DENEYNO: 11— . : . o :
KIMYASAL BILESIKLERIN TERATOJENIK ETKILERININ DEGERLENDIRILMESINDE
DOLLENMIi$ TAVUK EMBRIYOSUNUN KULLANILMASI

A) Genel Bilgi:

Teratojenezis, gereginden fazla veya eksik, yeri degismis organlara sahip ve fena halde
bicimsizlesmis anormal vyavrularin didnyaya gelmesi olarak tanimlanabilir. Bazi
ksenobiyotikler, hamile kadinlar tarafindan alindiklarinda plasentadan gecgerek fetusta
malformasyonlara neden olurlar. Teratojenezise neden olan etkenlere (kimyasal maddeler,
mikroorganizmalar ve fiziksel etkenler) teratojen adi verilir.

» Dis etkenlerin, malformasyonlara (konjenital defekt: Dogumdan 6nce ve sonra gortlen
her tirli morfolojik, biyokimyasal ve fonksiyonel anormallikler) neden olabilecedi gercedi, ilk
kez 1929'da, X-iginlarina maruz kalan hamile kadinlarin mikrosefalili ¢ocuklari oldugunun
gbzlenmesiyle ortaya konmustur.

» 1941°'de, Almanya’da kizamikgik virlisinln, fetusun 6lmesine veya kor ve sagir
bebeklerin dogmasina neden oldugu gosterilmigtir.

» 1961’de ise, hamilelik ddneminde talidomit kullanmis annelerden dogan en az 10.000
bebegin malformasyonlu oldugu bildirilmistir. “Talidomit faciasi” olarak isimlendirilen bu olay,
konjenital malformasyonlarin etkenleri Gzerinde dikkatle durulmasini saglamistir.

Teratojenik Risklerine gére ilaglarin Siniflandiriimasi:

A Kategorisi: Kadinlarda yapilan kontrollu incelemelere gbre, hamileligin ilk trimestrinde
ilacin_zararh oldugu hakkinda kanit yoktur; daha sonraki trimestrlerde de zararli oldugu
hakkinda kanit bulunmamaktadir. Bunlar, hamilelerde en guvenilir ilaclardir.

B Kategorisi: Bu ilaglar, asagidaki iki durumdan birine uyar:

a) Deney hayvanlarindaki incelemeler, ilacin fetotoksik etkisi olmadigini géstermistir;
ancak, ilag hakkinda hamile kadinlarda yapilmis kontrollu incelemeler yoktur.

b) Deney hayvanlarinda yapilan incelemeler, ilacin fertilite azalmasi disinda fetotoksik
etkisi oldugunu da gostermistir; ancak, hamile kadinlarda ilk trimestrde yapilan
kontrollu incelemeler, fetotoksik etkiyi dogrulamamistir ve daha sonraki trimestrlerde
ilacin zararh olduguna iliskin kanit yoktur.

Bdyle bir ilag, gerekiyorsa hamilelerde kullanilabilir.

C Kategorisi: Bu ilaglar, asagidaki durumlardan birine uyar:

a) Deney hayvanlarinda yapilan incelemeler, ilacin teratojenik ve embriyoletal etkisinin
oldugunu gdstermistir; ancak, hamile kadinlarda yapilmis olan kontrollu incelemeler
bulunmamaktadir.

b) Hamile kadinlarda veya hayvanlarda ilag incelenmemigtir. Hekim, yarar-zarar iligkisini
dikkate alarak ilaci hastasina verebilir.

D Kategorisi: ilacin insanda fetus izerindeki zararli etkisi kanitlanmigtir; ancak, hamile
kadinda kullanilmasinin yararinin, fetusa zararina gore daha fazla olmasi s6z konusudur.
Hamile kadinda, yasami tehdit eden bir durumun tedavisi gerekli oldugundan veya ciddi bir
hastalik halinde daha guvenilir ilaclar kullanilamiyorsa ya da etkisiz kalmis oldugundan D
kategorisindeki ilag kullanilir. Bu kategorideki ilacin prospektusuna fetotoksik etkisini belirten
uygun bir uyari mutlaka konulmahdir.

X Kategorisi: Bu ilaglar, asagidaki durumlardan birine uyar:

a) Hayvanlarda ve hamile kadinlardaki incelemeler, ilacin fetotoksik oldugunu
g6stermistir ve insanlar Uzerindeki deneyimlere goére fetusa zararli oldugunu
gOsteren kanitlar vardir.

b) Hamile kadinda kullaniimasinin yarari, fetusa olan zarari yaninda énemsiz kalir.
Bdyle bir ilag, hamile kadinda veya hamile kalma olasiligi bulunanlarda
kontrendikedir. Bu kontrendikasyon, ilacin prospektusuna agik¢a yazilmalidir.



Tablo 1. Teratojenik risklerine gére siniflandirilan ilaglara bazi érnekler:

A- Kategorisi B- Kategorisi C- Kategorisi D- Kategorisi X- Kategorisi
Elektrolitler Antihistaminikler Antihistaminikler Antibakteriyel Hormonlar
Potasyum kloriir Klorfeniramin Antazolin Aminoglikozitler Ostradiol
Potasyum sitrat Simetidin Deksbromfeniramin Streptomisin Etil dstradiol
Potasyum glukonat Meklizin Trimeprazin Kanamisin Ostrojen tiirevi
Ranitidin Tobramisin Oral kontraseptif
Antiemetikler Antihelmintik Antihelmintik Plasmosidler Asilar
Proklorperazin Piperazin Pirental pomat Kinon Rubella asis|
Hipotiroid igin Sefalosporinler Aminoglikozitler Tetrasiklinler Diagnostikler
Tiroid, Levotiroksin Sefaklor, Sefosidin, Sefradin Amikasin, Neomisin, Gentamisin Klortetrasiklin, Doksisiklin, Metasiklin | Sodyum iyodiir
Vitaminler Antifungal Antifungal Uriner antiseptik Antineoplastikler
Folik asit, Ergokalsiferol Mikonazol Griseofulvin Metilen mavisi Aminopterin
Niasinamid Penisilinler Sefalosporinler Sempatomimetikler Vitaminler
Pantotenik asit Amoksilin, Oksasilin Moksalaktam Metaraminol Vitamin A
Piridoksin, Riboflavin Penisilin G Methoksamin
Tiamin, Vitamin A Antienfeksiyéz Antienfeksiy6z Antineoplastikler Plasmosidler
Vitamin C, Vitamin D etkili diger ilaglar etkili diger ilaglar Azotiyopiirin, Bleomisin,Sisplatin Kinon

Vitamin E, Vitamin B12
Multivitaminler

Klindamisin, Eritromisin,
Linkomisin

Kloramfenikol,Oleandomisin,
Trimethoprim

Metotreksat, Vinblastin,Vinkristin

Antitiiberkiiloz

Antitiiberkiiloz

Antihipertansifler

Ethambutol izoniazid Rezerpin
Siilfonamidler Antiviral Analjezikler
Metronidazol Amantadin Aspirin,Propoksifen
Uriner antiseptikler Parasempatolitikler Antikoagiilanlar
Nalidiksik asit Atropin, Belladon Kumarin tiirevleri
Nitrofurantion Skopolamin Warfarin

Asidik bilegikler Plazmisid Narkotik antagonist
Amonyum Klorir Primakin Nalorfin
Parasempatolitikler Antineoplastikler Narkotik analjezik
(Antikolinerjik) Daktinomisin Meperidin, Eroin
Disiklomin Setril Kodein,Morfin,Opium
Sempatomimetikler Parasempatomimetikler Non-steroidal antienflamatuarlar
(Adrenerijik) Asetilkolin,  Karbaklor, ~ Neostigmin, | Ibuprofen, Naproksen
Fenoterol, Terbutalin Fizostigmin indometazin, Oksifenbiitazon
Antidiyareik Uriner antiseptikler Trankilizan Etkililer
Loperemid Mandelik asit Lityum
Sempatolitikler Sempatolitikler Agir Metaller
Asembutol Labetalol, Timolol Penisilamin
Trombolitikler Antikoagiilan Hormonlar

Urokinaz Heparin Kortizon

Kardiyak etkililer Antiheparinler Progesteronlar
Okubain Protamin, Trombolitik Hidroksiprogesteron
Antihipertansifler Antihipertansifler Antidiyabetikler
Asebutolol Kaptopril, Metil dopa Tolbutamid
Analjezikler Analjezikler Antidepresifler

Asetaminofen, Fenasetin

Aspirin, Propoksifen

Amitriptilin, imipramin

Narkotik analjezik
Dihidrokodein, Eroin, Meperidin
Morfin, Opium, Bitartarad

Kardiyak bilesikler
Dijitalis, Nifedipin, Dijitoksin, Digoksin
Kinidin, Verapamil

Antikonviilzanlar
Fenobarbital, Fenitoin, Primidon
Valproik asit, Aminoglutetimid

Narkotik antagonist

Vazodilatorler

Diiiretikler

Naloksan Amilnitrat,Nitrogliserin Spironolakton,Benzotiyazid
Nonsteroidal antienflamatuar Sempatomimetikler Sedatif hipnotikler
ibuprofen Kokain, Dopamin Dekstroamfetamin, Diazepam
Naproksen Efedrin, Psédoefedrin Meprobamat, Klordiazepoksit
Hipotiroid icin kullanilan | Trankilizanlar Antitiroid

bilesikler Asetofenazin, Promazin Methimazol, Karbimazol
Kalsitonin Klorpromazin,Haloperidol Propiltiyourasil

Antikonviilzan Stimiilanlar
Magnezyum siilfat Fentermin
Stimiilanlar Narkotik Analjezik ve antitiissiifler
Kafein,Dietilpropion Kodein
Sedatif-hipnotik Antidiyareik
Amobarbital Difeoksalat
Antiemetikler Antidepresifler
Siklizin, Meklizin Karbamazepin, Despramin,Klonazepam
Antidiyabetikler Sedatif hipnotikler
insilin Lorazepam, Oksazepam
Hormonlar Hormonlar
Prednizolon Deksametazon
Diiretikler
Furosemid, Gliserin, izosorbit, Mannitol
Antidiyabetik
Tolbutamid

Spazmolitikler
Aminofilin, Tiyofilin

Asllar

B.C.G., Hepatit B, Kolera

Vitaminler

B-karoten, Folik asit, Niasinamid, Tiyamin
Riboflavin,  Piridoksin,  Vitamin ~ Bia,

Vitamin C, Vitamin D, Vitamin E,
Pantotenik asit




Teratojenik Etkiyi Degistiren Faktorler:
Kritik periyod

Etkenin dozu, maruziyet sikhigi ve suresi
Tar

Genetik faktorler

Cevresel faktorler

Hormonal durum

Diyet

Anne ile ilgili diger durumlar

Embriyo, teratojenik etkiye en ¢ok farklilagsma ve organojenezis doneminde duyarldir.
Teratojenik etkene maruz kalma, hangi organ icin kritik glinse, en ¢ok o organ deformasyona
ugrar. Kimyasal teratojeneziste, kimyasal madde ile teratojenik etki arasinda kesin bir neden-
etki iliskisi kurulabiliyorsa, bu tip maddelere “sert teratojen” denilmektedir.

Embriyotoksik doz araliginda uygulanan madde,
a) Deney hayvanlarinin bazilarinda normal fetus diinyaya gelmesi,
b) Bazilarinda embriyoletalite (embriyonun &limu),
c) Bazilarinda malformasyonlar,
d) Bazilarinda gelisme eksikligine neden olabilir.

Gelisme eksikligi, fetusun tartiimasi ve belirli organ gelismelerinin dl¢iimesi ile saptanir.
Malformasyonun tipi ve sikhidi ise fetusun gozle incelenmesi, iskelet ve yumusak doku analizi
ile incelenir. Doz yukseldikce, embriyoletalite sikligi artar; daha duguk dozlarda ise
malformasyon oraninda artig gozlenir.

Canlilar, her gliin sayisi giderek artan kimyasal maddelere maruz kalmaktadir; bu
maddelerin teratojenik potansiyelinin belirlenmesi amaciyla, gecerliligi kabul edilmis bir
kontrol sistemine ihtiyac vardir. Dolayisiyla da, teratojenik potansiyeli dogru, duyarl, hizli ve
ucuz olarak kontrol eden testlerin gelistiriimesi ve kullaniimasi zorunlu hale gelmektedir.

Teratojenesite testlerinde, kimyasal madde en az 2 hayvan turtinde ve degisik gruplara
en az 3 doz araliginda uygulanir. Deney hayvani olarak sican ve fareler kullanildiginda,
teratojenik etkisi arastirilacak kimyasal madde, hamileli§in 7-15. gunleri arasinda verilir.
Hayvanlar, hamilelik dénemi sonunda &ldirtlerek anne ve fetus incelemeye tabi tutulur.
Karsilagilan birtakim guglikler, kedi, kopek ve primatlarin teratojenesite testlerinde
kullaniimalarini kisittamaktadir. insana benzer sekilde plasentalari olmasi sebebiyle fare,
si¢an, tavsan ve primatlarla yapilan ¢alismalarda, Gzerinde galigilan kimyasal madde anneye
uygulanir; béylece, annede metabolizmaya ugrayan maddenin embriyo veya fetusa ulasarak
goOsterdigi  etki arastinlir. Fare ve sican gibi kemiricilerde deneysel teratojenezis
¢alismalarinin, ucuzluk, hamilelik déneminin kisa olusu gibi tercih edilen ézellikleri olmasina
karsin, plasentalarinin yapisal olarak farklilik gdstermesi bir dezavantajdir. Diger taraftan
maymunlar, birgok agidan insana en yakin tirler olarak uygun deney hayvanlaridir.

Ksenobiyotiklerin sayilari, olduk¢ca pahali olan teratojenezis testlerinin kapasitesini
asmaktadir; bu nedenle, tavuk embriyosu, hicre ve doku kultiriinden yararlanilan in vitro
yontemler de kullaniimaktadir. Tavuk embriyosu yontemi, kimyasal bilegiklerin maternal ve
plasental metabolik etkiler dikkate alinmadan, embriyo izerine direkt etkisini kontrol etmede
hizli ve ucuz bir yoldur. Kemiricilerle elde edilen sonuglar, tavuk embriyosuyla elde edilene
uyum gostermektedir; bu iki grupta da yumurta kesesinin var olusu, bazi kimyasal
maddelerin (6rnegdin tripan mavisi) kemirici ve civcivde teratojenik etki gdstermesine karsilik,
primatlarda daha az etkin olmasini aciklayici niteliktedir.



Deneysel Teratojeneziste Onemli Faktorler
Teratojenesite test ydontemlerinin uygulanmasinda asagidaki faktorlerin dikkate alinmasi
Onerilmektedir:
1) Deney hayvaninin taru
2) Yavru sayisi
3) Uygulama yolu, dozu, uygulama sikligi
4) Uygulama dénemleri
5) Belirli bir stire sonra yapilan sezaryandan sonra fetuslarin incelenmesi
a) Malformasyon orani, b)Gelisimdeki gecikmeler, c)Rezorpsiyon orani
6) Normal dogumdan sonra fetuslarin incelenmesi
a) Buyume, b)Davranig, c)Biyokimyasal ve fizyolojik gelisim
7) Fetus ve anneye ait ilag metabolizmasi,
8) Plasental gegis,
9) Etki mekanizmasinin tayini,
10) Kontrol grubu.

Deney hayvaninin tiirii: Teratojen maddelere karsi, teratojenik etki yoniinden, tirlerde esit
duyarliik bulunmamaktadir. Deneysel teratojeneziste kullanilabilecek turler su sekilde
siniflandirilabilir:

1) Memeliler: fare, sigcan, kobay, tavsan, kedi, kdpek, domuz vb
2) Memeli olmayanlar: tavuk embriyosu, sirke sinegi, ¢ekirge, karides, hidra vb

Ksenobiyotigin Dozu: Doz, embriyoletaliteye neden olan doz ile higcbir etki gézlenmeyen
doz araliginda olmalidir.

Verilis Yolu: Bilesigin, deney hayvanina verilis yolu, testin sonucunu etkiler. Bu nedenle,
ksenobiyotiklere maruziyet yollari dikkate alinarak, verilis yolunun buna goére secilmesi
gerekir.

Dozun verilis zamani: Bilesigin teratojenik etkiyi indiklemesi igin organojenezis
asamasinda verilmesi gereklidir. Organojenezisin kritik periyodu, turlere gore degisir.

Tavuk Embriyosu Testi’nin Avantajlari:

1) Cok sayida tavuk embriyosu kullanilabilmesi, toksisitenin istatistiksel degerlendiriimesinde
6nemlidir.

2) Ekonomik ve hizli bir yontemdir.

3) Tavuk embriyosunun gelisim safhalari ¢ok iyi incelenmistir.

4) Tavuk embriyosu, Talidomit’e hassastir; insanlardaki bulgularla benzerlik géstermektedir.
5) Enjeksiyon teknigi degistirilerek, yapay olarak in vitro sistem de olusturulabilmektedir.

6) Selektif bir ydntemdir ve genellikle, gelisme slresince degisik kimyasal maddelere verdigi
cevap farkhdir. Bu nedenle, tavuk embriyosu testi, daha kritik teratojenesite
calismalarinin yapilip yapilmayacagini belirlemek icin ¢ok sayida kimyasal bilesigin
teratojenik potansiyel agisindan taranmasinda yararh bir sistemdir.

7) Yiksek omurgalilarin embriyolari arasinda, tavuk embriyolari deneysel amaglar igin en
kolay bulunandir.

Tavuk Embriyosu Testi’nin Dezavantajlar:

1) Tavuk embriyosu plasentasiz olmasi nedeniyle, hamile olan memeli-dollenmis yapi
arasindaki anatomik ve fizyolojik iliski agisindan bir paralellik gdstermez.

2) Oldukga fazla sayida bilesige non-spesifik hassasiyet gOsterirler; hatali pozitif sonug
alinmasina neden olabilirler.

3) Enjekte edilen maddeler konusunda, kus yumurtalarinin dogasi geredi farmakokinetik
farkhhklar bulunmaktadir.



Hava bosluguna enjeksiyon teknigi

] Hava bosglugu

Kabuk

Kabuk zar

Extraembriyonik
bogluk

Allantoik bosluk

Amnion boglugu

Allantoik ve amnion

Yumurta saris . ;
181 zarlari birlesmesi

Korio-~Allantoik zar

Yumurta aki kesesi

Tavuk yumurtasina enjeksiyon iki yontemle yapilabilir:

1) inkiibasyondan énce hava kesesi veya yumurta kesesine enjeksiyon yéntemi: Bu
yontem yardimiyla, Talidomit, cesitli gida katki maddeleri ve pestisitlerin teratojenik etkisi
arastiriimigtir.

2) Bilesigin inkiibasyon sirasinda embriyoya verilmesi: Bu yontemde, teratojenik etkisi
incelenecek olan bilesik, ortamda 48 saat veya 72-74 saat inkiibasyona birakilmis embri-
yolara, yumurta kesesi, hava kesesi ya da amniyon kesesi icine enjeksiyon yoluyla verilebilir.

Tavuk embriyosunda ilaglarin teratojenik etkilerini arastirmak igin optimum enjeksiyon
zamani, gelisimin 3. ve 4. gunleridir. Enjeksiyondan sonra, inkibasyonun 14., 15. ve 17.
gunlerinde yumurtalar agilarak incelenir. Bilesiklerin teratojenik potansiyeli, erken 6lumlere,
malformasyon gorilen ve goérilmeyen gec odlumlere ve malformasyonlu olarak dogup
yasayanlara gore degerlendirilir.



B) Deneyin amaci; organojenezin aktif fazinda (gelisimin 2. ve 4. gunleri arasi) tavuk
embriyosuna degisik doz araliklarinda organik fosforlu bir pestisit olan Diazinon uygulanmasi
sonucu, gelisimde gecikme, malformasyon ve oOlum gibi embriyotoksik etkilerin
gbzlenmesidir.

Deneyde Gerekli Alet, Malzeme ve Cozeltiler:

Doéllenmis tavuk yumurtasi (40 adet) Petri kutusu

Metanol Makas

Diazinon ¢dzeltisi Pens

Enjektor Cetvel

Toplu igne Terazi

Flaster Etuv (37.5-38 °C, %80 nem)
Isik kaynagi Sluzge¢ kagidi

Deneyin Yapiligi:

1) Hava kesesine enjeksiyon teknigi uygulanacagi icin, 1sik kaynagindan yararlanilarak her
bir yumurtanin hava kesesi, titizlikle isaretlenir. Bu bolgeye, igne ile delik acilir.

3) Yumurtalar, kontrol grubu ve metanol verilecek grupta 4’er, diger gruplarda 8’er yumurta
olacak sekilde, 5 gruba ayrilir. 1. gruba higbir uygulama yapilmaz, 2. gruba ise Diazinon
¢Ozeltisinin hazirlanmasinda ¢o6zuct olarak kullanilan metanol verilir. (3-5) arasindaki
gruplara Diazinon’un farkl konsantrasyonlarda hazirlanmis ¢ozeltileri, yumurtalara ¢cok yavas
olarak, 50uL hacimde enjekte edilir.

Grup Yumurta adedi (n) Enjekte edilecek cozelti

1 (Kontrol) 4 -

2 4 Metanol

3 8 100 pg/mL Diazinon ¢ozeltisi
4 8 200 pg/mL Diazinon ¢ozeltisi

5 8 400 pg/mL Diazinon ¢ozeltisi

4) Yumurtalar, 37.5-38°C, %80 nem ortami sagdlanan bir etivde gelisimin 16-17. glnine
kadar (enjeksiyondan itibaren 14-15 gun) inktbe edilirler.

5) Yumurtalar, her gln sivri uglari eksen kabul edilerek dikey dogrultuda gevrilir.

6)inkiibasyon siiresinin sonunda, yumurtalar uzun eksenleri boyunca makas ile dikkatlice
kesilir ve embriyo, yavasga petri kutusuna bosaltilir.

7) Embriyolarin canh ya da 6lu olup olmadigi, agirliklari ve uzunluklari saptanir.
8)Canli embriyolarda malformasyonlar incelenir. Goézlenebilecek degisiklikler arasinda

tuylenmede bozukluklar, amniyotik kesede malformasyonlar, kafa yapisi malformasyonlari ve
gros gelisim geriligi yer almaktadir.



