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GELISIMSEL TOKSISITE CALISMALARINDA CivCiV
EMBRiYO MODELI

OZET. Dogumsal anomalileri ve bu anomalilere neden olan faktorleri inceleyen ter-
atoloji, gelisimsel toksikoloji ile kesigen bir bilim dalidir. Teratojenlerin fetal gelisim
iizerindeki potansiyel etkilerinin degerlendirilmesi 6zellikle dogum 6ncesi donemlerde
karsilagilan ¢evresel ve kimyasal faktorlerin embriyonik gelisime nasil etki ettigini or-
taya koymak klinik dncesi arastirmalarin temel 6n kosullarindan biri haline gelmistir.
Tavuk embriyosu, gelisimsel toksisite arastirmalari i¢in uzun zamandir kullanilan bir
modeldir. Klinik dncesi arastirmalarda kullanilan yontemler arasinda kolay erisilebil-
irligi, diisiik maliyeti ve etik agidan daha az sinirlayict olmasi nedeniyle diger hayvan
modellerine kiyasla dnemli avantajlar sunmaktadir. Ayrica, embriyonik gelisimin hizla
gozlemlenebilmesi, bu modelin 6nemli bir avantajidir. Bunun yaninda, analizlerin kon-
trollii bir ortamda gergeklestirilebilmesi, civciv embriyo modelini bilimsel ¢aligmalar-
da vazgecilmez bir arag haline getirmistir. Insan embriyonik gelisimiyle dikkate deger
benzerlikler tasiyan civciv embriyo modeli, embriyonik gelisim siireclerini anlamak
i¢in giiclli bir arag¢ olmaya devam etmektedir. Bu inceleme, gelisimsel toksisite testinde
civeiv embriyonik modellerinin kullanimini ele alarak avantajlarini ve dezavantajlarini
vurgulamay1 amaglamaktadir.

Anahtar Kelimeler: Civciv embriyosu, embriyotoksisite, gelisimsel toksikoloji, in
ovo, Teratojenite.

CHICK EMBRYO MODEL IN DEVELOPMENTAL TOXICITY
STUDIES

ABSTRACT. Teratology, which examines congenital anomalies and the factors that
cause these anomalies, is a scientific discipline that intersects with developmental tox-
icology. The evaluation of the potential effects of teratogens on foetal development
has become a fundamental prerequisite of preclinical research, particularly in reveal-
ing how environmental and chemical factors encountered during the prenatal period
affect embryonic development. The chicken embryo model has long been utilized in
developmental toxicity research. Among the methods used in preclinical studies, the
chicken embryo model offers significant advantages compared to other animal models
due to its easy accessibility, low cost, and fewer ethical restrictions. Additionally, the
rapid observation of embryonic development represents a key advantage of this model.
Moreover, the ability to perform analyses in a controlled environment has established
the chicken embryo model as an indispensable tool in scientific studies. With its re-
markable similarities to human embryonic development, the chicken embryo model
continues to be a powerful tool for understanding embryonic developmental processes.
This review aims to emphasize the advantages and limitations of utilizing chicken
embryonic models in developmental toxicity testing.

Keywords: Chick embryo, developmental toxicology, embryotoxicity, in ovo,
Teratogenicity.
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GIiRiS

Embriyotoksisite, kimyasal veya fiziksel ajanlarin fetiisiin
normal biiylimesi, homeostazi, gelisimi ve farklilagmasty-
la etkilesime girerek neden oldugu morfolojik veya fonk-
siyonel degisiklikler olarak tanimlanir (Latchoumycanda-
ne ve ark., 2018). Bu degisikliklere sebep olan maddelere
teratojen maddeler ad1 verilir (Gomes ve ark., 2021). Te-
ratojenler, kalici yapisal veya islevsel malformasyonlara
ya da embriyo veya fetiisiin 6limiine yol agan ¢evresel
faktorlerdir. Teratojenler arasinda enfeksiyonlar, metabo-
lik bozukluklar, fiziksel etkenler, bazi ilaglar, kimyasal-
lar ve radyasyon vb. etmenler yer alir (Tantibanchachai,
2014; Paredes-Paliz ve ark., 2024).

Teratojenlerin fetal gelisim iizerindeki potan-
siyel etkilerinin ve riskinin degerlendirilmesi, klinik 6n-
cesi arastirmalar i¢in temel bir 6n kosuldur (Acharya ve
ark., 2024). Klinik 6ncesi aragtirmalarda kullanilan tavuk
embriyonik modelleri, erisilebilirlik, maliyet etkinligi ve
omurgall gelisimiyle biyolojik uyumluluk gibi avantajlar
sunar (Smith ve ark., 2012; Acharya ve ark., 2024). Bu
modeller; gelisimsel toksisite analizleri, koryoallantoik
membran analizleri ve embriyonik kiiltiir teknikleri gibi
yontemler kullanarak maddelerin gelismekte olan emb-
riyolar lizerindeki etkilerini incelemek i¢in benzersiz bir
olanak saglar ve gelisimsel toksisitenin etkili bir sekilde
taranmasina katkida bulunur (Acharya ve ark., 2024; Fra-
ga ve ark., 2024).

Gelisimsel toksisite tarama siireci, insan embri-
yolarina olasi zararlarini belirlemek i¢in ¢esitli maddelerin
gebe hayvanlar iizerindeki etkilerini arastirmak amaciyla
gelistirilmistir. Bu test yontemleri arasinda, in vivo testler
geligimsel toksisiteyi degerlendirmek i¢in altin standart
olarak kabul edilir (Acharya ve ark., 2024). Gelisimsel
toksisiteyi degerlendirmek amaciyla giiniimiizde ¢ok ce-
sitli in vivo hayvan modelleri kullanilmaktadir. Bunlardan
en sik kullanilan deneysel modeller ise fare, sican, zebra
baligi, tavuk, tavsan ve insan olmayan primat embriyola-
ridir (Wachholz ve ark., 2021a).

In vivo deneysel hayvan modellerinde hayvanlar
inceleme konusu olan maddeye maruz birakilir ve yavru-
larinin biiylimesi ve gelisimi yakindan izlenir. Ancak de-
neylerde hayvan kullanim1 hem etik endiselere yol agmak-
ta hem de maliyetlidir. Bu nedenle, son yillarda geligimsel
toksisite testleri i¢in in ovo yumurta modelleri alternatif
bir segenek olarak popiilerlik kazanmigstir. Tavuklarin
iireme dongisiiniin kisa olmasi ve embriyolarinin dig or-
tamda gelismesi, toksik maddelerin etkilerinin gozlem-
lenmesini ve incelenmesini kolaylastirmaktadir. Ayrica
tavuk embriyolar: insanlarla genetik benzerliklere sahip-
tir ve bu da onlart gelisimsel toksisiteyi incelemek icin
degerli bir model haline getirmektedir (Acharya ve ark.,
2024). Bu nedenle tavuk embriyosu, yaklasik 200 yildir
gelisimsel calismalarda kullanilan klasik bir modeldir.
Yiksek goriiniirliik, embriyoya kolay erisim ve nispeten
maternal etkilerden arinmig olmasi gibi 6zellikler tagiyan
bu model, giiniimiizde gelisimsel toksikolojik ¢aligma-
larda oldukg¢a yaygin olarak kullanilmaktadir (Jiang ve
ark., 2020). Giiniimiizde halk saglig1 agisindan risk teskil

Bulletin of Veterinary Pharmacology and Toxicology Association

L

eden teratojenik maddelerle ilgili gelisimsel toksisite
aragtirmalarmin yapilmasi biiyiik 6nem tasimaktadir (U.S.
Environmental Protection Agency, 1991; Grandjean ve
ark., 2019). In ovo toksisite modelleri ise bu tiir arastirma-
lar i¢in uygun ve etkili bir yontem olarak kabul edilmek-
tedir (Wachholz ve ark., 2021a; Ghimire ve ark., 2022;
Acharya ve ark., 2024). Bu derleme, gelisimsel embri-
yo-toksisite c¢alismalarinda in ovo modellerin kullanimi
ile bu modellerin avantajlar1 ve dezavantajlarini kapsamli
bir sekilde ele almay1 amaglamaktadir.

Teratoloji ve Dogumsal anomaliler
Teratoloji, dogum kusurlari ve ¢evresel (genetik olmayan)
faktorlerin neden oldugu malformasyonlara yol agan me-
kanizmalarin incelenmesidir (Kalter, 2003; Brent, 2004).
Dollenmis bir yumurtanin embriyo ve sonrasinda fetiis
haline gelmesi i¢in gegirdigi karmasik siiregler goz oniine
alindiginda, herhangi bir yavrunun normal olarak dogmast
oldukga ilgingtir. Dogumlarin yaklasik %3’tinde dogum
kusurlar1 veya malformasyonlar goriilmektedir. Dogum
kusurlarmin nedenleri genetik, kromozomal veya gevresel
(6rnegin ilaglar) olabilir; ancak ne yazik ki giiniimiizde
birgok durumda kusurun nedeni bilinmemektedir (Var-
gesson ve Fraga, 2017). Dogum kusuruna veya malfor-
masyona yol agabilen herhangi bir ajana “teratojen” denir
(Karagiozova, 2017). Pek ¢ok aragtirmaci, teratojenleri ve
bunlarin nasil malformasyonlara yol actigini incelemek
amacityla, insanlarda da benzer kusurlar gosteren hayvan
modellerini kullanmaktadir (Vargesson ve Fraga, 2017).
Bir teratojen, tedavide kullanilan ilaglar, biyolo-
jik ajanlar, X 1ginlar1 ve maternal bazi sartlar gibi embri-
yonik gelisim sirasinda meydana gelen herhangi bir dissal
faktor olabilir (Vargesson ve Fraga, 2017; Wachholz ve
ark., 2021a). Alkol, kokain ve nikotin teratojenlere Or-
nektir (Spohr, 2005; Malek, 2012; Chung ve ark., 2021).
Eglence amagli kullanilan uyusturucularin yani sira civa,
kursun ve kadmiyum gibi kimyasallar; valproik asit, reti-
noik asit, fenitoin, talidomid gibi ilaglar ; radyasyon gibi
fiziksel etkenler; ve obezite, preeklampsi ve hipertermi
gibi maternal durumlar da teratojenik olabilir (Vargesson
ve Fraga, 2017; Wachholz ve ark., 2021a).

Deneysel Teratogenez

Deneysel Teratogenez calismalari, talidomidin teratojen
olarak kesfedilmesinden sonra One ¢ikmuistir. Bdylece
1960’lardan itibaren, sadece dogum kusurlarini 6nlemek
icin degil, ayn1 zamanda bir teratojeni hizli bir sekilde ta-
nimlamak, bunlarla iligkili malformatif fenotipleri tanim-
lamak ve bu maruziyetlerle ilgili mekanizmalar1 arastir-
mak i¢in daha yogun ¢aligmalar yiritilmektedir (Fraga
ve ark., 2022).

Guntimiizde oldukga popiiler olan potansiyel te-
ratojen talidomid nedeniyle 1950’lerin sonu ve 1960°la-
rin baginda, 10.000’den fazla ¢ocugun hamilelik sirasin-
da talidomid kullanimindan kaynaklanan nadir ve ciddi
malformasyonlarla dogdugu kaydedilmistir (Vargesson.,
2019). O yillarda talidomidin teratojen etkilerine fareler
ve tavsanlarin yeterince duyarli olmadigi bilinmediginden
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giivenli kabul edilmistir. Ancak zamanla kanatli embriyo-
lar1 izerinde yapilan testler, talidomidin oldukga gii¢lii bir
teratojen oldugunu gostermis ve kanatli embriyo modeli
tir duyarliligi ¢alismalarinda 6nemli bir ara¢ haline gel-
mistir (Janer ve ark., 2008; Vargesson, 2015). Bu sebeple,
talidomidin yol agtig1 yikici sonuglar géz dntinde bulun-
durularak, son yillarda klinik 6ncesi ¢aligmalarda tireme
ve gelisimsel toksisite degerlendirmeleri i¢in birden fazla
hayvan tiiriiniin kullanilmasi zorunlu hale gelmistir (Var-
gesson, 2013). Ilging bir diger 6rnek ise, kemirgenlerin
teratojen olan Zika viriis enfeksiyonlarina karsi duyarsiz
ve dogal bir bagisikliga sahip olmalarina karsin, kanat-
lilarin bu virtise duyarli olmasidir (Grant ve ark., 2016;
Thawani ve ark., 2018). Bu 6rnekler, kanatli embriyo mo-
delinin 6nemini ortaya koymakta ve teratojenlerin meka-
nizmalarinin anlagilmasina katki saglamaktadir.

Tavuk Embriyosu
Tavuk embriyosu (Gallus gallus) ilk olarak M.O 300°lii
yillarda Misir doneminde incelenmis olup tarih boyunca
bir ¢ok ¢alismada deneysel bir model olarak kullanilmistir
(Stern, 2004). Ornegin Yunan bilim adam1 Aristoteles ve
Leonardo Da Vinci anatomi ve embriyo gelisimini ince-
lemek i¢in tavuk embriyolarindan yararlanmistir (Wach-
holz ve ark., 2021a). Giiniimiizde ise tavuk embriyolari
ile yapilan ¢aligmalar uzuv gelisimi, sinir sistemi gelisimi
ve ilag giivenligi aragtirmalarinda yaygin olarak kullanil-
maktadir (Ribatti ve Annese, 2023).

Tavuk embriyosu, deneysel model organiz-
ma olarak genis bir kullanim alanima sahip olup, mani-

Koriollantoik
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pllasyon ve bakiminin kolay olmasi, biiyiik boyutlu
yapisiyla gorsellestirmeye elverisliligi ve tim gelisim
stirecinin rahatlikla izlenebilmesi gibi avantajlar sun-
maktadir. Ayrica, diisiik maliyetle temin edilebilmesi ve
¢ok sayida {iiretilebilmesi, bu embriyoyu bilimsel aras-
tirmalar igin cazip bir segenek haline getirir. Embriyo,
annenin viicudundan izole bir halde disariya ¢ikarak yu-
murta i¢inde gelisim gosterir, 10. giin itibariyla morfolo-
jik olarak biiyiik 6l¢iide tamamlanmis bir yapiya ulasir
ve yaklasik 21. giinde yumurtadan ¢ikar. Bu ozellikleri,
tavuk embriyosunu olduk¢a uygun bir model organizma
yaparken, memelilerden farkli olarak embriyo elde etme
stirecinde anneye zarar verme gerekliligini de ortadan
kaldirir. Dolayisiyla, bu model “3R” prensiplerini (hayvan
kullaniminin azaltilmasi, kosullarin iyilestirilmesi ve yeri-
ne bagka yontemlerin ikame edilmesi) destekler (Varges-
son ve Fraga, 2017; Davey ve ark., 2018; Wachholz ve
ark., 2021a).
Kuluckadaki Civciv  Yumurtalarinin
Gelisimi

Bir yumurta tavugun viicudundan ¢iktiginda embriyonik
gelisim ¢oktan basglamis olur. Yumurtanin inkiibasyo-
na basladig1 giinden itibaren, embriyoda viicut eksenleri
belirlenir ve organ olusum bolgeleri tanimlanir (Bellairs
ve Osmond, 2014). Gelecekteki embriyonun bastan kuy-
ruga eksenini isaretleyen ilk goriiniir isaret, embriyonik
diskin kenarmdan uzanan ince, opak bir hiicre band1 olan
ilkel cizgidir. Gelisen ilk organ sistemlerinden biri damar
sistemidir. Kan adalari kulugkadan bir giin sonra goriliir

Déllenmis

Hava kesesi

Sar kese

Embriyonik govde

l Amnion sivisi

Sekil 1. Embriyoya test maddesi uygulanabilecek bazi alanlar (Abdelaziz ve ark., 2024).
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{In-ovo maruziyet)
Test maddelerinin
uygulanmasi

Bu agama, CAM testinin uygulanmaosi
igin en uygun dénemdir, ¢linkd bu
asama kan damarlarinin gelisimine
daha duyaridir.

Deneysel civeive test
maddesi enjeksiyonu

[z5ewn] [Efocm]
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Beyin, kalp, timus, bursa fabricii vb. yapilar
tzerinde gelisimsel toksisite degerlendirmesi

l

m I 11-16. Giin 21. Gin ve !
Civeiv embnyasunun sonrasi Degerlendirme
optimum biiyiime ve gelisim
igin ileri degerlendirilmesi 5
Im L3
Test maddelerinin | #- \ L )
ek uygulamasi i
(gerekliyse) Kulugka makinesi yardimiyla

yumurtanin cikmasi

Sekil 2. Tavuk embriyonik test modellerinde gelisimsel toksisite testlerinin bazi asamalari

ve dolasim yaklasik bir giin sonra saglanir. Tiim bu siire
boyunca embriyo biiyiir ve sekil degistirir. Embriyonun
baslica bolgeleri taninir hale gelir, 6rnegin bas, gévde ve
kuyruk, ardindan kulugkanin ii¢iincii ve dordiincii giinle-
rinde uzuvlar, gozler, akcigerler vb. gibi belirli organlarin
olusumu gergeklesir. Gelisimin son asamalarinda, civci-
vin yumurtadan ¢ikti§1 on giinden yirmi veya yirmi bir
giine kadar, iskeletin kemiklesmesi ve tiiylerin olugumu
da dahil olmak iizere 6nemli bir bilylime ve ayrica fark-
lilagmig hiicre ve dokularin islenmesi vardir (Bellairs ve
Osmond, 2005). Civciv gelisiminin asamalarr, Hamburger
ve Hamilton (1951) tarafindan 20 giine kadar olan gelisim
siirecini kapsayan resimli bir asama dizisi olarak olustu-
rulmusg ve civciv gelisimi {izerine ¢aligan arastirmacilar
arasinda standart haline gelmistir. Giinlimiizde yapilan ¢a-
lismalarda, tavuk embriyosu gelisimi incelenirken siklikla
bu asamalar kullanilmaktadir (Hamburger ve Hamilton,
1951; Ainsworth ve ark., 2010; Fonseca ve ark., 2021).

Tavuk Embriyolarinda Farkh /n Ovo Uygulama Yon-
temleri ve Deneysel Toksisite Modeli

Giintimiizde in ovo enjeksiyonunun yapilabilecegi bilinen
bes olasi yolu vardir; hava kesesi, korioallantoik memb-
ran, amniyon s1visi, yumurta sarisi ve embriyonun gévde-
si. Belirtilen uygulama yerleri Sekil 1’de gosterilmektedir
(Roto ve ark., 2016; Saeed ve ark., 2019; Tainika ve Bay-
raktar, 2021).

In ovo teknolojisindeki uygulama yollar1 besle-
me ve agtlama gibi iglemlerin yani sira, kimyasal madde-
lerin, terapétik bilesiklerin ve yeni iiretilen biyomalzeme-
lerin, canli organizmalarda test edilmesi i¢in zaman alici

46

ve maliyetli siireglere alternatif olarak kullanilmaktadir.
Civciv embriyo modeli, embriyonik gelisimin erken asa-
malarinda eklenen ¢esitli ajanlarin teratojenitesini veya
embriyotoksisitesini degerlendirmek i¢in olduk¢a uygun-
dur (Rashidi ve Sottile, 2009). Giiniimiizde ise ilag, zehir
vb. kimyasal maddelerin civciv embriyolari lizerindeki et-
kinligini belirlemek i¢in in ovo maruziyet testleri kullanil-
maktadir (Kue ve ark., 2015; Chen ve ark., 2021; Fischer
ve ark., 2022). So6zii edilen in ovo maruziyet testlerinin
sematik gosterimi Sekil 2°de sunulmustur.

Yumurta Hava Kesesine Enjeksiyon

Tavuk embriyolar1 {izerinde yiiriitilen embriyo-toksisi-
te caligmalarinda, test edilecek maddelerin yumurtaya
verilmesi amaciyla hava kesesine, embriyonun kaudal
bolgesine, alblimine ve yumurta sarisina enjeksiyon gibi
yontemler kullanilmistir. Ancak genellikle hava kesesi en-
jeksiyon bolgesi olarak tercih edilmektedir; ¢linkii bu bol-
geye uygulama kolaydir, yumurtalarin enfeksiyon riskini
en aza indirir, verilen sollisyonun hizli ve homojen bir se-
kilde yayilmasini saglar ve diger enjeksiyon yontemlerin-
de goriilen yumurta i¢i basing artisinin embriyo iizerinde
olusturabilecegi mekanik hasar riskini ortadan kaldirir. Bu
ylizden hava kesesi ideal enjeksiyon bolgesi olarak kabul
edilmektedir (Ozparlak, 2015).

Bir ilacin veya toksik maddenin hava kesesi ara-
ciligi ile embriyoya uygulanmasi esasen topikal bir kori-
oallantoik membran (CAM) uygulamasi olarak kabul edi-
lebilir ¢iinkii embriyonun 12. gelisim giiniine kadar olan
donemde CAM damarlanmis oldugu icin biyoaktif bile-
sikler, toksik maddeler veya ilaglar pasif transfer yoluyla
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Tablo 1. CAM modelinin arastirmalarda kullanilmasinin avantajlari ve dezavantajlart (Nowak-Sliwinska ve ark., 2014).

Avantajlar

Dezavantajlan

Kullanim kolaylig.

Denemenin tavuk kokenli olmasi reaktiflerin bulunabilirligini
sinirlar.

Damarlarin hizli bitylimesi deneyler i¢in

bekleme siiresini minimalize eder.

CAM’1n kendisi hem morfolojik olarak hem de anjiyogenezis
sirasinda endotel hiicre ¢ogalma oranindaki kademeli degisim
acisindan hizli degisimlere ugramaktadir.

Denemelerin gergek zamanl gorsellestirilmesi.

Cevresel faktorlere duyarli bir yontemdir.

Dolagim sistemine tam erisilebilirlik
(molekiillerin intravaskiiler olarak iletilmesi

igin).

Yeni kilcal damarlar ile halihazirda var olanlar arasinda ayrim

yapmay1 zorlagtiran iyi gelismis bir damar agt igerir.

Daha karmasik sistemlerin kolay bir sekilde

modellenmesi.

Memeliler ve kanatlilar arasindaki ila¢ metabolizmasindaki farkli-
liklar olabilir.

Hayvan protokolii i¢in etik onaya gerek yok
(tilkelere gore degisiklik gdsterebilir).

Kabuk tozu (veya diger tahris edici maddeler) anjiyogenezisi uya-

rabilir.

Canl1 bir ortam sunar.

Bagisiklik yetmezligi risk teskil eder.

hava kesesinden embriyonun etrafindaki kan damarlarina
gecebilmektedir (Prelusky ve ark., 1987; Oznurlu, 2003;
Ribatti, 2016; Chen ve ark., 2021; Das ve ark., 2021).
Yumurta hava kesesi, yumurtanin st kismina
yapilan Ornek enjeksiyonunun kabuk zari araciligiyla
hava kesesine ulagmasini saglar. Bu islem i¢in 2 cm uzun-
lugunda, 0,5 mm ¢apinda bir enjeksiyon ignesi kullani-
lir. Kabuk zari, porlara sahip bir ¢ift lipid tabakasindan
olusur; i¢ ve dis tabakada gozenek ¢aplart sirasiyla 12,6
nm ve 0,53 pm’dir. Bu gézenek boyutlar, ilaglarin zarlar
iizerinden gegis ve salinim profillerinin degerlendirilme-
sinde dikkate alinmalidir. Dolayisiyla, 126 A’dan kiigiik
molekiil boyutuna sahip ilaglar i¢in kabuk zari cazip bir
uygulama yolu olabilir (Ribeiro ve ark., 2022). Tiim bu
avantajlarina ragmen, hava kesesine yapilan enjeksiyon-
da maddenin tamaminin embriyoya ulasip ulagsmadigimin
belirlenememesi bu yontemin dnemli bir dezavantaji1 ola-
rak kabul edilmektedir (Prelusky ve ark., 1987). Ancak
bu yontem, yumurtanin bazi kisimlarma kiyasla daha az
etkili bulunsa da embriyotoksisite arastirmalarinda etkin
olarak kullanilmaktadir (Budai ve ark., 2001; Ozparlak,
2015; Oztiirk ve Dayan, 2024; Arslan ve ark., 2025).

Korioallantoik Membran

Koryoallantoik membran (CAM), kus ve siiriingen yu-
murtalarinda dis koryon ve allantois arasinda yer alan ¢ok
katmanli bir yapidir. Yaklasik 200 pm kalinliginda olan
CAM, ii¢ ana katmandan olusur: koryonik epitel tabakasi,
kan ve lenf damarlarini igeren stromal tabaka ve allantoik
kese ile temas eden allantoik epitel. Dollenmis yumurta-
larin kulugka siirecinde CAM’in bu katmanli yapisinda
olduk¢a yogun bir damar ag1 gelisir. Bu damar yapisi,
yumurta kabugunun hemen altinda sikica birleserek emb-
riyonik dolagima baglanir ve boylece gaz degisimi ile be-
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sin maddelerinin tasinmasini saglar (Staton ve ark., 2004;
Chen ve ark., 2021). Bu zengin damarsal yapis1 sayesinde
CAM, biyomedikal arastirmalarda hiicreler arasi etkile-
simlerin incelenmesi, belirli bilesiklerin farmakolojik et-
kilerinin degerlendirilmesi ve ilaglarin klinik 6ncesi etki-
lilik ve toksisite testlerinde olduk¢a kullanisli bir model
sunar (Chen ve ark., 2021; Dhayer ve ark., 2024). CAM
yonteminin deneysel arastirmalardaki avantajlar1 ve deza-
vantajlar1 Tablo 1°de gosterilmektedir.

Glintimiizde CAM’e erisim i¢in farkli teknikler
gelistirilmistir. Ornegin, CAM uygulamalar1 igin embri-
yonun en az 8-9 giinliik olmasi1 6nerilir. Bu membran, gaz
degisimi ve kalsiyum tagimiminda dnemli bir role sahiptir.
CAM’e ornek enjekte etmek igin, kabuk zar1 genellikle
yumurtanin ortasinda ¢izilerek delinmekte ve bu islemin
CAM’e zarar vermeden gergeklestirilmesi gerekmektedir.
Farkli deneylerde CAM’e erisim saglamak i¢in kullanilan
diger teknikler arasinda 3. giin kabuk zar1 kesimi, erken in-
kiibasyon doneminde albumin ¢ikarma, basingla CAM’in
ters gevrilmesi gibi yontemler yer alir. Bu yontemlerden
bazilar1, yumurta i¢indeki basinci degistirebilmekte ve ka-
buk zar1 ile CAM arasindaki baglantiyi etkileyebilmekte-
dir (Crespo ve Casar, 2016; Ribeiro ve ark., 2022).

Amniyon Sivisi icine Enjeksiyon

Amniyon sivisina yapilan enjeksiyonlarin, embriyo geli-
simi lizerinde dogrudan etki bakimindan en etkili yontem
oldugu bilinmektedir. Bu bdlgeye uygulanan enjeksiyon-
larin embriyo tarafindan etkin bir sekilde kullanilmasi,
embriyonun bagirsak, bagisiklik sistemi ve diger organla-
rinin gelisimini dogrudan etkiledigi diistiniilmektedir (Ta-
inika ve Bayraktar, 2021). Bu enjeksiyon nispeten kolay
olmakla birlikte 6zen gerektirir; dzellikle farkl 6zelliklere
sahip yumurtalar arasinda beklenmeyen durumlar olusabi-
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lir. Ornegin, 18 giinliik embriyonun amniyonuna ulasmak
icin, embriyonun zarar gormeden sadece 0,7 mm ¢apinda-
ki 22 G igneyle enjeksiyon yapilabilmistir. Allantoik sivi,
sar1 kese ve amniyon sivisi igine enjeksiyon yollari, kanat-
It hayvan endiistrisinde genellikle as1 ve ilag uygulamalari
i¢in siklikla kullanilmaktadir. Ancak viral asilarin in ovo
uygulama bolgesi, yumurtalarin viriislere karst sahip ol-
dugu bagisiklik seviyesini ve dolayisiyla koruma etkin-
ligini etkileyebilmektedir. Ornegin, allantoik siv1 yoluyla
yapilan as1 uygulamalarinda, viral enfeksiyonlara karsi
koruma diizeyinde azalma goriilebilmektedir (Peebles,
2018; Ribeiro ve ark., 2022).

Yumurta Sar1 Kesesi i¢cine Enjeksiyon

Tavuk yumurta sar1 kesesi, konak¢1 bagisikliginda, be-
sin aliminda, karbonhidrat ve lipid metabolizmasinda
ve gelismekte olan embriyolarin eritropoezinde 6nemli
rol oynar (Wong ve Uni., 2021). In ovo sar1 kese (SK)
enjeksiyonu, ozellikle embriyonik gelisim asamasindaki
civcivlerde immiin uyarici ajanlar, asilar, hormonlar gibi
bilesiklerin test edilmesinde kullanilan bir in ovo uygula-
ma yontemidir (Tasharofi ve ark., 2018; Nguyen ve ark.,
2022; Cakir, 2024). Bu uygulama, o6zellikle civcivlerde
erken 6liim oranlarini azaltmak, performans 6zelliklerini
iyilestirmek ve yumurta sar1 kesesi enfeksiyonlarina karsi
koruma saglamak amaciyla kanatli endiistrisinde oldukca
onemlidir. Yapilan bir ¢alismada, sitozin-fosfat-guano-
zin diniikleotid iceren oligodeoksiniikleotidler ve polii-
nosinik-polisitidilik asit gibi ¢esitli immiin uyaricilarin
embriyonun 18. giiniinde yumurta sar1 kesesine enjekte
edilmesiyle Escherichia coli kaynakli yumurta sar1 kese-
si enfeksiyonlarina karsi basarili sonuglar elde edilmistir.
Bu yontem, kulugkahanelerde enfeksiyon yonetimi igin
antibiyotiklere alternatif olarak degerlendirilmektedir ve
civcivlerde erken 6liim oranlarini azaltma potansiyeline
sahiptir (Tasharofi ve ark., 2018; Nguyen ve ark., 2022).
Bununla birlikte, in ovo SK enjeksiyonlari i¢in en uygun
enjeksiyon zamani ve embriyo icerisindeki en etkin enjek-
siyon bdlgesinin belirlenebilmesi amaciyla daha ileri ca-
lismalara ihtiya¢ duyulmaktadir (Tasharofi ve ark., 2018).

Embriyonik Govde Iicine Enjeksiyon

Embriyonik gévde i¢i enjeksiyon yontemi; embriyolarda
asilama ¢aligmalari, deneysel teratolojik arastirmalar ve
bazi nanomateryallerin embriyo govdesine lokal uygula-
malar1 sonucu olusan toksikolojik ve gelisimsel etkileri-
nin degerlendirilmesi gibi farkli bilimsel arastirma alan-
larinda kullanilmaktadir (Peebles, 2018; Ribeiro ve ark.,
2022). Ornegin 1997 yilinda Meijerhof ve Hulet (1997)
20 G igne kullanilarak embriyonun hem hava hiicresine
hem de govdesine bakteri karisimi enjekte etmistir. Hava
hiicresine enjeksiyonun kulucka kabiliyetini azaltirken,
govdeye enjeksiyonun kulugka kabiliyetinin neredeyse
tamamen kaybolmasima neden oldugu tespit edilmistir
(Meijerhof ve Hulet, 1997). Buna karsilik, Dooley ve ark.
(2011), L-karnitini yumurtanin amniyon sivisina veya
embriyonun gévdesine enjekte etmis ve bu uygulamanin
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piliclerin kulugka ¢ikis orani ile kulugka sonrasi yasama
kabiliyeti tizerinde anlamli bir etki yaratmadigini ortaya
koymuslardir (Dooley ve ark., 2011). Bu bulgular, emb-
riyonik gdvdeye enjeksiyonun etkilerinin, enjekte edilen
maddenin tiirii ve uygulama protokoliine bagli olarak de-
gisebilecegini gostermektedir.

In Ovo Uygulamalarin Avantajlar

In ovo teknolojisi, kulugka sirasinda yumurtalara bir so-
liisyon seklinde yem katki maddesinin (amino asitler, hor-
monlar, vitaminler, karbonhidratlar, mineraller, prebiyo-
tikler, probiyotikler, asilar ve nanopartikiiller) dogrudan
uygulanmasi olarak tanimlanir (Saeed ve ark., 2019). In
ovo kavrami, ilk olarak Sharma ve Burmester’in calis-
malarinda Amerika Birlesik Devletleri Michigan’da bas-
latildi (Sharma ve Burmester, 1982). Sonraki yillarda in
ovo uygulamalar tizerinde yapilan ¢aligmalar neticesinde
uygulamalarin kapsami ve sayisi artti; yontem cesitlendi.
Ozellikle in ovo uygulamalarin kesfinden sonraki son 50
yilda, tavuk embriyolar ile yapilan ¢alismalar, uzuv ve
sinir sistemi gelisimi basta olmak {izere, gelisim biyoloji-
sinin 6nemli kavramlarina ve ilag glivenligi konusundaki
bilgilere 6nemli katkilar saglamistir (Wachholz ve ark.,
2021a).

Embriyolu yumurtalarin dogum oncesi farma-
sOtik arastirmalar i¢in kullanilmasi, tarama denemeleri
i¢in anne hayvan kullanimini azaltir ve bireysel olarak
fetiislerin gelisim asamalari {izerinde tam kontrol saglar.
Tavuk embriyonik modelinin memeli deney hayvani mo-
dellerinden farki embriyonun anne organizma ile iligki-
sinin olmamasidir ki bundan dolay1 embriyoyu etkileyen
ilacin metabolizmasi hakkinda bilgi saglanamaz, ancak
memelilerde yavru her ne kadar plasenta yolu ile anneye
bagli olsa da memeliler i¢in de ¢ogunlukla durum béoyle-
dir. Bununla birlikte, tavuk kullanimina iligkin gerekgele-
rin biiyiik cogunlugu, arastirma metodolojilerini azaltma,
degistirme ve iyilestirmeye yonelik 3R kurali kavramiyla
tam olarak uyumlu oldugu bildirilmektedir (Niloofar ve
ark., 2024). Ote yandan, bilimsel arastirmalarda tavuk
embriyonik modellerinin kullanimiyla iliskili sayisiz
avantaj goz Oniine alindiginda, bu modellerin dikkate
deger bir erisilebilirlik derecesi sergiledigi, Onemli
maliyet etkinligi gosterdigi ve omurgali gelisiminde yer
alan karmasik siireglerle onemli biyolojik benzerlige
sahip oldugu ortaya ¢ikmaktadir (Nikolov ve ark., 2014;
Acharya ve ark., 2024).

Toksik (Teratojen) maddelerin ve ilaglarin Giivenligi-
nin Degerlendirilmesi ve Anlasilmasinda Tavuk Emb-
riyosu Modeli

Yeni bir ilacin gelistirilmesi farkli adimlar gerektirir ve
bunlardan 6nemli olanlardan biri gelistirme sirasindaki
potansiyel teratojenik etkilerin tahminidir. Klinik 6ncesi
calismalarda, gelistirilmekte olan ilaglar gebe hayvanlarda,
daha siklikla insanlara daha benzer fizyolojiye sahip olan
memelilerde test edilmektedir (Beedie ve ark., 2017).
Ancak teratojenik maddelerin tiirlere 6zgii etki gosterdi-
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Tablo 2. Bazi ilaglarin/maddelerin teratojen kategorisi ve tavuk embriyolarinda olusturdugu deformiteler

hakkinda detayl1 bilgi (Acharya ve ark., 2024).

ILAC TERATOJENIN KATE- | SEBEP OLDUGU ANOMALI VE
GORIisi MALFORMASYONLAR

Talidomid Anti-anjiyojenik Uzuv anormallikleri, kraniyofasiyal
defektler

Valproik Asit Epigenetik Degistirici Uzuv ve kraniyofasiyal defektler

Alkol Gelisimsel Toksin Beyin ve noral tiip anormallikleri

Retinoik Asit Retinoid Teratojen Kraniyofasiyal defektler, uzuv malfor-
masyonlari

Kokain Vazokonstriktor Kalp damar sorunlari

Kadmiyum Metal Teratojen Uzuv malformasyonlari

Tetrasiklin Antibiyotik Teratojen Dis ve iskelet anormallikleri

Sitarabin Antineoplastik Ajan Uzuv anormallikleri ve kraniyofasiyal
defektler

Varfarin Antikoagiilan Kalp, damar ve uzuv deformiteleri

ginin kesfinden bu yana, ilag gelistirme siirecinde ilacin
giivenligini dogrulamak igin kemirgen ve kemirgen ol-
mayan birden fazla tiirde test yapilmasi gerekliligi orta-
ya ¢ikmugtir (Wachholz ve ark., 2021a). Giinlimiizde yeni
ilaglarin gelistirme testleri ¢ogunlukla kemirgenler ve
tavsanlar lizerinde yapilmaktadir. Bununla birlikte, tavuk
embriyolari da gelisimsel sorunlara yol acan ilaglarin et-
kilerini ve siipheli teratojenlerin etki mekanizmalarini an-
lamada yararli bir model olarak kanitlanmistir, buna 6rnek
olarak talidomid faciasi verilebilir (Kemper ve Berger,
1962; Wachholz ve ark., 2021a). Tespit edildigi yillar bii-
yiik bir trajediye sebep olan talidomid’in antianjiyojenik
ozellikler sergiledigi ve tavuk embriyosunda uzuv anor-
malliklerine neden oldugu gosterilmistir (Yamamoto ve
ark., 2022). Talidomidin yan1 sira bu model kullanilarak
incelenen teratojenler arasinda, valproik asit, alkol, koka-
in, nikotin, retinoik asit ve kadmiyum da bulunmaktadir
(Pintarasri ve ark., 2023).

Tavuk embriyosu, organogenezisin erken asa-
malar1 da dahil olmak iizere bir ilacin etkilerinin gelisim
boyunca analizini saglar, bu da kemirgenler gibi model-
lerde zordur (Beedie ve ark., 2017). Ayni sekilde, doz-ce-
vap analizi yapilarak ve gelisim siirecinde maruz kalma
zamanlamasi1 degistirilerek embriyo iizerindeki etkiler
gozlemlenebilir. Bu sayede, her etken i¢in embriyonun en
hassas gelisim donemi belirlenebilir. Bu yaklagim, terato-
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jenin risklerini takip etmek ve degerlendirmek igin tavuk
embriyosunun milkkemmel bir deneysel model olarak one-
mini daha da artirmaktadir (Wachholz ve ark., 2021b). Bu
duruma iyi bir 6rnek olarak, tavuk embriyosunun geligimi
sirasinda alkol maruziyetine bakildiginda, aragtirmacilar
bunun G-proteini aktivasyonunu ve kalsiyuma bagimli
programlanmis hiicre 6liimii mekanizmasini tetikleyen bir
dizi olaya yol agtigini bulmuslardir. Bu durum, 6ncelik-
le beyin ve noral tilipii etkileyerek Fetal Alkol Sendromu
(FAS) vakalarinda gbzlemlenen kraniyofasiyal deformas-
yonlar ve malformasyonlar hakkinda nemli bilgiler sag-
lamaktadir (Flentke ve Smith., 2018). Tavuk embriyola-
rinda toksisite olusturan diger bazi maddelerin teratojen
kategorisi ve olusturduklar1 anomali ve malformasyonlar
Tablo 2’de gosterilmektedir.

Son olarak tavuk embriyosuna yapilan in ovo
uygulamalar, teratojenlere maruz kalmanin neden oldugu
dogumsal anomalileri 6nlemeye yonelik tedavileri incele-
mek ve gelistirmek amaciyla da kullanilmaktadir.

SONUC ve ONERILER

Sonug olarak, civciv embriyo modeli gliniimiizde deney-
sel teratogenez modellerine etkili bir alternatif olarak
one ¢ikmaktadir. Gelisimsel toksisite ¢aligmalarinda yeni
yontemlerin ve yaklagimlarin uygulanmasi, cesitli kim-
yasallarin ve bilesiklerin embriyonik gelisim iizerindeki
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etkilerine iligkin bilgi birikimimizi artirmak adma 6nemli
bir potansiyel sunmaktadir. Insan gelisim siireglerine olan
benzerligi ve maliyet etkinligi sayesinde, civciv embriyo
modeli geleneksel hayvan test yontemlerine onemli bir
alternatif olusturmaktadir. Bu metodolojilerin gelecekteki
uygulama potansiyeli umut vericidir. Ayrica, in ovo mo-
deller birgok maddenin embriyotoksik dozlarini ve bu
dozlarin yol agabilecegi malformasyonlar1 6ngérme ko-
nusunda etkili olmustur. 1960°larda biiyiik bir trajediye
neden olan talidomid gibi bir teratojenin potansiyel emb-
riyotoksik etkilerinin in ovo ¢aligmalarla ortaya konmasi,
bu modelin gelisimsel toksisite caligmalarindaki kritik
roliinii agik¢a gostermektedir. Bununla birlikte, gelisimsel
toksisite calismalarinda kullanilan tavuk embriyolari ile
insan embriyolar1 arasinda metabolik ve fizyolojik fark-
liliklar bulunmaktadir. Bu nedenle, civciv embriyo mode-
linin sundugu sinirlamalart kabul etmek ve bu dogrultuda
degerlendirme yapmak onemlidir. Bu baglamda, arastir-
macilar bu model araciligiyla elde edilen bulgulari insan
verileriyle dogrulamaya devam etmeli ve kapsamli risk
degerlendirmesi saglamak icin diger deneysel modelle-
rin bulgularini entegre etmelidir. Bu yaklagim, gelisimsel
toksisite ¢alismalariin daha giivenilir ve gecerli sonuglar
sunmasini saglayacaktir.
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