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Adriyamisin Sigan/Fare Modeli Ve Embriyolojide Onemi

The Adriamycin Rat/Mouse Model And Its Importance To
The Embryology

OZET

Adriyamisinin teratojenik etkisi ile olusturulan sican ve fare modelleri; giivenilir, kolaylikla
uygulanabilen ve insanlarda VACTERL birlikteliginde goriilen anomalilere benzer olusabilen
bir dizi konjenital anomalinin embriyolojik ve molekiiler biyolojik olarak arastirilmasina olanak
veren modellerdir. Adriyamisinin VACTERL birlikteliginde goriilen konjenital anomalileri
olusturma mekanizmas: heniiz tam olarak agiklanamamistir. Bu modellerle yapilan
arastirmalarda Ozellikle anormal notokord morfolojisi iizerinde durulmus ve embriyo
gelisiminde notokordun roliiniin ve 6neminin anlagilmasina 1sik tutmustur. Ayrica hatali Sonic
hedgehog (Shh) sinyal yolu da iizerinde durulan diger mekanizmay1 olusturmaktadir. Bu
derlemede, adriyamisin sican ve fare modelleri ile bu modellerin VACTERL birlikteliginde
goriilen konjenital anomaliler iizerine etkisinin, giincel literatiir bilgileri 15181inda ele alinmasi
amaclanmustir.

Anahtar Kelimeler: Adriyamisin, Sigan, Fare, VACTERL, Notokord

ABSTRACT

Rat and mouse models induced by the teratogenic effect of adriamycin are reliable and easly
reproducible methods of studying the embryology and molecular biology of a range of complex
congenital anomalies similar to those seen in humans with VACTERL association. The
mechanism by which adriamycin produces the congenital anomalies found in the VACTERL
association is not yet clear. Studies with these models have focused on mainly abnormal
notochord morphology, shedding more light on the important role of this structure in the
developing embryo. Morover, defective Shh signaling pathway is another emphasized
mechanism. This review aims to discuss adriamycin rat and mouse models and their impact on
congenital anomalies similar to those seen in humans with VACTERL association, in the light
of current literature data.

Key Words: Adriamycin, Rat, Mouse, VACTERL, Notochord

GIRIS

Hayvan modelleri, hastaliklarin molekiiler ve biyokimyasal temellerinin
anlasilmasina ve bu hastaliklarin hem medikal hem de cerrahi tedavilerinde
yeni ilag denemelerine imkan vererek bize oldukga yarar saglar. Fareler ve
siganlar; biyolojik, fizyolojik ve genetik olarak insanlara ¢ok benzerlik
gosterdiginden bu modellerin olusturulmasinda 6zellikle tercih edilmektedirler.
Dogal olarak meydana gelen, teratojenler ile olusturulan, cerrahi olarak yapilan
ve transgenik olmak {izere bugilin baslica dort tip hayvan modeli
kullanilmaktadir (1).

Adriyamisinin teratojenik etkisi ile olusturulan sican ve fare modelleri;
giivenilir, kolaylikla uygulanabilen ve insanlarda VACTERL birlikteliginde
goriilen anomalilere benzer olusabilen bir dizi konjenital anomalinin
embriyolojik ve molekiiler biyolojik olarak arastirilmalarina olanak veren
modellerdir (2). Adriyamisin, Streptomyces peucitius’tan elde edilen
antrasiklin bir antibiyotik olup; sarkom, lenfoma, losemi, néroblastom ve
meme kanseri gibi durumlarda tedavide kullanilan antineoplastik bir ajandir
(3). Teratojenik etkisi ilk defa 1978’de Thompson ve ark. (4) tarafindan
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bildirilmistir. Arastiricilar bu calisma ile sicanlarda,
adriyamisin ve daunomisininin; 6zofagus atrezisi,
trakeoOzofagial fistiil, hipoplazik mesane ve ¢esitli
kardiak anomalilere yol agtigini gostermislerdir.
Adriyamisinin daunomisinden daha etkili oldugu
gozlemlenen bu caligmada, gebeligin 6-9. giinlerinde
intraperitoneal (ip) olarak 1,25-2 mg/kg/glin
adriyamisin uygulamasiin anomali ortaya ¢ikisinda
etkili oldugu bildirilmistir. Ancak ayni ¢alismada,
tavsanlarda 6-18. gestasyon giinlerinde 0,6 mg/kg/giin
verilen adriyamisin abortus hizinda artisa neden
olurken, anomali meydana getirmemistir (4). Ayrica,
adriyamisin tavuk embriyolarinda calisilarak,
eksensefali ve anoftalmi olusturdugu gosterilmis,
fakat sican ya da farelerde goriilen anomali spektrumu
elde edilememistir, bu ylizden giiniimiizde kullanimi1
kisitlanmistir (5).

Adriyamisin Sican Modeli (ASM)

Adriyamisin sigan modeli (ASM), ilk defa Diez-Pardo
ve ark. (6) tarafindan 1996 yilinda olusturularak
¢ocuk cerrahisine tamitilmistir. Bu ¢alismada 6-9.
glinlerde 1,5-2 mg/kg ip adriyamisin dozu
kullanilarak trakeo6zofagial fistiil ve/veya 6zofagus
atrezisi, anorektal malformasyonlar, renal ve
ekstremite anomalileri gibi VACTERL birlikteliginde
goriilen anomaliler gézlenmis olup, bu anomalilerin
ortaya cikisinda en etkin doz, 1,75 mg/kg olarak
saptanmistir. (6). VACTERL birlikteligi; vertebral
anomaliler (V), anal atrezi (A), kardiak
malformasyonlar (C), trakeodzofagial fistiil (TE)
ve/veya 6zofagus atrezisi, renal (R) ve ekstremite (L)
anomalilerini igeren rastlantisal olmayan defektler
toplulugu seklinde tanimlanir. Diez-Pardo’ya gore
adriyamisinin uygun zaman ve yeterli dozda
kullanilmasi, 6zellikle trakeodzofagial fistiil ve/veya
Ozofagial atrezi anomalisi i¢in fevkalade kullanilabilir
bir modeldir (6) ve bu tarihten sonra bir¢ok arastirici
tarafindan  basarili  bir sekilde c¢alismalarda
kullanilmistir (7-9). VACTERL birlikteligi aslinda
once, Quan ve Smith (10) tarafindan 1973 yilinda
VATER birlikteligi olarak tarif edilmis ancak daha
sonra, kardiak ve ekstremite anomalilerinin de
eklenmesi ile VACTERL birlikteligi seklinde ele
alinmaya baglanmistir (11). VACTERL teshisi
koyabilmek i¢in bu anomalilerden en az ikisinin
olmasi1 gerekir (2,12-15). Cogu hastada (>%90) bu
anomalilerden ancak {i¢ ya da daha azina
rastlanmaktadir. %11 ise ancak 5 ya da daha fazlasin
igermektedir (2,12-14). Bu birlikteligin nedeni heniiz
bilinmemektedir. Yaklasik olarak 5000 canli dogumda
bir goriilen ve dogumdan hemen sonra acil cerrahi
miidahale gerektirebilen bir durumdur (13,14). Beyaz
erkeklerde goriilme egilimi daha fazla olup, olgularin

%12’si1 6lii dogumla sonuglanir ve yaklasik %48’1 de
dogduktan sonraki ilk yilda kaybedilir (12,13).
VACTERL i¢erisindeki anal atrezi ve trakeo6zofagial
malformasyonlar diginda yer alan vertebral
anomaliler; hemivertebra ve skolyoz, kardiak
malformasyonlar; ventrikiiler septal defekt, atrial
septal defekt, dekstrokardi, patent duktus arteriosus,
kardiyomegali ve aort koarktasyonu (13), renal
anomaliler; renal agenezi ve kistik renal hastalik,
ekstremite anomalileri ise; polidaktili, sindaktili gibi
(12) c¢ok c¢esitli anomaliler yelpazesi seklinde
bulunurlar. Weaver ve ark. (16), VACTERL
birlikteligi olan 46 hastada yaptiklari ¢alisma ile 186
literatiir olgusunu karsilastirmislar ve vertebral
anomalileri %60.4, anal atreziyi %55.9, kardiak
malformasyonlart %73.9, trakeodzofagial fistiil
ve/veya 6zofagus atrezisini %59.6, renal anomalileri
%73.9, ekstremite anomalilerini de %44.2 oraninda
saptamiglardir.

VACTERL’in nedeninin multifaktériyel oldugu
sanilmaktadir. Baglangicta mezodermal gelisimde
defekt olduguna inanilmig (10,12), daha sonra birinci
trimesterde  maternal  hormon  kullaniminin
embriyogeneze etki edebilecegi diisliniilmiis (11),
ancak giinimiizde daha c¢ok c¢evresel veya
teratojenlerin etken olabilecegi iizerinde
durulmaktadir (12).

Adriyamisinin VACTERL birlikteligindeki
anomalileri olusturmasina iliskin etki mekanizmasi
acik degildir (17). Ajan hiicreye girdiginde, DNA ¢ift
zincirinde interkalasyon yaparak transkripsiyon ve
replikasyonunu bozar, ayrica topoizomeraz II
enzimine baglanarak DNA hasar1 olusturur.
Topoizomeraz II, ATP-bagimli DNA’ya baglanarak
¢ift dizisini aywran, dizi akist ve dizi heliksinin
¢Oziilmesinden sonra tekrar birlestiren bir enzim olup,
DNA replikasyonu ve tamiri i¢in gereklidir. Ayrilmis
DNA dizisinin tekrar birlesememesi sonucu apopitoz
meydana gelir. Mide-barsak kanalindan absorbe
edilmedigi icin intravendz yolla verilir. Karacigerde
metabolize edilerek safra ile atilir, yar1 dmrii 3-30 saat
arasinda degismektedir. Karacigerde yerlesmis
metastaz veya primer timor varliginda ya da bagka
bir nedenle karaciger fonksiyonunun bozuldugu
durumlarda toksisitesi artar (3,18).

Adriyamisinin siganlar {izerinde olusturdugu etkiler,
3 baglik altinda toplanarak incelenebilir.

1) Apopitoz iizerine etkisi: Apopitoz, normal
embriyonik gelisim i¢in gerekli olduk¢a 6nemli bir
olaydir (19). Adriyamisin ile olusturulan si¢an
modelinde, trakeodzofagial seperasyon olusmasi ile
ilgili yapilan ¢aligmalarda; normal seperasyon i¢in
apopitoza ihtiya¢ oldugu ve trakeodzofagial
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malformasyonlarin apopitoz yoklugundan
kaynaklanabilecegi ileri stiriilmiistiir (20, 21). Ayrica,
bir¢ok teratojenin etkisini hedef organlarda apopitoz
yolu ile olusturdugu bilinmektedir. Bununla birlikte,
adriyamisinin de klinikte tlimor tedavilerinde etkisini
apopitoza yol agarak gosterdiginin ileri siiriilmesine
ragmen, baska bir ¢alismada teratojenik etkisinin
apopitoz yolu ile olustuguna ait hicbir bulguya
rastlanmamistir.  Gliniimiizde ise artik apopitoz
iizerinde pek durulmamaktadir (17).

2) Notokord morfolojisi iizerine etkisi: ASM’de en
dikkat c¢ekici bulguyu, onbarsak bdlgesinde ortaya
¢ikan anormal notokord morfolojisi olugturmaktadir.
Yapilan g¢aligsmalarda, notokordun dnbarsaga bagl
kalma siiresinin uzadigt ve anormal notokord
dallanmasinin meydana geldigi gézlenmistir. (22-25).
Ozdamar ve ark.’nin (25) yaptig1 151k mikroskobik
calismada, anormal notokord dallanmasinin yaninda,
ozellikle notokordun ektopik yerlesimine de
rastlanmistir. Notokordun bu ektopik yerlesiminin
daha ventralde, aortalarin arasinda yer aldigi ve
dallanmalar gosterdigi godzlenmistir. Notokordun
kendisi veya dallarinin ise, 6nbarsaga ¢ok yakin veya
Onbarsak mezenkimine karigmig bir durumda oldugu,
ayrica perinotokordal mezenkiminde Onemli bir
azalma meydana geldigi belirtilmistir (25). Yine
Gillick ve ark. (17) da adriyamisinin olusturdugu
defektlerin, notokord malformasyonu ve ektopik
yerlesimi ile baglantili olabilecegini ileri stirmiiglerdir.
Orford ve ark. (9), 6zofagial atrezinin mekanizmasini
agiklamak icin yaptiklar1 ¢alismada, adriyamisinin
paraaksiyal ve perinotokordal mezenkimdeki hiicresel
proliferasyonu inhibe ettigini belirtmis ve bdylece
yetersiz mezenkimin, gelisen notokordun, 6nbarsagin
daha yakininda veya bitisik olarak ektopik
yerlesimine yol actig1 kanisina varmiglardir. Yine,
ASM ile 6zofagus atrezisi ve/trakeodzofagial fistiil
olusturularak yapilan bir arastirmada, defekt
seviyesindeki mezenkimde fibroblast sayisinin
normale gore azaldig1 ve kollajen lif sayisinin da
arttig1 tespit edilmistir (26). Arsic ve ark. (27) da,
adriyamisinli sigan embriyolarinda anormal notokord
morfolojisine deginmisler, ek olarak anormal dallanan
notokordun Onbarsaga yapisik olan ventral
parcasindan giiclii bir sekilde Sonic hedgehog (Shh)
gen ekspresyonu oldugunu gostermiglerdir. Ayrica
Shh ekspresyonunun gii¢lii oldugu dnbarsagin ventral
par¢asindan trakea, diislik ya da hi¢ eksprese olmadigi
kismindan da  6zofagus  gelisir  seklinde
yorumlamiglardir. ASM ile yapilan baska bir
calismada, stereolojik Cavalieri metodu kullanilarak
notokord hacmi degerlendirilmis, 12 ve 14 giinliik
embriyolarda notokord hacminin total embriyo

hacmine oranmin belirgin bir gekilde arttig
gosterilerek adriyamisinin notokord hipertrofisine
neden oldugu bildirilmistir. Bu durumda, notokordun
biitiin bolgelerinden anormal bir sekilde eksprese
edilen Shh’nin, VACTERL birlikteligindeki
malformasyonlara katkida bulunabilecegi ileri
stiriilmiistiir (28).

Notokordal siire¢, ektoderm ve endoderm arasinda
primitif diiglimden kranial olarak go6¢ eden
mezenkimal hiicrelerden olusur, ektoderm ve
endodermin eridigi prekordal tabakada son bulur, bu
iki katman ileride agiz boslugunun gelisecegi
orofarengeal zar1 olusturur. Primitif ¢izginin kaudal
ucunda da embriyonik diskin bilaminar olarak kaldig:
ve ileride aniisiin gelisecegi dairesel bir alan olan
kloak zar1 bulunur. Notokordal siire¢ hiicreleri yayilir
ve embriyonik endoderm ile karisir. Boyle bir sekilde
noroenterik kanal, yolk kesesi ve amnion boslugu
arasinda kiigiik gecici bir iligki oldugunu gdsterir.
Daha sonra notokordun hiicreleri, yolk kesesinin
endodermal catisindan ayrilir ve tanimlayict
notokordu olusturur. Notokord, embriyonun ilkel
eksenini tanimlar ve ileride etrafinda omurga kolonu
geligir. Fetal donem sirasinda dejenere olur ve yok
olurken kiigiik kalint1 ise diskus intervertebralis icinde
nukleus pulposus olarak devam eder (29).
Organogenez sirasinda, kemik, kikirdak, ¢izgili ve
diiz kaslar, kalp, kan damarlar1 ve bobrekler gibi
mezoderm, noral kanal gibi ektoderm ile barsaklar
gibi endodermden koken alan yapilarin gelismesi igin
genetik olarak belirlenmis uyarici etkiye sahiptir (9,
24).

3) Molekiiler sinyal mekanizmalar iizerine etkisi:
Notokordun, uyarici etkisini yaparken gonderdigi
genetik sinyallerden bir tanesi, Shh sinyalidir. Shh,
vertebrali embriyolarda notokorddan baska, noral tiip
ve taban plagi ile ekstremite tomurcuklarinin polarize
edici aktivasyon zonundan salgilanan bir proteindir
(30-32). Bu protein, patched (Ptc) ve smoothened
(Smo) transmembran reseptorleri ile etkileserek
transkripsiyon faktorlerinden Gli proteinlerini aktive
eder ve hiicre i¢i sinyal olugturur (33-35). Boylece
somitlerde skleretom ve myotom belirlenmesi igin,
notokord sinyal molekiilii olarak calisir (36). Shh
eksikliginde vertebral kolon ve ekstremitelerin distal
kisimlart gelisemez (14). Shh’nin ayni zamanda
ozellikle endodermde sentez edilerek 6nbarsak (37)
ve sonbarsak (38) gelisiminde 6nemli rol oynadigi
daha once bildirilmistir. Sicanlarda 1,75 mg/kg
adriyamisin  kullaniminin, Shh sinyal yolunu
etkileyerek Onbarsagin gelisimini engelledigi ileri
siirlilmiistiir (27). Buna ek olarak, Spilde ve ark.,
Ozofagial atrezi ve/veya trakeodzofagial fistiil
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anomalisi olan yenidoganlarda yaptiklari aragtirmada,
immiinohistokimyasal olarak 6zofagial posta Shh
ekspresyonunun ve RT-PCR metoduyla da Shh’nin
intraselliiler mediyatorii olan Gli 1,2,3 proteinlerinin
varligini, distal fistiilde ise yoklugunu gdstermisler
(39) ve fistiiliin 6zofagus kaynakli degil solunum
tomurcugu geligim yetersizligine bagli oldugunu ileri
siirmiislerdir (8, 39). Bu bulgular Shh sinyalinin,
Ozofagial atrezi ve trakeoozofagial fistiil gibi 6nbarsak
anomalileri etiyolojisinde rol oynayabilecegini
desteklemektedir. Ektopik Shh ekspresyonu sayesinde
anormal notokord morfolojisinin de VACTERL
anomalilerinin olugsmasina neden oldugu bildirilmistir
(40). Chiang ve ark.’nin (41) Shh delesyonu olan
farelerde Shh’nin bazi malformasyonlarla ilgisini
goOstermesiyle fare c¢alismalari baslamis ve Shh
delesyonu olan mutant farelerde VACTERL
anomalilerinin yaygin olarak gozlendigi yapilan
arastirmalarda bildirilmistir (14, 42).

Adriyamisin Fare Modeli (AFM)

VACTERL anomalilerinin  genetik  temelini
arastirmak amaci ile ¢aligmalarin ¢ogu artik fareler
iizerinde yapilmaktadir. Bu nedenle si¢anlarda oldugu
gibi adriyamisin teratojenitesi ile giivenilir fare
modeli olusturmak hedeflenmis ve Ioannides ve ark.
(43) ilk olarak fare modelini gelistirmistir. Bu
caligmada, farelere 4 mg/kg adriyamisin, ip olarak 7,5
ve 8,5. glinlerde verilmis ve hayvanlarin %47’sinde
trakeoOzofagial fistiil/6zofagus atrezisi meydana
gelmis, ancak notokord morfolojisi
degerlendirilmemistir. Ayni grubun ayni dozu
kullanarak yaptig1 bir diger ¢alismasinda, anormal
Shh sinyalinin adriyamisin model gelisiminde rol
oynayabilecegi ileri stiriilmstiir (44).

Dawrant ve ark. (45) ise, farelere 7 ve 8. glinlerde
dozu yiikselterek 6 mg/kg adriyamisin vermisler,
ancak trakeodzofagial anomalileri %29 oraninda
saptamiglardir. ASM’de trakeal agenezinin ¢ok nadir
ve trakeoozofagial kleftin hi¢ goriillmemesine ragmen
fare modelinde, sirasi ile %10 ve %3 siklikta ortaya
ciktiklarini bildirmiglerdir. Ek olarak 6zofagial atrezi
de %15 oraninda goriilmistiir. Bu malformasyonlari
Dawrant ve ark. kolaylikla tekrarlanabilir ancak
degiskenlik gosterir seklinde yorumlanmistir. Ayni
dozla olusturduklar1 model ile yaptiklar1 diger bir
¢alismalarinda, onbarsak ve notokord anomalisinin
%64 oraninda ve 9,5. giinden itibaren ortaya ¢iktigin
gozlemleyerek notokord morfolojisinin ASM’dekine
benzer oldugunu belirtmislerdir. Yani, notokordun
Onbarsak endodermine bagli kalarak ayrilmasi
gecikmekte ve bu da ektopik notokord dallanmalar1
gelismesine yol agabilmektedir (46). Fare modelinde
kullanilan adriyamisin dozu, 4-6 mg/kg arasinda
degismekte olup, en etkili doz, bu grubun

caligmalarinda 6 mg/kg olarak belirtilmistir. (46,47).
Yine bu grubun bir baska caligmasinda, ortaya ¢ikan
VACTERL anomalileri, adriyamisinin farelere
verildigi gestasyon giliniine gore degisiklik
gostermigtir (48). Buna gore eger adriyamisin,
gestasyonun 7 ve 8. giinlerinde verilirse larengeal
kleftli 6zofagus atrezisi gelismekte, eger biraz
gecikme ile 7,5 ve 8,5. giinlerde verilirse daha ¢ok
larengotrakeoozofagial kleft gelismektedir. Oysa
ASM’de bunlarin yerine yalnizca 6zofagial atrezi
veya nadir olarak ta trakeal agenezi gelismektedir
(49).

Adriyamisinin farelerde de VACTERL anomalilerini
gelistirme mekanizmasi hentiz ac¢iklik kazanmamastir.
Sinyal yollarina iligskin yapilan ¢aligmalarda; Shh, Gli
2 ve Gli 3 mutant farelerde VACTERL anomalilerinin
yaygin olarak gozlendigi ilk olarak Kim ve ark. (42)
tarafindan gosterilerek, VACTERL birlikteliginin
embriyogenez sirasinda defektif Shh sinyali nedeni
ile olusabilecegi, VACTERL embriyogenez ve
patogenezini c¢aligmak i¢cin Shh ve GIli mutant
farelerin en 1iyi genetik sistemler olarak
kullanilabilecegi ileri siirtilmiistiir (14).

SONUC

Adriyamisinin teratojenik etkisi ile olusturulan sican
ve fare modelleri; giivenilir, kolaylikla uygulanabilen
ve insanlarda VACTERL birlikteliginde goriilen
anomalilere benzer olusabilen bir dizi konjenital
anomalinin embriyolojik ve molekiiler biyolojik
olarak arastirilmalarina olanak veren modellerdir.
Adriyamisinin bu anomalileri olusturma
mekanizmasinin heniiz agiklanamamasina ragmen,
teratojenik etkisinin bildirilmesinden sonra, ilk olarak
ASM gelistirilerek VACTERL birlikteligindeki
anomalilere yol agtig1 gosterilmistir. Boylece bu
anomalilerin embriyogenez ve patogenezinin
calisilmasina imkan saglamistir. Daha sonra Shh
sinyal yolu defekti saptanmasiyla bu hastaliklarin
genetik  temelinin  arastirilmast  i¢in  fareler
kullanilmaya baglanmis ve AFM gelistirilmistir.
Olusturulan sigan/fare hayvan modelleri ile yapilan
calismalarda en dikkat cekici bulgular, anormal
notokord gelisimi ve hatali sinyal yollar1 {izerinde
yogunlasmistir.

Sonugta, adriyamisin ile olusturulan sigan ve fare
modellerinin, VACTERL birlikteliginde goriilen
anomalilerin hiicresel ve molekiiler mekanizmalarinin
arastirtlmasina  ve  insanlarda  patogenezinin
aciklanmasina kolaylik saglayacagi diisiiniilmektedir.
ASM, AFM’ye gore daha fazla calisilmis ve
aciklanmis olsa da goriinen odur ki adriyamisinin, her
iki model gelisimi iizerine etkilerinin belirlenebilmesi
icin gelecekte daha ayrintili caligmalara ihtiyag
duyulmaktadir.
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