) damizliklara ait, 55+2 g
agirhigindaki dolli kuluckalik yumurtalar kullanildi. Yumurtalar enjeksiyon
saatine kadar yaklasik 18°C’de ii¢ giin siireyle depolandi. Her yumurta
enjeksiyondan  Once tartildi ve kapali bir kabinde 21 g
potasyumpermanganat+42 ml formaldehit/m’® karisimiyla elde edilen buharla
15 dk dezenfekte edildi. Her grupta 20 yumurta bulunan alt1 deney grubu
olusturuldu. Kontrol grubu olan birinci gruptaki yumurtalara hicbir islem
uygulanmadi. Diger gruplardaki yumurtalarmn kiit uglar1 enjeksiyondan 6nce
%96’lik etil alkollii pamukla silindi ve 6zel yumurta delicisi ile delindi.
Ikinci gruptaki yumurtalara hava kamarasi yoluyla steril bidistile su, {i¢iincii
gruba %30’luk aseton, dordiincii gruba %50’lik aseton, besinci gruba
%70’lik aseton, altinct gruba da %100°lik (saf) aseton, 20 pl hacminde steril
uclu mikropipetle (Eppendorf) enjekte edildi. Delikler derhal sivi parafinle
kapatildi. Aseton soliisyonlar1 stok asetonun (Carlo Erba) steril bidistile su
ile sulandirilmasiyla hazirlandi. Enjeksiyonlar steril sartlar altinda laminar
flow kabinde gergeklestirildi. Takiben yumurtalar 37.5°C’de, %65 nisbi
neme sahip kulugka makinesinde (VGS) ilk bir saat test soliisyonlarmin
diffiize olabilmesi i¢in dik konumda bekletildikten sonra, her iki saatte bir
kez 180° gevrilerek inkiibe edildi.

Yumurtalar inkiibatdre yerlestirilmelerinden 8% giin sonra tartild.
Embriyolar ~canli  olup  olmadiklarinin  belirlenmesini  takiben
ekstraembriyonik keselerinden ayrilarak tartildilar. Tepe-ki¢ mesafesi
(Crown-Rump Length, CRL) saat bash bir kumpasla 6l¢iilen embriyolarin
gelisme evreleri Hamburger ve Hamilton [6] skalasina (HH skalasi) gore
belirlendi. Cesitli malformasyonlar ve gelisme geriliklerinin tespiti igin
%10’luk nétr formalinde 4°C’de saklanan canli ve 6lii embriyolar daha sonra
ciplak goz ve stereo mikroskop yardimiyla incelenerek gerekli goriilenlerin
fotograflari ¢ekildi. Genel gelisme geriligi sadece canli embriyolarda dikkate
alindi. Roélatif embriyo agirligi asagidaki formiille hesaplandi.
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Embriyo agirlig

Rolatif embriyo agirligi = x100

Yumurtanin son agirlig
Kontrol grubu ve diger gruplarin anormal embriyo oranlar1 ve mortaliteleri t-
testiyle (bagimsiz iki grup oran testi) karsilastirildi [7]. Kontrol grubu ve
diger gruplara ait canli embriyo ve rolatif embriyo agirliklari ile embriyo
CRL degerleri i¢in nonparametrik Kruskal-Wallis testi uygulandi. Kontrol
grubu ile diger gruplar arasindaki farklarin belirlenmesi i¢in bu teste ait ikili
kargilagtirmalar yapildi [8].

3. BULGULAR

Yumurtalarm kulugka siirecinde giinliik agirlik kaybi kontrol grubunda
ortalama %0.60, tiim yumurtalarin infertilite orani ise %4.16 olarak tespit
edilmistir.

Gruplarn infertil ve fertil yumurta sayilari, anormal ve 6lii embriyo sayilari
ile infertilite hari¢ anormal embriyo orani ve mortalite degerleri Tablo 1’de
verilmistir. Kontrol grubu embriyolarinin (Sekil 1a) ve deney gruplarindaki
canli ve anomali gostermeyen embriyolarmin gelisimi kulugkanm 8% giin
sonrasinda HH skalasina uygun olarak 35. evrede gerceklesmistir. Tablo
1’de goriildiigii gibi aseton gruplarinda goériilen anomalilerin siklig1 kontrol
grubundan Onemli diizeyde fark gostermemektedir (p>0.05). Kontrol,
bidistile saf su, %30 ve %100’liikk aseton gruplarinda herhangi bir anomali
gozlenmezken, %70’lik aseton uygulanan grupta bir embriyoda gogiis ve
karm bolgesinde fokal hemoraji (odaksal kanama) (Sekil 1b), %50°1ik aseton
uygulanan grupta bir embriyoda bilateral mikroftalmi (¢ift goz anormalligi),
makas gaga ve genel gelisme geriligi (Sekil 1c), bir embriyoda ise sadece
genel gelisme geriligi gozlenmistir. %30 ve %50’lik aseton gruplarinin
mortaliteleri kontrol grubundan istatistiksel olarak fark gostermezken
(»>0.05), %70 ve %100’liik aseton gruplarmin mortaliteleri 6nemli derecede
yiiksek bulunmustur (p<0.05) (Tablo 1).

Olii embriyolarin HH skalasina gére gelisme evreleri dagilimi Tablo 2°de
gosterilmistir. Deney gruplarindaki tiim 6liimlerin ilk 29 evrede, diger bir
deyisle kulugkanin ilk alti gilinlinde gergeklestigi saptanmistir. %70 ve
%100’likk aseton gruplarindaki embriyonik oliimlerin HH-26. evrede
(kulugkanin 4%2-besinci giinii) yogunlastigi dikkati ¢cekmistir (Tablo 2).
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Sekil 1. a) Kontrol grubundan bir embriyo, b) %70°lik aseton grubundan
karm ve gogiis bolgelerinde fokal hemorajiler bulunan embriyo, c) %50’lik
aseton grubunda bilateral mikroftalmi, makas gaga ve belirgin genel gelisme
geriligi bulunan embriyo.

Gruplardaki normal embriyolarin ortalama canli ve rolatif embriyo
agirliklar1 ile CRL degerleri Tablo 3’de verilmistir. Ozellikle %30 ve
%350’1ik aseton gruplarmin ortalama canli ve rolatif embriyo agirhiklar
kontrol grubuna kiyasla diisiik olmasina ragmen, sadece %50’lik aseton
grubunun ortalama roélatif embriyo agirligi kontrol grubundan istatistiksel
olarak 6nemli fark gdstermistir (»<0.05). Ortalama CRL degerleri de aseton
gruplarinda kontrol grubuna oranla diisiik olmakla birlikte, aralarindaki
farkliliklarin 6nemsiz oldugu saptanmistir (p>0.05).

Tablo 1. Gruplarda tespit edilen infertil ve fertil yumurta, anormal ve 6lii

embriyo sayilar1 ile infertilite hari¢ anormal embriyo orami ve mortalite
degerleri.

Infertil  Fertii Anormal  Anormal Olii .
. . . Mortalite
yumurta yumurta embriyo embriyo embriyo o
A (%)
Gruplar sayisl sayisl sayisl orani (%) sayisl
Kontrol 0 20 0 0.00 0 0.00
Bidistile saf su 1 19 0 0.00 0 0.00
%30 aseton 1 19 0 0.00 2 10.53
%50 aseton 0 20 2 10.00 2 10.00
%70 aseton 2 18 1 5.56 4 22.22%%*
%100 aseton 1 19 0 0.00 4 21.05%*

*Anormal embriyo orami bakimindan kontrol grubu ile diger gruplar
arasindaki farklar istatistiksel olarak dnemsizdir (p>0.05)

**Kontrol grubu mortalitesi ile aradaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir
(p<0.05)
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Tablo 2. Embriyonik dliimlerin HH skalasina gére dagilimlari.

HH Skalasina Gore Evreler

HH-15 HH-20 HH-26 HH-29

Gruplar
%30 aseton (n=2) 1 - 1 R
%350 aseton (n=2) 1 1 - -
%770 aseton (n=4) 1 - 3 -
%100 aseton (n=4) - 1 2 1

Tablo 3. Gruplara ait normal embriyolarin ortalama canli ve rolatif
embriyo agirliklari ile CRL degerleri.

Canli embriyo Rolatif embriyo

agirhg (g) agirhg (g) CRL (mm)

Gruplar X £8.8.% X £S.8S. X £S8.8. %%
Kontrol (n=20) 1.29+0.14 2.50+0.27 27.91+1.40
Bidistile saf su (n=19) 1.31+0.16 2.55+0.33 27.55+1.91
%30 aseton (n=17) 1.22+0.13 2.35+0.24 26.85+1.93
%50 aseton (n=16) 1.21£0.11 2.34+0.20** 26.80+1.76
%70 aseton (n=13) 1.27+0.17 2.45+0.31 26.85+2.07
%100 aseton (n=15) 1.25+0.15 2.45+0.31 27.09+£2.34

*Canli embriyo agirligi bakimindan gruplar arasindaki farklar istatistiksel
olarak 6nemsizdir (Kruskal-Wallis=9.286, p>0.05)

**Kontrol grubu ile aradaki fark istatistiksel olarak dnemlidir (Kruskal-
Wallis=12.671, p<0.05)

***CRL degerleri bakimindan gruplar arasindaki farklar istatistiksel
olarak 6nemsizdir (Kruskal-Wallis=5.246, p>0.05)

4. TARTISMA VE SONUC

Bu ¢aligmada kontrol grubu yumurtalarinda kulugka boyunca olusan agirlik
kaybi1 Onerilen oranlara [9] yakindir. Bu durum kulugka sartlarimin optimal
oldugunu gostermektedir.

Tavuk embriyolar1 iizerinde yapilan embriyotoksisite ¢aligmalarinda test
edilecek maddenin yumurtaya verilisinde hava kamarasina, albiimine ve
yumurta sarisina enjeksiyon yontemleri denenmis, bu c¢alismada hava
kamarasina enjeksiyon yontemi tercih edilmistir. Uygulama kolayligi,
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sterilizasyon igleminin kolay olmasi, verilen soliisyonun homojen ve hizli bir
sekilde diffiize olmas1 ve diger yontemlerde s6z konusu olan yumurta ici
basingtaki artigin embriyoda meydana getirebilecegi mekanik hasarlari
ortadan kaldirdigi i¢in hava kamarasi yontemi ideal kabul edilmektedir [10].

Enjeksiyon zamani i¢in, test edilecek maddenin embriyotoksik etkilerinin
belirlenmesi amaglaniyorsa erken embriyonik donem, test edilen maddenin
karacigerde metabolize edilmesi sonucu olusacak metabolitlerinin etkilerinin
belirlenmesi amaglaniyorsa ge¢ donemde yapilacak enjeksiyonun tercih
edilmesi gerektigi bildirilmistir [11,12]. Gida katki maddeleri ve pestisitlerin
teratojenik etkilerinin incelenmesinde kulugka Oncesi donem, ilaglarin
teratojenik aktivitesini arastirmak i¢in ise kulugkanin ii¢lincii ve doérdiincii
giinleri tercih edilir [13]. Asetonun o6zellikle pestisit aktif maddeleri igin iyi
bir ¢6ziicli oldugu dikkate aliarak bu c¢aligmada kulugka Oncesi enjeksiyon
uygulanmistir.

Enjekte edilecek soliisyon hacmi i¢in gesitli caligmalarda 20-100 ul/yumurta
kullanilirken, hava kamarasma yapilacak enjeksiyonlar i¢cin Celik ve ark.
[14] 20 pl’den daha fazla hacimdeki test soliisyonun yumurta i¢i basinci
artirarak embriyonik Oliimlere sebep olabilecegini ve bu durumun test
maddesinin etkisini maskeleyebilecegini bildirmesi dikkate alinarak bu
calismada 20 pl/yumurta soliisyon hacmi kullanilmistir.

Jelinek ve ark. [11] tavuk yumurtasi ile yaptiklari embriyotoksisite
caligmalarinda her grup i¢in 6-10 yumurta kullanirken, Kemper ve Luepke
[2] ve Prelusky ve ark. [12] sonuglarin giivenirligi agisindan her grup igin en
az 20 yumurta kullanilmasini 6nermisler, bu ¢alismada da gruplar 20’ser
yumurtadan olusturulmustur.

Aseton; su ile iyi karismasi, yiliksek evaporasyon oOzelligi ve diisiik
viskoziteli olmasi nedeniyle iyi bir organik ¢oziicii olarak kabul edilmektedir
[15]. Asetonun test edilecek kimyasal maddelerin olas1 genotoksik etkilerini
degistirdigine dair deliller bulunmadigindan &zellikle genotoksisite
caligmalarinda ¢oziici olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir [16].
Bunun yani sira tavuk embriyolar: iizerinde yapilan bazi ¢alismalarda da,
organik klorlu bir insektisit olan DDT’nin, mikotoksinlerden Aflatoksin
By’in, bir herbisit olan 2,4-diklorofenoksiasetik asid’in ve piretroit grubu bir
insektisit olan Sipermetrin’in tavuk yumurtasina enjeksiyonunda ¢oziicii
olarak aseton kullanilmustir [17, 18, 19, 20].

Korhonen ve ark. [21], tavuk embriyolar iizerinde yaptiklar1 ¢aligmada 5
ul/yumurta aseton enjeksiyonunun mortalite ve embriyo anormallikleri
iizerinde etkili olmadigini gostermislerdir. Ameenuddin ve Sunde [22] gesitli

AKU-Fen Bilimleri Dergisi 8(1) 13 AKU-Journal of Science 8(1)



Farkli Konsantrasyon.. H. OZPARLAK, I. CELIK, E. SUR, T. TELATAR, M.F. AYDIN, Y. OZNURLU

¢oziciilerin tavuk embriyolar1 iizerindeki etkilerine ait ¢aligmalarinda hava
kamarast yolu ile 100 ul/yumurta aseton enjeksiyonunun kulugkanin ilk
haftas1 %42.1, ikinci haftasinda %7.8, {i¢iincii haftasinda ise %0 mortalite ile
sonu¢landigini  ayrica yumurtadan ¢ikma oranimin da azaldigini
belirlemislerdir. Benzer sekilde McLaughlin ve ark.’da [23] 78 mg/yumurta
asetonun yumurtadan ¢ikma oraninda diisiise sebep oldugunu bildirmislerdir.
Ameenuddin ve Sunde’nin [22] calismasinda 100 pl/yumurta aseton
enjeksiyonunda oliimlerin kulugkanin birinci haftasi yogunlasmasi, ikinci ve
ticiincli hafta mortalitesinin kontrol grubu ile 6nemli farklilik géstermemesi
sebebiyle, bu calismada yukarida belirtilen hacmin beste biri olan 20
ul/yumurta aseton enjeksiyonunun kulugkanin 8! giin sonrasindaki
etkilerinin degerlendirilmesi uygun goriilmiistiir.

Aseton konsantrasyonundaki artisa bagl olarak %70 ve %100’liik aseton
gruplarinda kontrol grubuna kiyasla mortalitede onemli diizeyde artis
gbzlenmis olmakla birlikte, %22.22 ve %21.05’1lik bu 6liim oranlarmin bu
tiir caligmalarda tolere edilebilecegini diisiinmekteyiz. Ayrica %50°1ik aseton
grubunun rolatif embriyo agirhign disinda, deney gruplarinin anormal
embriyo oranlari, canli ve rolatif embriyo agirliklart ve CRL degerleri
kontrol grubundan onemli diizeyde farklilik gdstermemistir. Bu durum
asetonun tavuk embriyolart i¢in 20 pl hacminde teratojenik etkiye sahip
olmadigina, embriyotoksik agidan ise zayif etkiye sahip olduguna isaret
etmektedir. Benzer sekilde asetonun in vivo hayvan deneylerinde de
teratojenik bir etkiye sahip olmadig bildirilmistir [16].

Ameenuddin ve Sunde [22] embriyotoksik etkilerin arastirilacagi
denemelerde kullanilacak olan ¢oziicliniin segiminde, oncelikle test edilecek
maddenin o ¢o6ziiciide ¢ok iyi ¢éziinmesine, daha sonra ¢oziicliniin uygun
seviyede toksisiteye sahip olmasina, enjeksiyon sekline ve embriyolarin
enjeksiyon anindaki gelisim evresinin 6nemine dikkat ¢ekmiglerdir. Bu
sebeple test edilecek madde i¢in dncelikle en iyi ¢oziicii tercih edilmelidir.
Sonu¢ olarak, tavuk embriyotoksisite, teratojenite, mutajenite ve
genotoksisite caligmalarinda Oncelikle test edilecek maddenin asetondaki
¢oziiniirliigii goz Oniine alinmahdir. Ikinci asamada ise diisiik yan etkileri
sebebiyle oOzellikle diisiik konsantrasyonlardaki aseton, c¢oziicii olarak
kulucka baslangicinda hava kamarasina enjeksiyon yonteminde 20 ul veya
daha az hacimlerde 6liim oram da goz Oniine alinarak kullamilabilir.
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