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Amag: Bu ¢alismada, yaygin olarak kullanilan gii¢lii antienf-
lamatuar, analjezik ve antipiretik etkilere sahip olan flunik-
sin meglumin (FM)’in yumurtaya enjekte edilerek, embriyo-
toksik ve teratojenik etkilerinin belirlenmesi amag¢lanmistir.

Gerec ve Yontem: Calismada 300 adet kulugkalik tavuk yu-
murtasi kullanildi. Yumurtalar asagidaki gruplara ayrildi: 1.
Grup: Kontrol grubu, 2. Grup: 2.2 mg/kg FM grubu, 3. Grup:
5.5 mg/kg FM grubu ve 4. Grup: 11 mg/kg FM grubu. Inkii-
basyonun hemen 6ncesinde test soliisyonu hava kamarasi
yoluyla enjekte edildi. Embriyonik dénemin farkl giinlerin-
de agilan yumurtalardan elde edilen embriyolarin gelisme
evreleri Hamburger-Hamilton skalasina gore tespit edilerek,
embriyonik 6liimlerin bu skalaya gore dagilimlar: belirlendi.
Ayrica embriyolardaki malformasyon tipleri, canli ve rolatif
embriyo agirliklari ile embriyolarin tepe-ki¢ boylar: (Crown-
RumpLength, CRL) belirlendi.

Bulgular: FM verilen gruplarda mortalitelerin kontrol gru-
buna gore 6nemli derecede (P<0.05) yiiksek oldugu tespit
edildi. FM 'in yiiksek doz gruplarinda canl ve rolatif embriyo
agirliklar: ile embriyolarin CRL degerlerinin kontrol grubu
ile karsilastirildiginda 6nemli diizeyde azalma gosterdigi
belirlendi (P<0.05). FM'in farkli doz gruplarinda embriyonik
gelisme geriligi ve farkli yapisal anomaliler gozlendi.

Oneri: Gebelik déneminde FM uygulamasinin memelilerde
de teratojeniteye neden olabilecegi ifade edilebilir.

Anahtar kelimeler: Embriyotoksisite, fluniksin meglumin,
tavuk embriyosu
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Abstract

Aim: The aim of this study was to determine embryotoxic
and teratogenic effects of flunixin meglumine (FM), a non-
steroid anti-inflammatory drug used for analgesic and an-
tipyretic, given early stage in ovo.

Material and Methods: For this purpose, 300 chicken eggs
were used. The eggs were divided into the groups as follows:
1. Group: Control group, 2. Group: 2.2 mg/kg FM group, 3.
Group: 5.5 mg/kg FM group and 4 Group: 11 mg/kg FM gro-
up. Test solutions were injected via air-sac just prior to the
settlement of the eggs into the incubator. Eggs from each gro-
up were opened on various days of the incubation and de-
velopmental stages of embryos were determined according
to the Hamburger-Hamilton scale. Also, malformation types,
both live and relative embryo weights and crown-rump
lengths (CRL) were determined.

Results: The mortality in the treated FM groups was found
to be significantly (P<0.05) higher than control. The live and
relative embryo weights and embryo CRL values of the FM
groups were significantly lower than that of the control gro-
up (P<0.05). In the treated FM groups showed embryonic
growth retardation and various structural abnormalities.

It may be stated administration of FM cause teratogenity in
mammalian species when administered in pregnancy period.

Keywords: Embryotoxicity, flunixin meglumine, chick emb-
ryo
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Giris

Agir metaller, gida katki maddeleri, endiistriyel bilesikler,
ilaclar, mikotoksinler ve pestisitlerin mutajenik, genotok-
sik, embriyotoksik ve teratojenik etkilerinin belirlenmesi
amaciyla yapilan testlerde kanatli embriyolar:1 siklikla kul-
lanilan materyallerden biridir. Tavuk embriyosunun gelisim
safhalarinin ¢ok iyi bilinmesi, fazla sayida tavuk embriyosu-
nun kullanilabilmesi, etkinin istatistiksel agidan degerlendi-
rilmesinde memeli tiirlerle yapilacak calismalara karsi bir
avantaj saglamasi nedeniyle doéllii tavuk yumurtasi prenetal
toksisitenin belirlenmesinde siklikla tercih edilmektedir. Ta-
vuk embriyolar tizerinde yapilan embriyotoksisite calisma-
siyla (CHEST), farkli maddelerin emriyotoksik doz sinirlariy-
la olusturduklar: teratojenik etkiler hakkinda, hem kalitatif
hem de kantitatif veriler elde edilmektedir (Jelinek ve ark
1985, Kemper ve Luepke 1986).

Fluniksin meglumin (FM) kuvvetli antienflamatuvar, anal-
jezik, antipiretik ve antiprostaglandin etkilere sahip olan;
buna karsin steroid ve narkotik 6zelliklerde olmayan bir
bilesiktir (Lee ve Maxwell 2014, Tras ve Elmas 2016). FM,
FDA (U.S. Food and Drug Administration, Amerikan Gida ve
fla¢ Dairesi) ve EMEA (European Medicines Agency, Avrupa
fla¢ Ajansi) tarafindan at, sigir, domuz, képek ve kedide kul-
lanimi tavsiye edilmistir (EMEA 2000, Tras ve Elmas 2016).
FM hayvanlarda osteoartritis, spondylosis, intervertebral
disk sendromu, musko-skeletal ve viseral agrilar, gastroin-
testinal kanal kolikleri, endotoksik sok, romatoidartrit, ten-
dinitis, fibromiyozis, travmatiksinovitis, laminitis, koliform
mikroorganizmalarin neden oldugu mastitis, postoperatif
intraokiiler operasyonlarda, sinovyal sivinin vizkozitesini
azaltmasi1 ve katarak gelisimini 6nlemesi gibi bircok amag
icin kullanilabilmektedir (Lees ve Higgins 1984, Kelly 1988,
Tras ve ark 1995, EMEA 2000, Tras ve Elmas 2016). FM hay-
vanlarda (at, sigir, kdpek, kedi, tavsan, hamster, kobay, gerbil,
sinsilla, rat) genel olarak 1.1-2.2 mg/kg (SID, IM, 1V) dozunda
kullanilmaktadir (Yazar 2010, Tras ve Elmas 2016). Uretici
firmalar hedef tiirlerde gebelik durumunda FM kullanimini
onermemekle birlikte, dogrudan hedef tiirler ile ilgili veriye
ulasilamamistir. EMEA verilerine gore rat ve tavsanlarda te-
ratojen etki gozlenmedigi ifade edilirken, baska bir arastir-
mada ratlarda dogum sonrasi hayatta kalma oranini diisiire-
bilecegi ifade edilmistir.

Oznurlu ve Oznurlu

Bu ¢alismada, veteriner sahada ¢ok fazla kullanilan ve giiglii
antienflamatuar etkinligi bulunan FM’nin, kulugka baslan-
gicinda yumurtaya enjekte edilerek, tavuk embriyosunun
gelisimi lizerindeki embriyotoksik ve teratojenik etkilerinin
belirlenmesi amag¢lanmistir.

Gereg¢ ve Yontem

Calismada yumurtaci anaglardan elde edilen 300 adet ku-
lugkalik yumurta kullanildi. Yumurtalar enjeksiyondan énce
tartildiktan sonra kapali bir kabinde fumigasyon islemine
tabi tutuldu (21 g potasyum permanganat + 42 mL formal-
dehit/m3) ve ardindan 4 gruba ayrildi. FM (Finadyne® Enj.
Coz., Intervet Veteriner ilaclar, istanbul, Tiirkiye) kulucka
baslangicinda hava kamarasina ortalama 55-60 gram dolli
yumurtaya 2.2, 5.5 ve 11 mg/kg dozunda, distile su icinde
enjekte edildi (Tablo 1). Arastirma prosediirii etik kurul ta-
rafindan onaylandi (SUVFEK 2014/41).

Enjeksiyonlar Prelusky ve ark (1987) ile Oznurlu ve ark
(2012)'nin bildirdikleri yonteme gore hava kamarasi yoluyla
yapildi. Bu amagla steril u¢lu 6zel mikropipet (Sealpette, Jen-
cons) kullanildi. Yumurtanin kit ucunun dezenfeksiyonunu
takiben 6zel yumurta delicisi ile agilan delikten girilerek 50
uLlik test soliisyonu hava kamarasina enjekte edildi ve de-
lik derhal siv1 parafinle kapatildi. Bu islemlerden sonra yu-
murtalar Selguk Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dalindaki kulucka makinesinde opti-
mal kosullarda (37.8°C sicaklik ve % 65 nispi nem) kulugka
islemine tabi tutuldu.

Kulugkanin 7, 11, 15, 18 ve 21. giinlerinde (¢ikis giinii), her
gruptan rastgele secilen beser adet yumurta agildi. Hambur-
ger Hamilton (1951) Skalasi esas alinarak embriyolarin ge-
lisme evreleri belirlendi ve takiben embriyolarin timii has-
sas terazi ile tartildi ve rolatif embriyo agirliklar: hesaplandi
[Rolatif embriyo agirlign = (Embriyo agirligl/ Yumurtanin
son agirligl) x100]. Ardindan dijital bir kumpas (Electronic
Digital Caliper, 0-150 mm/6) yardimiyla embriyolarin tepe-
ki¢ mesafeleri (Crown-Rump Length, CRL) él¢tildii. Embriyo-
larda meydana gelen malformasyonlar ve gelisme gerilikleri
canl ve 6lii embriyolarda, genel gelisme geriligi ise sadece
canli embriyolarda degerlendirildi. Gerekli goriilen embriyo-
larin resimleri dijital olarak goriintiilendi.

Tablo 1. Calismada olusturulan gruplar ve bu gruplardaki yumurtalara uygulanan islemler.

Gruplar Yumurtalara uygulanan islem

Grup I (Kontrol), n=35
Grup II (F1), n=75
Grup 11 (F2),n=90
Grup IV (F3),n=100

Higbir islem uygulanmadi.

Hava kamarasi yoluyla FM 2.2 mg/kg dozunda enjekte edildi.
Hava kamarasi yoluyla FM 5.5 mg/kg dozunda enjekte edildi.
Hava kamarasi yoluyla FM 11 mg/kg dozunda enjekte edildi.
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Gruplarin embriyonik mortalitelerinin hesaplanmasinda
gruplardaki fertil yumurta sayilar1 esas alindi. Embriyonik
mortalite verilerinin degerlendirilmesinde ki-kare testi uy-
gulanirken (MINITAB 11.0), rolatif embriyo ve civciv agirlig
ile tepe-kic mesafelerinin degerlendirilmesinde ANOVA ve
Tukey testi kullanild1 (SPSS 19.0.0) P<0.05 degeri istatistiki
acidan dnem sinir1 kabul edildi.

Bulgular

Calismada tespit edilen infertilite ve mortalite degerleri Tab-
lo 2'de verildi. Calismada kullanilan 300 adet yumurtanin
282 adedi fertil olup, ortalama infertilite oran1 %6 olarak
hesaplandi. Kontrol grubunda mortalite %6.06, 2.2 mg/kg
FM enjekte edilen grupta %29.5; 5.5 mg/kg FM enjekte edi-
len grupta %25.88 ve 11 mg/kg FM enjekte edilen grupta ise
%23.65 olarak bulundu. FM verilen gruplarda mortalitelerin
kontrol grubuna goére 6nemli derecede (P<0.05) yiiksek ol-
dugu tespit edildi.

Kontrol grubunda embriyonik gelisim Hamburger-Hamilton
(1951) (H-H) skalasina uygun bir seyir izledi. FM'in farkl
doz gruplarinda doza baglh olarak artan oranlarda embriyo-
nik gelisme geriligi ve farkli yapisal anomaliler ortaya ¢iktigi
gozlendi (Resim 1, 2). Bu anomali tipleri arasinda genel ge-
lisme geriligi yaninda makas gaga ve Unilateral anoftalmi ile
exencephaly, cift gaga ve parmaklarda kivrilma ve biikiilmeler
en sik rastlanan anomali tipleriydi (Resim 3, 4, 5, 6). Ozellikle
21. ginde F2 ve F3 grubundaki hayvanlarda parmaklardaki
kwvrilma ve biikiilmelere bagl olarak hayvanlarin ayaga kal-
kamamasi dikkat ¢ekiciydi (Resim 7). Kontrol ve FM verilen

Oznurlu ve Oznurlu

gruplardaki embriyonik 6liimlerin HH-38 evresinden sonra
yogunlastigi, erken embriyonik donemlerdeki 6limlerin ise
ozellikle yiiksek doz grubunda (F3) ilk 25 saatlik donemde
(HH-6) oldugu dikkati ¢ekti.

Kontrol ve FM gruplarindaki embriyolarin ortalama rola-
tif canli agirliklarinin kulugka giinlerine gore dagilimlar: ve
cikis giint civciv agirliklart Tablo3 ve 4'de verildi. FM'nin
yliksek doz grubunda (11 mg/kg) embriyonik gelisimin ol-
dukga baskilanmis oldugu (Resim 1, 2) ve bu grubun rélatif
embriyo agirliklarinin [(embriyo agirligi/yumurta agirhgi)
x100], belirgin bir sekilde diistiigii gorildii (Tablo 3, 4). Ayri-
ca FM'nin yiiksek doz grubunda, vitelliis kesesinin miktarin-
daki fazlalik da oldukga dikkat ¢ekiciydi (Resim 8).

Kontrol ve FM gruplarindaki embriyolarin CRL degerle-
ri Tablo 5'de verildi. Ozellikle FM'nin 5.5 ve 11 mg/kg doz
gruplarinda CRL degerindeki diisiis dikkat cekmektedir.

Tartisma

Kanatll embriyolar1 ilaglarin embriyotoksik, teratojenik,
mutajenik ve genotoksik etkilerinin belirlenmesi amaciyla
yapilan testlerde siklikla tercih edilmektedir. Délli tavuk
yumurtast kullanarak Tavuk Embriyotoksisite Belirleme
Testini (Chicken Embryotoxicity Screening Test, CHEST) Je-
linek 1977 yilinda gelistirmistir. Arastirmact CHEST-1 (emb-
riyotoksik doz sinirlarinin belirlenmesi) ve CHEST-II (tera-
tojenik parametrelerin tespiti) olmak tizere iki asamada bu
testi gerceklestirmistir. Jelinek ve ark (1985), CHEST-I ve
-1l ile 130 farkli maddenin toksik etkilerini degerlendirmis,

Tablo 2. Gruplarin yumurta sayilary, 6lii embriyo sayilari, infertil yumurta sayilari ve infertilite hari¢ mortalite degerleri (%).

Gruplar KYS OES iys Mortalite
Kontrol 35 2b 2 6.06P
F1-(2.2 mg/kg) 75 21a 4 29.54
F2-(5.5 mg/ke) 90 222 5 25.880
F3-(11 mg/kg) 100 22 7 23.65

KYS: Kullamlan yumurta sayisi, OES: Olii embriyo sayisi, [YS: infertil yumurta sayisi, a, b: Ayni siitundaki farkli harfler istatistiki agidan énemlidir (P<0.05).

Tablo 3. Kulugkanin farkli dénemlerinde tespit edilen ortalama rolatif embriyo agirliklar: (%, mean+SD).

Gruplar 7.gln 11. giin 15. giin 18. giin

Kontrol 1.19+0.062 6.66%0.612 24.24+1.792 48.29+2.842
F1-(2.2 mg/kg) 1.25+0.162 6.47+0.673b 23.46x2.382 45.06+1.982b
F2-(5.5 mg/kg) 1.23+0.152 5.66+0.32bc 23.61+2.142 46.79+0.572
F3-(11 mg/kg) 0.77+0.11b 5.29+0.50¢ 19.04+3.10b 42.14+2.11b

a,b, ¢: Ayn siitundaki farkh harfler istatistiki agidan énemlidir (P<0.05).
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Tablo 4. Cikis giiniinde tespit edilen
ortalama civciv ¢ikis agirhiklari (g, mean+SD).

Gruplar 21. giin

Kontrol (g) 43.72+3.82
F1-(2.2 mg/kg) 40.62+3.12
F2-(5.5 mg/kg) 43.12+2.84
F3-(11 mg/kg) 40.77+1.77

bu maddelerden 117 tanesinde embriyotoksik etki gdormiis-
lerdir. CHEST-I'den elde edilen sonuglarin memelilere uyar-
lanabilmesi miimkiindiir. Tespit edilen embriyotoksik doz
araliklarindaki sulandirma Kkonsantrasyonlarinin 10-2 ile
carpilmasiyla elde edilen deger memelilerde gebe annenin
canli agirhginin kg basina karsilik gelentoksik sinirlar olarak
kabul edilir. Her ne kadar CHEST’in sonuglarinin memelilere
uygulanmasinda tiir farklilig1 s6z konusu olsa da biitiin tiir-
lerde gerceklesen morfogenetik olaylar ve seyirleri ortaktir
(Jelinek 1977).

CHEST’in yani sira doélli tavuk yumurtasi kullanilarak cesit-
li modifikasyonlarla arastirmacilar Tavuk Yumurtas: Testi
(Hen’sEggs Test, HET), Mikronukleus indiiksiyonu i¢cin Tavuk
Yumurtasi Testi (Hen's Egg Test for Micronucleus Inducti-
on, HET-MN), Délli Tavuk Yumurtasi Belirleme Testi (Hen's
Fertile Egg Screening Test, HEST) gibi testler gelistirmisler-
dir (Kemper ve Luepke 1986, Nishigori ve ark 1992, Wolf ve
Luepke1997). Biitiin bu testler ucuz, kolay, tekrarlanabilir
sonuclar vermekte ve kisa zamanda gergeklestirilebilmekte-
dir. Tavuk embriyosunun gelisim asamalarinin iyi bilinmesi
Onemli bir diger avantajidir. Cok sayida tavuk embriyosunun
kullanilabilmesi toksisitenin istatistiksel yonden degerlen-
dirilmesinde memeli tiirlerle yapilacak ¢alismalara gore bir
avantaj saglamaktadir. Ayrica HET ve CHEST’den elde edi-
len sonuclarin memelilerden elde edilen sonuglarla ytiksek
oranda uyumlu oldugu goriilmiistiir (Jelinek 1977, Jelinek
ve ark 1985, Kemper ve Luepke 1986, Ozcan 1992, Jelinek
ve Marhan 1994, Davies ve Freeman 1995, Vesely ve Vese-
la 1995). Ancak plasenta ve memelilerdeki anne ile fotus
arasindaki iliskinin olmamasi, baz1 bilesiklerin nonspesifik
bir hassasiyet gostermesi sonucunda hatali pozitif sonuglar
verebilmesi tavuk embriyosu kullanilan bu modellerin deza-
vantajlari olarak kabul edilmektedir (Ozcan 1992).

Oznurlu ve Oznurlu

Jelinek ve Marhan (1994) CHEST’in gecerliligini géstermek
icin 50 farkh kimyasal maddeyi rutin tavsan ve sican testle-
rine tabi tutmuslar, elde ettikleri sonuglarin yaklasik %80
oraninda CHEST ile uyumlu oldugunu bildirmislerdir. Ro-
senbruch (1994, 1997), tavuk yumurtasi modelinin timoér
biyolojisinde, goz ve mukozal toksisite ¢calismalarinda, agir
metallerin etkileri ve ilaglarin farkli sistemler tlizerindeki
etkileri ile ilgili calismalarda kullanildigini bildirmis, ayrica
embriyonun actya duyarlihginin gelismedigi kulugkanin er-
ken evrelerinde (ilk ticte birlik dénemde) kullanimina dikkat
¢cekmis, boylece bu testin memeli hayvan deneylerine gercek
bir alternatif olabilecegini belirtmistir. Bu ¢alismada da farkl
hayvan tiirlerinde (at, sig1r, kdpek, kedi, tavsan, hamster, ko-
bay, gerbil, sinsilla, rat) kullanilan kuvvetli antienflamatuvar,
analjezik ve antipiretik etkilere sahip olan FM’in embriyotok-
sik etkilerinin belirlenebilmesi i¢in délli tavuk yumurtalari-
na enjeksiyonu gergeklestirildi.

Brown ve ark (1986) bir maddenin embriyotoksisitesinin
belirlenmesi amaciyla yapilacak olan ¢alismalarda test edile-
cek maddenin en az ti¢ farkli dozunun denenmesi gerektigini
bildirmektedir. Celik ve ark (2000) ile Oznurlu ve ark (2012)
ise AFB1 ile gerceklestirdikleri embriyotoksisite calismasin-
da ti¢ farkli doz kullanmislardir. Whitsel ve ark (2002) an-
tiepileptik bir ilag¢ olan valproik asitin teratojenik etkilerini
belirlemek amaciyla dort farkl doz kullanirlarken; Heinrich-
Hirsch ve Neubert (1991) asiklovirin, Gliveng ve ark (2013)
levetirasetamin ve Cetinkal ve ark (2010) meloksikamin et-
kisini belirlemek amaciyla ii¢ farkli dozu denemislerdir. Bu
calismada FM 2.2 mg/kg, 5.5 mg/kg ve 11 mg/kg olarak ii¢
farkl dozda kullanilmistir.

Embriyotoksisite ile ilgili farkl1 agir metaller, ilaglar, endiist-
riyel bilesikler, gida katki maddeleri, mikotoksinler ve pes-
tisitler ile yapilmis ¢ok sayida arastirma mevcuttur. Celik
ve ark (2000) AFB1'in embriyotoksik etkilerini belirlemek
amaciyla yaptiklar1 ¢alismada dolli tavuk yumurtalarina
kulugka baslangicinda hava kamarasina farkli dozlarda (10
ng/yum, 100 ng/yum ve 1000 ng/yum) AFB1 enjekte ederek,
kulucka sonunda sirasiyla %74.50, %98.03 ve %100 morta-
lite belirlemiglerdir. Oznurlu ve ark (2012) AFB:'in iskelet
sistemi tizerindeki etkilerini arastirdigi calismada ise tavuk
yumurtasina hava kamarasi yoluyla enjekte edilen 5 ng/
yum, 15 ng/yum ve 40 ng/yum dozlarinda AFB1 'in mortali-

Tablo 5. Kulugkanin farkli donemlerinde tespit edilen ortalama CRL uzunluklar: (mm, mean+SD).

Gruplar 7.gln 11. glin 15. giin 18. glin

Kontrol 15.01£0.502 35.82£1.262 60.60£1.97 79.13£0.512
F1-(2.2 mg/kg) 14.11+1.012b 32.83+1.84b 58.85x1.72 78.29+1.52ab
F2-(5.5 mg/kg) 13.37+0.60P 29.94£0.75¢ 58.48+2.26 78.40+0.952b
F3-(11 mg/kg) 10.94+0.79¢ 29.90+1.42¢ 57.90+1.17 75.41£2.74b

a,b, ¢: Ayn siitundaki farkh harfler istatistiki agidan énemlidir (P<0.05).
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Oznurlu ve Oznurlu

Resim 1. Kulugkanin yedinci (A) ve onbirinci giiniinde (B) Kontrol ve 11 mg/kg FM (F3) grubuna ait embriyolar. F3 grubuna ait embriyolarda gelisme geriligi gériilmekte.

Resim 2. Kulugkanin yedinci (A) ve onbirinci giiniinde (B) Kontrol ve 11 mg/kg FM (F3) grubuna ait embriyolar. F3 grubuna ait embriyolarda gelisme geriligi goriilmekte.

te degerlerini kulucka sonunda sirasiyla %19.40, %51.08 ve
%84.67 olarak tespit etmislerdir. Durmus ve ark (2005) ise
ayn1 metotla dis hekimligi sahasinda kullanilan farkli metal
alasimlarin embriyotoksik etkilerini inceledikleri ¢alismala-
rinda, %10 ile %13.51 arasinda mortalite tespit etmislerdir.
Ozparlak ve Unsal (2006) délli tavuk yumurtasina organik
insektisit olan fipronili 161 pg/yum, 80.50 pg/yum, 40.25
ug/yum dozlarinda enjekte etmis, kulugka sonunda sirasiyla
%41.67, % 41.67 ve %45.45 oraninda mortalite belirlemistir.
Julian ve Abbott (1998) insiilinin kanatli embriyonik gelisimi
tizerindeki etkilerine baktiklari ¢alismalarinda, 0 ile 3 gilin-
liikk erken periyodda caudal vertebrada anormaliteler goril-
diigiinii ve insiilinin yiiksek mortalite (%40) degerine sahip
oldugunu bildirmislerdir.

Tavakkoli ve ark (2014) yaptiklari ¢alismada farkli dozlar-
da Linkospektin™ (50 mg linkomisin hidroklérid + 100 mg
spektinomisin siilfat/mL) solisyonunu yumurta sarisina en-
jekte etmisler ve kuluckanin 18. giintinden sonra makrosko-
bik ve mikroskobik olarak embriyolarda hi¢bir olumsuz etki-
nin olmadigini tespit etmislerdir. Antiepileptik bir ila¢ olan
levetirasetam farkli dozlarda, 24 saatlik inkiibasyondan son-
ra koryoallantoik membran altina enjekte edilmis, 48 saat
daha kulucka islemine devam edildikten sonra makroskobik
ve mikroskobik olarak noral tiip gelisimine bakilmis, deney
gruplarinda embriyonik gelisimin olumsuz yonde etkilendigi
ve noral tlipiin kapanmasinda gecikmeler oldugu tespit edil-
mistir (Ozer ve ark 2012). Cetinkal ve ark (2010) meloksika-
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min erken dénem civciv embriyosunda noéral tiip gelisimine
etkilerini belirlemek i¢in yaptiklari ¢alismada, inkiibasyonun
30. saatinde farkli dozlarda meloksikami embriyonik disk sa-
hasinin alt kismina enjekte etmisler ve 72 saat inkiibasyona
devam etmislerdir. Meloksikamin yiiksek doz gruplarinda
erken dénemde noral tiip defekti insidensini arttirdigini goz-
lemlemislerdir. Ancak diisiik dozlarda kullanimi ile ilgili daha
genis denek sayisina ve daha ileri ¢alismalara ihtiyag oldugu-
nu belirtmislerdir. Vatansever ve ark (2003) tavuk embriyo-
su gelisimi sirasinda terapotik dozlarda in ovo olarak enjekte
edilen metotreksatin noral tiip gelisimi tizerindeki etkilerini
arastirmislar ve 48-72 saatlik inkiibasyondan sonra embri-
yolarda ndral tiipin kapanmasinda defektlerin oldugunu
tespit etmislerdir.

Whitsel ve ark (2002) antiepileptik bir ila¢ olan valproi-
kasitin teratojenik etkilerini belirlemek amaciyla kulugka-
nin 24. saatinde embriyonik disk sahasina farkli dozlarda
valproik asiti enjekte etmisler ve makroskobik olarak bii-
ylimede gecikme, géz anomalilerinin yani sira iskelet siste-
minde de anomaliler tespit etmigslerdir. Heinrich-Hirsch ve
Neubert (1991) asiklovirin kanathi embriyonik gelisimi ve
organogenezisi lizerindeki etkilerini belirlemek i¢in, 24 sa-
atlik inkiibasyondan sonra yumurta sarisina; 2 ve 3 giinliik
inkiibasyondan sonra ise direkt embriyoya asiklovirin farkl
dozlarini enjekte etmislerdir. asiklovirin yiiksek dozlarinin
enjekte edildigi gruplarda %50 diizeyinde anormal gelisim
ve yapisal bozukluklarin oldugu saptanmistir.
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Resim 3. 11 mg/kg FM (F3) grubuna ait onbir giinliik bir embriyoda karin
duvarimin kapanmamasi.

Resim 4. 5.5 mg/kg FM (F2) grubuna ait yirmibir glinliik bir embriyoda
makas gaga ve exencephaly.

Bu calismada, FM 2.2 mg/kg, 5.5 mg/kg ve 11 mg/kg olarak
ti¢ farkli dozda yumurtaya hava kamarasi yoluyla enjekte
edildi ve sirasiyla %29.5, %25.88 ve %23.65 oraninda mor-
talite belirlendi (Tablo 1). Ozellikle veteriner sahada kulla-
nilan dozda (2.2 mg/kg) dahi kontrol grubuna gore yiiksek
oranda (P<0.05) mortalite gozlenmesi dikkat edilmesi gere-
ken bir bulgu olarak kabul edilebilir. EMEA (2000)'da, ratla-
ra ciftlesme sonrasi 6. glinden 15. giine kadar 3, 5 ve 7 mg/
kg dozlarinda oral olarak FM verilmis, mortalitelerin orta ve
yliksek dozda oldugu rapor edilmistir. 3 mg/kg'lik doz ma-
ternotoksisite icin NOEL olarak kabul edilebilecegi belirtil-
mistir. Benzer sekilde ¢iftlesme sonrasi 6. giinden 15. giine

Oznurlu ve Oznurlu

Resim 5. 5.5 mg/kg FM (F2) grubuna ait yirmibir giinliik bir embriyoda
exencephaly ve cift gaga.

Resim 6. Kulugkadan ¢ikista Kontrol ve 11 mg/kg FM (F3) grubuna ait civciv-
ler. F3 grubuna ait civcivde parmaklarda kivrilma ve biikiilme goriilmekte.

Resim 7. Kuluckadan ¢ikista 5.5 mg/kg FM (F2) grubuna ait civcivlerin
parmaklarindaki kivrilma ve biikiilmeler.
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Resim 8. Kulugkanin onsekizinci giiniinde 11 mg/kg FM (sol) ve kontrol (sag)
ve grubuna ait embriyolarin vitelliis keseleri. F3 grubundaki embriyonun
vitelliis miktarinin fazla olusu dikkat cekmekte.

kadar intramuskuler olarak giinliik 2, 4 ve 6 mg/kg dozunda
FM enjekte edilen ratlarda hi¢bir teratojenik etkiye rastlan-
mamistir. Bir bagka ¢alismada ise 1.5, 3 ve 6 mg/kg dozunda
oral FM verilmis, en ytliksek doz verilen grubun embriyola-
rinda canli agirlik artis1 ve postnatal donemde yasamalari-
nin dnemli oranda etkilendigi belirtilmistir. Ayrica yiiksek
doz grubundaki embriyolarda kemiklerdeki ossifikasyonda
gecikme insidensi de artmistir EMEA (2000)'da, gebe Yeni
Zelenda tavsanlarinda 3, 9 ve 15 mg/kg dozunda oral olarak
FM uygulanmis, mortalitenin en yiiksek dozda oldugu rapor
edilmistir. 9 mg/kg'lik doz maternotoksisite icin NOEL ola-
rak kabul edilmistir.

Kulugka siiresince yumurtada giinlik agirlhik kaybinin
%0.55-0.70 arasinda olmasi kabul edilebilir sinirlar olarak
belirlenmistir (Mauldin 1993). Bu ¢alismada kontrol grubu
yumurtalarinda kulugka siiresince gerceklesen agirlik ka-
yiplar1 6nerilen oranlara yakindir. Bu durum, bu ¢alismada
saglanan kulucka sartlarinin optimal oldugunu gostermek-
tedir. Kulugka sartlarinin uygunluguna isaret eden bir diger
nokta ise ¢alismada kulugkanin 7., 11., 15. ve 18. glinlerin-
de agilan yumurtalarda hi¢bir islem uygulanmayan kontrol
grubuna ait ortalama canli embriyo agirliklarinin, bu giinler
icin Romanoff (1997)’un bildirdigi degerlere oldukc¢a yakin
olmasidir. Bu ¢alismada 6zellikle embriyonik dénemin 7, 11,
15 ve 18. giinlerinde, kontrol ve FM verilen deney gruplari-
nin rolatif embriyo agirliklar1 ve kulugkadan ¢ikis giinii civ-
civ agirliklar arasinda énemli (P<0.05) farklar tespit edildi
(Tablo 3, 4, Resim 1, 2).

Ayrica FM verilen gruplarda embriyolarin vitelliis kesesi-
nin daha biyiik oldugu, embriyonun vitelliisten yeterince
faydalanamadig1 gortldii (Resim 8). Bu durum, genel viicut
gelisiminde gerilemeye, hayvanlarin iskelet sisteminin geli-
siminin de yavaslamasina sebep oldugu belirlendi. Bu bulgu
ile iligkili olarak etkilenen embriyolarin CRL degerleri de
onemli derecede (P<0.05) diisiik bulundu (Tablo 5). Ayrica
FM'in doza bagh olarak artan oranlarda embriyonik gelisme
geriliginin yani sira farkli yapisal anomalilere neden oldugu
tespit edildi. Bu anomali tipleri arasinda makas gaga, iinilate-
ral anoftalmi, exencephaly, ¢ift gaga ve parmaklarda kivrilma
ve biikiilmeler sik rastlanan anomali tiplerindendir (Resim
3,4,5,6,7,8).
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Oneriler

Sonugta dolli tavuk yumurtalarinin kullanildigi bu ¢alisma-
da, kulugka baslangicinda yumurtalara verilen farkl doz-
larda FM embriyolarin gelisimini olumsuz yonde etkilemis,
iskelet sistemi bozukluklarina ve cesitli malformasyonlara
neden olmustur. Yiiksek mortalite orani veteriner sahada
kullanilan dozda da (2.2 mg/kg) tespit edilmistir. FM’in gebe
hayvanlarda kullanimu ile ilgili calismalar bulunmamaktadir.
Bu nedenle embriyotoksisite ¢alismalari ile elde edilen so-
nuglarin memelilere uygulanmasinda tiir farkliligi karsimiza
¢iksa da biitlin tiirlerde morfogenetik olaylar ve seyirleri or-
tak oldugundan, bu etken maddenin 6zellikle gebe hayvan-
larda kullaniminda kar zarar hesabinin hassasiyetle yapilma-
sinin kritik dneme sahip oldugu sonucuna varilmistir.
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