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Oz: Literatirdeki in vivo ve in vitro ortamda gergeklestirilen pek cok genotoksisite-antigenotoksisite
calismasinda genotoksik bir madde olarak Siklofosfamid (CP) ve antigenotoksik bir madde olarak C vitamini
(Askorbik Asit, AA) yaygin olarak kullanilmaktadir. Bunlar alternatif bir mikroniikleus testi olan tavuk
yumurtas1t mikroniikleus testinde (Hen’s Egg Test for Analysis of Micronucleus Induction, HET-MN) de 50
pg/yumurta (50 pg/y) dozunda kullanilmaktadir. Bu calismayla 50 pg/y dozunda CP ve AA’nin tavuk
embriyolar1 {izerindeki bazi etkilerinin ilk kez tespit edilmesi amaglandi. Caligma igin dollii tavuk
yumurtalarindan olusan dort grup olusturuldu. CP, AA, CP+AA birlikte ve steril bidistile su (kontrol olarak)
gruplardaki yumurtalarin hava kamarasina kuluckanin 8. giiniinde enjekte edildi. Kulugkanin 11. glinlinde her bir
grubun 6lii ve anormal embriyo oranlari, malformasyon tipleri, canli ve rolatif embriyo oranlari tespit edildi.
Ayrica kemik gelisiminin belirlenebilmesi i¢in embriyolarin bir kismi total olarak Alizarin Red-S ydntemiyle
boyand1. Calisma iki tekrarli olarak gergeklestirildi. Iki denemenin sonucunun birbiriyle uyumlu oldugu tespit
edildi. Sonug olarak, test edilen dozda CP, AA ve CP+AA’nin 6nemli bir embriyotoksik veya teratojenik etki
gostermedigi ve embriyolarin kemik gelisimini makroskobik diizeyde etkilemedigi belirlendi.

Anahtar kelimeler: Alizarin Red-S, Askorbik asit, Siklofosfamid, Tavuk Embriyosu

Some Effects of Cyclophosphamide and Vitamin C Given in ovo on Chicken Embryos

Abstract: In the literature, Cyclophosphamide (CP) as a genotoxic substance and vitamin C (Ascorbic
Acid, AA) as an antigenotoxic substance have been used extensively in many genotoxicity-antigenotoxicity
studies conducted in vivo and in vitro, and these substances at doses of 50 ug/egg are also used in Hen’s Egg
Test for Analysis of Micronucleus Induction (HET-MN) which is an alternative micronucleus test. The aim of
this study was to determine the some effects of CP and AA at 50 pg/egg dose on the development of chicken
embryos for the first time. Four groups were formed from the fertilized hen's eggs. CP, AA and CP+AA
together, and sterile bidistilled water (as a control) were injected into the air sac of eggs in groups at 8th day of
incubation. Following parameters of each group were examined on 11th day of the incubation: rates of dead and
abnormal embryo, malformation types, live and relative embryo weights. In addition, some of the embryos were
totally stained with Alizarin Red-S method for bone development. Two trials were conducted in the study. The
results of the two trials were compatible with each other. As a result, CP, AA and CP+AA together at the
examined doses did not present significant embryotoxic and teratogenic effects on chick embryos. They also did
not affect the bone development of chicken embryos at the macroscopic level.

Keywords: Alizarin Red-S, Ascorbic Acid, Cyclophosphamide, Chick Embryo
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1. Giris
Siklofosfamid (Cyclophosphamide,

CP), olarak kanser tedavisinde

yaygin
kullanilan giiclii bir ilagtir. CP, akut ve kronik
I6semi, meme kanseri, multiplemyeloma,
lenfoma, romatoidartrit tedavisinde ve kemik
iligi nakillerinde sik¢a kullanilir (Kumar ve
Kuttan, 2005; Senthilkumar ve ark., 2006).
Kemoterapiyle kanser tedavisinde, neoplastik
hastalik siirecini yavaslatmak, durdurmak ya da
geriletmek antineoplastik

birlikte

amaciyla ilag

kullanilmaktadir. Bununla kanser
tedavisinde kullanilan antineoplastik ilaglarin
bazilarinin kansere neden oldugu gerek insanlar
iizerinde yapilan gozlemler gerekse hayvan
deneylerinde kanitlanmistir (Fairchild ve ark.,
1979; Kinlen ve ark., 1981; Ehrenfried ve ark.,

1997; Furuta ve ark., 2000; Watanabe ve ark.,

2001). Antineoplastik ilaglarin en fazla
kanserojenik  olanlart  alkilleyici  tipte
olanlaridir. CP  alkilleyici  (hizli  hiicre
bolunmesi geciren dokularda hicre

bolunmesini DNA (zerindeki alkilleyici etkisi
sayesinde sekteye ugratan) bir antineoplastik
(kanser ya da timor engelleyici) bir ilagtir
(Perini ve ark., 2008). CP meme kanseri, lenf
sistemi kanseri, cocukluk cag1 akut lenfoblastik
16semi gibi hastaliklarin tedavisinde tek basina
da  diger

antineoplastik  ajanlarla

CP baz1

ya
birlestirilerek  kullanilmaktadir.
otoimmiin hastaliklarin tedavisinde veya organ
nakli sonrasi organ reddini kontrol etmede de
1989).

in vitro ortamda

kullanilmaktadir (Ataya ve ark.,

Literatirde in vivo ve
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gergeklestirilen  pek  ¢ok  genotoksisite

caligmasinda  pozitif kontrol  gruplarinda
genotoksik madde olarak ylksek dozda CP
yaygin bir sekilde kullanilmistir (Bramwell ve
ark., 1987; Blom ve ark., 1995; Moore ve ark.,
1995; Wolf ve Luepke, 1997; Campana ve ark.,
1999; Wolf ve ark., 2002; Cavas ve Ergene-
Gozikara, 2003; Wolf ve ark., 2003; Cavas ve
2005; 2006,
Cavas ve Konen, 2007; Ozparlak ve ark.,
2011).

C vitamini (Askorbik asit, AA) suda
¢cozlnen ve vicudumuzda depolanamayan bir
C

vitamininin  antigenotoksik ve antioksidan

Ergene-Goziikara, Ozparlak,

vitamin ¢esididir. Yapilan calismalar
oldugunu gostermektedir (Kaya ve ark., 2002;
Surjyo ve Anisur, 2004). C vitamini yapisi
itibariyle reaktif bir 06zellige sahiptir. Bu
ozelligi sayesinde oksidan maddelerin olumsuz
etkilerinden DNA, RNA, protein ve lipidleri
korur yani AA serbest radikallerin olumsuz
etkilerini ¢esitli yollarla ortadan kaldirir
(Hartman ve Shankel, 1990). AA suda kolay
bir

antioksidan oldugundan literatiirde de in vivo

¢oziinme avantajindan ve  bilinen
ve in vitro ortamda gergeklestirilen pek cok

calismada  antigenotoksik madde olarak
kullanilmistir (Goncharova ve Kuzhir 1989;
Guha ve Khuda-Bukhsh, 2002; Kaya, 2003;
Premkumar ve Bowlus, 2003; Ahmad ve Afzal,
2004; Surjyo ve Anisur, 2004; Ural ve ark.
2005; Landino ve ark., 2006; Guha ve ark.
2007; Konen, 2007; Akpolat ve ark., 2008;

Jiraungkoorskul ve ark., 2010).
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Gelisen teknoloji ile birlikte kullanimi
stirekli artan ilag, endiistriyel bilesik, pestisit ve
gida katki maddelerinin teratojenik, mutajenik
ve genotoksik etkilerinin belirlenmesi amaciyla
cok cesitli testler uygulanmaktadir. Bu testler
icinde en sik kullanilanlardan bazilar1 kanath
embriyolarinin kullanildig1 testlerdir. Kanath
embriyolariyla yapilan bir

kuluckalik

son yillardaki

calismada dolli tavuk

yumurtalarindaki embriyolarin  perifer kan
eritrositlerinde mikronukleus (MN) olusumu
tanimlanmis ve tavuk yumurtas1 mikroniikleus
testi (Hen’s Egg Test for Micronucleus
HET-MN)
yontem gelistirilmistir (Wolf ve Luepke, 1997).

Alternatif bir MN test sistemi olan HET-MN

Induction, olarak adlandirilan

basit, ucuz ve hizli bir yontem olup daha sonra
Wolf ve ark. (2002) ve Wolf ve ark. (2003)
tarafindan modifiye edilmis ve gelistirilmistir.
HET-MN yapilan
calismalarda (Wolf ve Luepke, 1997; Wolf ve
ark., 2002; Wolf ve ark., 2003; Ozparlak, 2006;
Wolf ve ark., 2008; Greywe ve ark., 2012) bu

test icin pozitif kontrol grubunda genotoksik

kullanilarak tim

madde olarak en ideal 50 pg/yumurta (ugl/y)
dozunda CP kullanilmasinin ideal oldugu rapor
edilmis ve kullanilmistir. Tavuk embriyolarina
kulugkanin 8. giiniinde enjekte edilen bu
dozdaki CP  kulugckanin  11.  giiniinde
embriyolarin perifer kan eritrositlerinde %1.24
oraninda MN olusumuna sebep olmaktadir
(Wolf ve ark., 2008). Ayrica Celik (2016) ve
Balta (2017) HET-MN kullanarak yaptiklari
caligmalarda bu test i¢in antigenotoksik madde

grubunda 50 pg/y dozunda AA kullaniminin
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ideal oldugunu, bu dozdaki AA’nin MN
oranini azalttigini rapor etmislerdir. Bahsedilen
literatlirler 1s18inda bu caligmayla 50 pg/y
dozunda CP ve AA’nin tavuk embriyolar
tizerindeki olas1 embriyotoksik ve teratojenik
ilk  kez konulmasi

etkilerinin ortaya

amaglanmistir.

2. Materyal ve Metot

Calismada ticari bir isletmeden temin
renkte ATAK-S cinsi
adet dollu
kuluckalik 6zelliklerde yumurta kullanildi. Iki

edilen kahverengi

damizliklara ait toplam 90

tekrarlt  gergeklestirilen c¢alismada, birinci
denemede 50 adet ve ikinci denemede 40 adet
yumurta kullanildi. Her bir deneme igin
Kontrol (su), CP (50 pgly), AA (50 ugly) ve
CP (50 pg/y)+AA (50 pgly) olmak Uzere dort
grup olusturuldu. Gruplardaki yumurtalar dnce
kaydedildi.

islemine baslamadan once %70’lik etanolle

tartildt ve agirhiklar Kulucka

kulucka makinesi dezenfekte edilip yumurtalar

uygun

gelisim  makinesine

makinesine konumda
yerlestirildi. Kulucka

(Cimuka-Prodi HB500S) sicaklik 37.7°C’ye,

kulucka

nispi nem %55’¢ ve her saat basi yumurtalar

bir kez 180° c¢evrilecek sekilde gerekli
ayarlamalar yapilarak kulugka islemi baslatildi.

Kuluckanin 8. giiniinde onceden steril
sartlarda hazirlanan ve 4°C’de saklanan test
solisyonlariyla steril sartlar altinda enjeksiyon
islemleri gergeklestirildi. Enjeksiyon islemi
yapilmadan yaklastk 12 saat Once hava
kamaralarinin uygun pozisyon almasi amaciyla

cevirme islemi durdurularak yumurtalarin kiit
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ucu yukar1 gelecek sekilde dik pozisyona
getirildi. Yumurtalarin kiit uglar1 enjeksiyon
yapilmadan oOnce %96’lik etanolli pamukla
edildi

yardimiyla hava kamarasina delikler agilarak

dezenfekte ve yumurta delicisi
enjekesiyon islemlerine gecildi. Kontrol (su)
grubundaki yumurtalara 60 pl hacminde steril
bidistile CP
yumurtalara 60 pl hacminde steril bidistile suda
¢ozdiirilmis 50 ug CP (Sigma-C0768); AA

(50 pg/y) grubundaki

su; (50 pugly) grubundaki

yumurtalara 60 pl
hacminde steril bidistile suda ¢6zdiiriilmiis 50
Mg AA  (Applichem-A1052,250); CP (50
po/y)+AA (50 pgly) grubundaki yumurtalara
60 pl bidistile
¢cozdiiriilmiis 50 pg CP ve 60 pl hacminde

hacminde  steril suda
steril bidistile suda c¢ozdiiriilmiis 50 pg AA

birlikte enjekte edildi. Enjeksiyon islemi
tamamlandiginda daha Once acilan delikler
hizl1 bir sekilde sivi parafinle kapatildi. Enjekte
edilen soliisyonlarin diffiize olabilmesi igin ilk
1 saat yumurtalar hava kamarasi yukarida
olacak bicimde dik pozisyonda bekletildi.
Takiben yumurtalar  kulugka  gelisim
makinesine tekrar yerlestirilip kulucka islemine
11. giine kadar devam edildi.

Kulugkanin 11. giinii acilan
yumurtalarda canli ve 6lii embriyolarin gelisme
evreleri Hamburger ve Hamilton (Hamburger
ve Hamilton, 1951) skalasina (HH skalas1) gore
belirlendi. Canli embriyolar hassas teraziyle
tartildi ve rolatif embriyo agirliklari (REA)

asagida gosterilen formiille hesaplandi;
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Embriyo agirlig:
REA = X 100
Yumurtanin son agirlig
Elde edilen embriyolar
malformasyonlar ve gelisme geriliklerinin

belirlenmesi amaciyla %10’luk nétr formalinde
4°C’de saklandi. Bu embriyolarda kanat ve
bacaklarin gelismemesi, parmaklarda kivrilma
ve bukulmeler, tiylenmede anorallik, hemoraji,
anormal gaga olusumu, 6dem, i¢ organlarin ters
dontik disarida olusu, tek ve ¢ift goz
anormalligi, boyun ve kalga defektleri, beynin
disarda gelisimi ve genel gelisim geriligi gibi
cesitli  malformasyonlarin  olup  olmadigi
oncelikle ¢iplak gozle daha sonra stereo
mikroskopla belirlendikten sonra fotograflari
cekildi. Her gruptan 2-3 adet embriyo kemik
gelisiminin tespit edilmesi amaciyla total
olarak Alizarin Red-S boyama metoduyla
(Tamayo Arango ve ark., 2012) boyandi. Bu
metoda gore; tespit edilmis embriyolar bir giin
%70’lik etanolde ve ardindan bir gin %2’lik
KOH’de bekletildikten sonra, %2’lik KOH’de
taze olarak hazirlanmis %0.005-0.0025’lik
Red-S (Merc-106278)
kontrollli bir sekilde 1-2 giin sireyle boyandi.
Embriyolar 1-2 gun tekrar %2’lik KOH’e
KOH

(%2’lik)+gliserol+amonyak (1:1:1) karisiminda

Alizarin icerisinde

alind1. Son olarak
3-7 gun bekletilen embriyolar gliserole alinarak

fotograflar ¢ekildi.
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Embriyolardan elde edilen sayisal
verilere istatistiksel analiz (t-testi)
uygulanmaistir.

3. Sonuclar

Bu calismada kullanilan yumurtalarin

dolliliik oranlar1 Cizelge 1°de verilmistir.

Gunluk  yumurta agirhik kaybi  Kontrol
gruplarinda [. denemede %0.50 ve IL
denemede ise %0.58 olarak tespit edilmistir

(Cizelge 1).

I. denemedeki tiim gruplarda canlilik
orant %100 olarak tespit edilmistir (Cizelge 2).
I. denemede sadece CP (50 pg/y) grubundaki
bir

gozlenmistir. Ancak bu 6liim enjeksiyon giinii

embriyoda erken embriyonik  6lim

olan kuluckanin 8. gilinlinden ¢ok oOnce
CP’nin

kaynaklanmayan bir 6liim olacag1 diisiiniilmiis

gerceklestigi i¢in etkisinden
ve goz ardi edilmistir. Dolayisiyla CP, AA ve
CP+AA’nin test edilen dozlarda bir embriyonik
Olime sebep olmadigi ve tavuk embriyolar
iizerinde embriyotoksik bir etki gdstermedigi
tespit edilmistir.

I. denemede canli ve rolatif embriyo
agirhgr bakimindan CP (50 ugly), AA (50
Hgly) ve CP (50 pgly)+AA (50 ugly)
gruplariyla Kontrol grubu arasinda istatistiksel
olarak 6nemli bir fark gozlenmemistir (Cizelge
2). II. denemede ise sadece canli embriyo
agirhgr bakimindan AA (50 pgly) grubunda
Kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak
onemli bir azalma goézlenmis (p<0.05), ancak
rOlatif embriyo agirligi bakimindan istatistiksel
olarak 6nemli fark bulunmamistir (Cizelge 2).
Canl
sadece bir denemede g0Ozlenmesi ve rolatif

embriyo agirhigindaki bu azalmanin
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embriyo agirlhigmin daha gilivenilir bir sonug
C bir

isaret

vitaminin ~ dnemli
embriyotoksik  etki

etmektedir. Ayrica test edilen dozda CP ve CP

yansitmasi

gostermedigine

ile AA’nin birlikte uygulanmasi1 da tavuk
embriyolar1 tlizerinde embriyotoksik bir etki
gostermemistir.
Malformasyonlar ve gelisme
geriliklerini tespit etmek icin ¢iplak gozle ve
stereo mikroskop altinda yapilan gozlemlere
gore, Il. denemede CP (50 pg/y) grubunda ve
CP (50 pg/y)+AA (50 pgl/y) grubunda birer
embriyonun genel gelisim geriligi gosterdigi
tespit edilmistir. I. denemede ise herhangi bir
anormal embriyo gozlenmemistir (Sekil 1-4).
Avyrica iskelet sisteminin gelisim geriliklerini
incelemek amaciyla Alizarin Red-S yontemiyle
boyanan embriyolar makroskobik olarak
incelenmistir. Kontrol grubuyla kiyaslandigi
zaman bahsedilen iki gruptaki genel gelisim
geriligi gosteren iki embriyo diginda diger
gruplardaki embriyolarin iskelet gelisiminde
onemli bir gerilige ve herhangi bir anormallige
rastlanmamistir. Kemik gelisimi  normal
bir fotograf Sekil 5°de

goralebilir. Bununla birlikte CP (50 ugly)

embriyolara ait

grubunda genel gelisim geriligi gosteren ve
Red-S
embriyonun Kontrol grubuna kiyasla kismen

Alizarin yontemiyle boyanan
geri
fotograf Sekil

embriyo oranlart ve Alizarin Red-S boyama

kalan kemik gelisimini gosteren bir

6’da goriilebilir. Anormal
yontemi sonuglar1 gbz Oniine alindiginda; test
edilen dozlarda CP, AA ve CP ile AA’nin
birlikte uygulanmasmin tavuk embriyolari
Uzerinde 6nemli bir teratojenik etkiye sahip

olmadig1 sonucuna ulagilmaistir.
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Cizelge 1. Kulugkanin 11. giiniine ait veriler (ug/y, mikrogram/yumurta; Ort+SS, ortalamatstandart sapma)

Gruptaki Dolli Dollulik | Yumurta baslangic Kulugkanin 11. 11 gunlik Gunlik yumurta
yumurta | yumurta | oram (%) agirhg (g) guninde yumurta | yumurta agirhk | agirhk kaybi (%)
sayisi sayisi (Ort«SS) agirhg (g) kaybi (%)
Gruplar (Doz) (Ort£SS)
+ Kontrol (Su) 12 10 83.33 59.95+2.56 56.63+2.72 5.54 0.50
_. & CP (50 pgly) 13 13 100.00 61.67+3.18 57.17+3.41 7.30 0.66
o AA (50 pgly) 12 9 75.00 60.83+3.33 53.25+6.24 7.13 0.65
CP (50 pg/y)+AA (50 ugly) 13 10 76.92 60.96+4.59 57.1+5.05 6.33 0.58
o Kontrol (Su) 10 7 70.00 64.13+4.71 60.03+4.59 6.39 0.58
— 5 CP (50 pgly) 10 9 90.00 59.55+3.46 55.97+4.05 6.01 0.55
~ & AA (50 ugly) 10 10 100.00 61.98+4.82 58.05+4.58 6.34 0.58
CP (50 pgly)+AA (50 ugly) 10 8 80.00 61.35+3.84 56.60+3.85 7.74 0.70
Cizelge 2. Kulugkanin 11. giiniinde embriyolara ait baz1 veriler (ug/y, mikrogram/yumurta; Ort+SS, ortalamatstandart sapma)
Dolli Canh Canhhk Canh embriyo | Rolatif embriyo | Anormal | Anormal
yumurta embriyo oram (%) agirh@ (g) agirhg (%) embriyo embriyo
sayisi sayisl (Ort«SS) (Ort«£SS) sayisi oram (%)
Gruplar (Doz)
«» | Kontrol (Su) 10 10 100 3.27+0.26 5.73+0.30 0 0
. £ | CP (50 ugly) 13 12 92.31° 3.30+0.18 5.75+0.50 0 0
TS | AA (50 ugly) 9 9 100 3.07+0.30 5.60+0.51 0 0
° |cp (50 pgly)+AA (50 pgly) 10 10 100 3.32+0.32 5.82+0.25 0 0
| 1| | I
o | Kontrol (Su) 7 7 100 3.27+0.37 5.44+0.38 0 0
_ £ | CP (50 ugly) 9 9 100 2.99+0.27 5.37+0.65 1 11.11
=& | AA (50 pgly) 10 10 100 2.87+0.31* 4.95+0.51 0 0
° |cp (50 pgly)+AA (50 paly) 8 8 100 3.01+0.38 5.36+0.87 1 12.50

* Kontrol (Su) grubuyla arasindaki fark istatistiksel olarak onemlidir (t-test. p<0.05)
° Bir embriyoda siklofosfamitten kaynaklanmayan erken bir embriyonik 6liim gézlenmistir
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Sekil 1. Kontrol (su) grubuna ait bir embriyonun Sekil 2. CP (50 pg/y) grubuna ait bir embriyonun
gorinimu gorinimu

Sekil 3. AA (50 ug/y) grubuna ait bir embriyonun Sekil 4. CP (50 ug/y)+AA (50 ugly) grubuna ait bir
gOrinimi embriyonun gérinim
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Sekil 5. Kontrol (su), CP (50 pg/y) ve AA (50 pg/y) gruplarina (soldan saga dogru) ait kemik
gelisimi normal embriyolar (Alizarin Red-S boyama).

24 8 2l

Sekil 6. Kontrol (su) grubu (solda) ve CP (50 ug/y) grubuna (sagda) ait embriyolar. CP (50 ugly)
grubuna ait embriyoda kemik gelisiminin kismen geri kaldig: dikkati ¢gekmektedir (Alizarin Red-S
boyama).
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4. Tartisma
Gunimiz toplumunda insanlar artan
miktarlarda embriyotoksik ve teratojenik

potansiyeli bilinmeyen ilaglar, endustri yan

urinleri  ve c¢evre Kirleticilerine  maruz

kalmaktadir. Bu tip kimyasal bilesiklerin
embriyotoksik ve teratojenik etkilerinin sigan
veya fare gibi kemirgenler ya da tavsanlar
iizerinde ayrintili olarak test edilmesi gerekir.
Ancak her bir yeni kimyasal bilesigin test
edilmesi mumkin gorilmemektedir. Bundan
dolayr bir kimyasal bilesigin memeli
embriyosu iizerine etkilerini dogru bir sekilde
tahmin edebilecek, ucuz ve hizli alternatif
tarama yontemlerinin gelistirilmesi faydal
olacaktir. Bu amaca yonelik olarak memeli ve
memeli olmayan hayvan tiirlerinin kullanildig
cesitli In vivo ve in vitro test sistemleri
kullanilmaktadir. Literatiirde kanath
embriyolar1 Ozellikle de tavuk embriyolar
kullanilarak  degisik kimyasal bilesiklerin

embriyotoksik  ve teratojenik  etkilerinin
belirlendigi ¢ok sayida aragtirma mevcuttur. Bu
calismalarin  uzun bir listesine Ozparlak
(2015)’den ulasilabilir.

Jelinek (1977) dolli tavuk yumurtasi
kullanarak Tavuk Embriyotoksisite Tarama
Testini  (Chicken Embryotoxicity Screening
Test, CHEST) gelistirmistir. Bu test CHEST-I
(embriyotoksik doz sinirlarinin belirlenmesi)
CHEST-II

tespiti)

ve (teratojenik  parametrelerin
uzere ki

CHEST’in  yam

olmak basamakta

gerceklestirilmektedir. sira
dollii tavuk yumurtast kullanilarak cesitli

modifikasyonlarla, Kemper ve Luepke (1986)
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Tavuk Yumurtast Testini (Hen’s Eggs Test,
HET) ve Nishigori ve ark. (1992) ise Dollu

Tavuk Yumurtas1 Tarama Testini (Hen’s
Fertile Egg Screening Test, HEST)
gelistirmislerdir.

Yukarida bahsedilen ve benzer diger
testler ucuz ve kolay olup tekrarlanabilir
vermekte kisa  siirede

sonuglar ve

gergeklestirilebilmektedir. Civciv
embriyosunun gelisim sathalarinin ¢ok iyi

Cok

sayida civciv embriyosunun kullanilabilmesi

bilinmesi 6nemli diger avantajlaridir.

toksisitenin istatistiksel acidan

degerlendirilmesinde memeli tiirlerle yapilacak
calismalara kars1 bir avantaj saglamaktadir. Bu
testler daha sonra memeliler iizerinde yapilacak
caligmalarda kullanilacak olan denek sayisini

ve deneme sayisini azaltmakta, canli bir

organizmaya verilebilecek agr1 ve aciy1 da en

aza indirgeyerek, etik kurallara, yasal

kisitlamalara ve hayvan haklarina da aykir

dismemektedir. Bununla  birlikte tavuk

embriyosu kullanilan bu modellerde plasenta
ve memelilerdeki anne-fetiis iliskisi olmamasi,

ayrica bazi bilesiklerin  nonspesifik  bir

hassasiyet gostererek hatali pozitif sonuglar

verebilmesi  dezavantajlar1  olarak  kabul

edilmektedir. HET yo6ntemiyle 6liim oraninin
(LDsp), gelisme geriliginin (yumurtadan ¢ikis

agirhgl, kemik  uzunluklart  ve  organ

agirliklart), teratojenitenin (iskelet gelisimi

anormallikleri, makroskobik ve anatomik

anormallikler), sistemik etkilerin (kan kimyasal

parametreleri, hematolojik parametreler ve

organ histopatolojisi) ve immunopatolojik
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etkilerin (timus ve bursa Fabricii’nin histolojik
yapilar1) degerlendirilebilecegi
(Ozparlak, 2015).

belirtilmistir

Embriyotoksisite calismalarinda kulugka

sartlarin ~ optimum  olmasit  ¢alismanin

giivenirliligini artirmaktadir. Kulucka
makinesinin nispi (%) neminin belirlenebilmesi
icin yumurtalarin kabuklarindaki porlardan
nemin buharlagsmasi sonucu kaybedilmesiyle
olusan agirlik kaybi oOnemli bir Olgiittiir.
Kulugka suresince gunlik ortalama %0.55-0.70
kayb1

Birinci

araliginda  agirhik Onerilmektedir
(Mauldin, 1993).

grubumuzda %0.50, ikinci deneme kontrol

deneme kontrol

grubunda %0.58 giinlik agirlik kaybi tespit
edilmistir ki bu oranlar Onerilen degerlere
yakindir ve kulugka sartlarimizin optimum
sartlara yakin olduguna isaret etmektedir.
Ayrica Romanoff (1997) 10 gunlik tavuk
embriyolarinin 2.26 g, 11 gunluklerin 3.68 g ve
12 giinliik olanlarn  5.07 g agirhiginda
oldugunu rapor etmistir. Bu c¢alismada ise
birinci ve ikinci denemelerin  kontrol
gruplarinda embriyo agirliklart ortalama 3.27 g
olarak tespit edilmistir. Rapor edilen degerlere

yakin olmakla birlikte aradaki farklilik yumurta

biliylikliigiinden veya tavuk 1rklarindaki
farkliliklardan kaynaklanabilir.
Tavuk embriyolariyla yapilan

caligmalarda enjeksiyonun zamani ve bdlgesi,

kullanilacak ~ test  soliisyonunun  hacmi,

uygulanacak doz ve bu dozlar i¢in kullanilacak
kullanilacak

tavuk  yumurtalarinin = sayisi,

¢ozlcunin cinsi ve konsantrasyonu dikkat
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edilmesi gereken dnemli hususlardir (Ozparlak,
2015). Tavuk yumurtalariyla yapilan testlerde
test edilecek maddenin verilecegi yer hava
kamarasi, embriyonun kaudal bolgesi, albiimin
ve yumurta sarisi olabilmektedir. Bu yontemler
arasinda en c¢ok tercih edilen yontem hava
kamarasina yapilan enjeksiyon yontemidir.
Uygulamasinin basit olmasi, soliisyonun hizl
ve homojen bir sekilde diffiize olmasi,
yumurtalarin enfekte olma olasiliginin diisiik
olmasi, i¢ basincin artmasina bagli olarak
muhtemel mekanik

embriyoda olusmasi

hasarlarin tolere edilmesi acisindan hava
kamarasina enjeksiyon ideal yoOntem olarak
goze carpmaktadir (Prelusky ve ark., 1987;
Celik ve ark., 2000; Sur, 2001; Oznurlu, 2003).

Enjeksiyon acisindan
bakildiginda

maddenin dogal formunun etkileri belirlenmek

zamani

ise test edilmek istenilen
isteniyorsa erken donemde enjeksiyon tercih

edilmektedir.  Test  edilecek  maddenin
karacigerde metabolize edilmesiyle olusacak
metabolitlerinin etkileri belirlenmek isteniyorsa
enjeksiyonun daha ge¢ donemde tercih
edilmesi gereklidir (Jelinek ve ark., 1985;
Prelusky ve ark., 1987; Ozcan, 1992). Cinki
tavuk embriyosunda embriyonik donemin 4.
karaciger

Bu

giiniinde farklilagsmasi

g6zlenmektedir. donemden itibaren
karaciger gorevlerini yerine getirmeye baslar
ve detoksifikasyon olaylari
1983).

yonteminde de soliisyonlarin kulugkanin 8.

baglamis olur

(Hamilton ve ark, HET-MN

giinlinde hava kamarasina enjekte edilmesi ve
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kulugkanin 11. giiniinde kan 6rnekleri alinmasi
optimum olarak kabul edilmistir (Wolf ve ark.,
2002). Bu sebeple bu calismada da HET-MN
yontemine bagli kalinarak kulugkanin 8.
glinlinde hava kamarasina enjeksiyon yontemi
kullantlmistir.
Enjeksiyon  isleminde  kullanilacak
sollsyonlar icin 3-100 ul/y arasinda degisen
hacimlerde soliisyonlar kullanilsa da hava
kamarasina yapilacak enjeksiyonlarla ilgili
Celik ve (2000)
20 daha

hacimdeki solisyonunun enjeksiyonunun i¢

olarak; ark. kulucka

baslangicinda ul’den yiiksek

basinci artirmastyla zararl etkiler
olusturabilecegini ve bunun sonucunda test
maddesinin  etkisini  maskeleyebilecegini
bildirmistir. D6llii tavuk yumurtalariyla yapilan
bir ¢aligmada hava kamarasina kuluckanin 24.,
48. ve 72. saatlerinde 50 pl hacimde soliisyon
verilmistir (Wyttenbach ve Thompson, 1985).
Baska bir c¢alismada ise kulugckanin hemen
baslangicinda ve 12. giiniinde 100 pl hacim
tercih edilmistir (Varga ve ark., 2002). Diger
pek ¢ok c¢alismada ise hava kamarasina
kulugkanin 12. giiniinde 100 upl hacminde
enjeksiyon uygulanmistir (Varga ve ark., 1999;
Varnagy, 1999; Budai ve ark., 2001; Varnagy
ve ark., 2001; Budai ve ark., 2002; Fejes ve
ark., 2002). HET-MN’de ise hava kamarasina
enjeksiyon yonteminde kulugkanin 8. giiniinde
hidrofilik ozellikteki test maddeleri icin 100 pl
hacminde ve hidrofobik test maddeleri icin 50
ul hacminde enjeksiyon uygulanmistir (Wolf
ve ark., 2002). Mekanik hasarlarin daha az

etkili olmasindan dolay1 kulugkanin ilerleyen
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gunlerinde ¢ok daha yiiksek soltisyon hacimleri
Bu da

kulugkanin 8. giiniinde enjeksiyon hacmi

tercih  edilmektedir. calismada

olarak  embriyolarin  tolere  edebilecegi
diistiniilen 60 pl/y ve 60 pl/y+60 pl/y toplam
120 pl/y soliisyon hacimleri tercih edilmistir.
Toksisite testlerinde bir maddeyi test
etmek i¢in farkli dozlarinin denenmesi gerekir.
Brown ve ark. (1986) denemelerde en az (¢
farkli dozun caligilmasi gerektigini
belirtmislerdir. Bununla birlikte bu ¢alismada
HET-MN  yonteminde CP AA’nin

genotoksik ve antigenotoksik madde olarak

Ve

kullanildigi 50 pg/ly dozunun (Wolf ve ark.,
2002) olasi

etkilerinin ortaya konmasi amaglandigi icin bu

embriyotoksik ve teratojenik

doz  kullanmilmigtir.  Ayrica  ¢alismanin
giivenirliligini artirmak i¢in denemeler iki
tekrarli gergeklestirilmistir.

Tavuk yumurtalariyla yapilan
caligmalarda her grup icin Jelinek ve ark.
(1985) 6-10 yumurta kullanmiglardir. HET-MN
icin de her grupta en az bes-altt yumurta
kullanilmistir (Wolf ve Luepke, 1997; Wolf ve
ark., 2002). Bu calismada da denemelerimizde
her grup ic¢in 10-13 yumurta kullanilmistir.

Tavuk yumurtalarimin -~ kullanildigt
caligmalarda test maddesinin uygun coziiciide
¢cozinmesi oldukca onemlidir. Cozlcu olarak
%30’luk etanol, fizyolojik bidistile su, ay¢igegi
yagl, %]1’lik karboksimetilselilloz (CMC),
%10’ luk (DMSO)
maddeler kullanilmaktadir. Bu ¢alismada da

HET-MN’de kullanildig1 sekliyle CP ve AA

dimetilstlfoksit gibi
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icin en uygun steril bidistile su ¢oézlci olarak
kullantlmistir.

Bu calismadaki her iki denemenin
sonuglar1 birbirleriyle uyumlu bir sekilde
gostermistir ki, kulugkanin 8. giiniinde dolli
yumurtalarin hava kamarasina ayr1 ayr1 ve
birlikte enjekte edilen 50 pg/y dozundaki CP ve

AA, 11 giinlik tavuk embriyolar1 iizerinde

onemli bir embriyotoksik ve teratojenik etki
gostermemistir. Dolayisiyla ilk kez CP ve
AA’nin  bu dozlarda
antigenotoksik madde olarak HET-MN testinde

genotoksik  ve

kullanilmasinin embriyotoksisite ve teratojenite
acisindan olumsuz bir etkisi olmadigi sonucuna

ulastlmistir.
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