Vet. Bil. Derg. (2004), 20, 4 : 99-108

YUMURTAYA VERILEN AFLATOKSIN B1'iN ETCIi PILIGLERDE TIBIANIN
PROKSIMAL BUYOUME PLAGININ EMBRIYONiK GELISIMi UZERINDEKI
ETKILERININ BELIRLENMESI*

Yasemin Oznurlu’@ flhami Celik2

Effects of in ovo Administrated Aflatoxin B1 on the Embryonic Development of
Proximal Tibial Growth Plate in Broiler Chickens

Ozet: Bu calismada, yumurtaya verilen aflatoksin B1 (AFB,)'in etgl piliglerde, tibia'nin ve bunun proksimal bayame plaginin
embriyonik gelisimi (zerindeki etkileri histolojik ve histometrik yontemlerle belirlendi. Toplam 1024 adet kulugkalik yumurta;
kontrol, delinip-kapatilan. solvent, 2.5ng AFB¢yumunla, Sng AFB,Aumurta, 7.5ng AFB,Aumura, 10ng AFB,/yumuria,
15ng AFB,yjumuna, 17.5 ng AFB Jyumuna ve 20 ng AFB/yumurta olmak 0zere 10 gruba aynidi. Test soldsyonlan hava
kamaras) yoluyla ve inkiibasyon ancesi enjekte edildi. Inkibasyonun 13, 15, 17, 19. ve 21, ginleriyle, kuluckadan ¢ikigi ta-
kiben birinci ve ikingi haftalarda her gruptan 5’er hayvandan tibia érnekleri alindi. Tibia dmeklen, yumugak dokulari uzak-
lastinidiktan sonra hassas terazide tartldi ve dijital kumpas ile uzunlukdan belidendi. Takiben, nutin histolojik tekniklerle ta-
kipleri yapilarak parafinde bloklandi. Bloklardan alinan 6 pum kainhgndaki kesitler Ggli boyama, hematoksilen-eozin,
Schmorlun pikro-tiyonin metodu, Alizarin red-S ve Von Kossa metotlaryla boyandi. AFB, verilen gruplann ortalama tibia
uzunluklan ve agiklanmin, kontrol, delinip-kapatilan ve solvent gruplanninkiterden dnemli (P<0.05) derecede dligUk oldugu
belirlendi. Aym dokutardan hazifanan preparatlann ik mikroskobik incelemelerde, bayime plakasinda rezerv, profiferalif
ve hipertrofik zonlarin, AFB, venlen gruplarda dnemli derecede (P<0.05) inceldigi; tranzisycnel zonun ise zeflikle 17.5 ng
ve 20 ng/AFB fyumurta gruplannda onemii derecede (P<0.05) geniglemig oldugu dikkati gekti. Yumurtada bulunan
AFBy'in, embriyonun iskelet sisteminin embriyonik gelisimini baskiladigl ve bu etkilerinin ozellikle biyame plakasimn rezerv,
proliferatif ve hipertrofik zontannda belirgin oldugu sonucuna varidi.

Anahtar Kelimeler: Broller, Aflatoksin By, Embriyonik Geligim, Blyime Plag

Summary: In this study, detrimental effects of in ovo given aflatoxin B, (AFB,) on the embryonic development of tibia and
ils proximal growth plate were determined by means of histologic and histometric methods. For this purpose, 1024 eggs of
Hubbard parent stocks were divided into 10 groups, which designed as controls, drilled-sealed group, sclvent group, 2.5
ng AFB,/egg group, 5 ng AFB,/egg group, 7.5 ng AFB,/egg group, 10 ng AFB,/egg group, 15 ng AFB,/egg group, 17.6
ng AF8;/egg group and 20 ng AFB,/egg group. Test solutions were injected via the air-sac at pre-incubation period. Five

eggs from each group were opened at 13rd, 151h, 17th, 19th, 21th day of incubation, and also at 1st and 2nd weeks of post
hatch. At these periods, soft tissues were removed from the tibia, their length was measured with a measured with a digital
callipers and following weighed. The relative tibia weights (g of tibia 100g-1 of embryos and chicks) were calcutated. The
tibial issue samples were processad for routine histological techniques. The results of tibial measurements have revealed
that AFB, treated groups displayed lower mean tibial lengths and weights when compared to the drilled-sealed and solvent

groups (P<0.05). Results of the fight microscopic investigations have showed that both profiferative and hypertrophic zones
significantly (P<0.05) narrowed in all AFB, treated groups whereas, the transitional zone thickened in both 17.5 and 20 ng

AFB, /egg groups when compared o the controls, drilled-sealed and solvent groups. The results have revealed that in ovo
given AFBy at the doses of 17.5 AFB, /egg and 20 ng AFB, /egg might interfere and to cause retardation of embryonic de-
velopment of the skeletal system. The effects are more pronounced in tibia and its proximal growth plate.

Key Words: Broiler, Aflatoxin B4, Embryonic Development, Growth Plate

Girig Ozellikle de A. flavus ve A  parasiticus'un toksik me-
tabolitieridir. Dcgada, yemierde ve yem ham-
Aflatoksinler (AF), Aspergillus cinsi mantarar ve maddelerinde Ureyen Aspergillus tarlerinin Grettigi af-
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iatoksinlerin gok bQylk orani (%75-83) aflatoksin B,
(AFB,)'dir ve aflatoksikozlardan da biyiik oranda bu
aflatoksin sorumludur (Leeson ve ark 1995, Oguz
1997, Oguz ve ark 2000b). Aflatoksinler ve &zellikle
AFB;, kanath sekiérinde yumurta verimini ve damizlik
yumurtalann kulugka randimanini da disirmektedir
(Leeson ve ark 1995, Celik ve ark 2000a).

Gerek memeli hayvanlar ve gerekse de ka-
nathlarda yapilan deneysel galigma (Ellis ve Dipaoclo
1967, Mayura ve ark 1998, Celik ve ark 2000a, Sur ve
Celik 2003) sonuglars, AF'nin ve 6zellikle de AFBy'in
oldukga glgli embriyotoksik etkilerinin oldugunu or-
taya koymaktadir. Kanatllarda, memelilerdeki gibi bir
fotal-matemal iliski bulunmamakla birlikte, yemilerle ali-
nan AFler-belli oranlarda yumuntaya da gegmektedir.
Yapllan hesaplamalar, AFB4'in yemden yumurtaya

gegis oranirin 1/2200-1/2500 arasinda oldugunu or-
taya koymaktadir {(Hamilton 1982). Yumurtaya gegen
AFB1, dzellikle kulugkanin erken donemlerinde yOksek
oranda embriyonik 6lime ya da gelisme geriligine yol
acmaktadir {Cilievici ve ark 1980, Celik ve ark 2000a,
Sur ve Celik 2003).

Et tavugu yetistiricilijinde hayvanlann kisa sirede
kesim adirhidina ulasmalan amaglandigindan; besteme
géneminde ortaya ¢ikan her turd olumsuz faktér ge-
lismeyi engellemekte, verimi ve karili§ diistirmektedir.
Ayrica, besleme slresinin kisa ve bunun sonucu olarak
yem tOketim hizinin da yiksek olmasi nedeniyle,
yemde dUsik dizeyde AF bulunsa bile hayvanlar yik-
sek miktarda AF almaltadr. Aflatoksikozisli et ta-
vuklannda dikkati ¢ceken en belirgin bulgular, yem tu-
ketimi ile canl agrlk kazancinin ve yemden
yaradanma oraninin diasmesidir (Diener ve Davis
1985, Oguz ve Kurtoglu 2000).

AF'lerin iskelet sisteminin geligimi (zerindeki et-
kilerinin belirenmesine yonelik ¢alismalarn biyik go-
gunlugu, besieme doéneminde yapilan yedirme ¢a-
lismalandir. Bu g¢aligmalarda (Huff ve ark 1980,
Maurice ve ark 1983, Wyait ve Jensen 1980, Far-
quharson 1999), yemle distk dozlarda alinan AFB{'in
dahi brojlerlerde kemik dayankih§m azaltig ve k-
riganhdr arttirdigi tespit edilmigtir. Bununla birikte,
AFBin kemik dokusu ve iskelet sisteminin embriyonik
geligimi Uzerindeki etkileri hakkinda yeteri bilgi bu-
lunmamaktadir. Son yillarda yepllan g¢aligmalarda
(Celik ve ark 2000a, Sur 2001}, embriyonik dénemde
maruz kalinan AFBy’in, embriyonik hicreler dzerinde
letal sitotoksik etkisi yaninda bu hocrelerin  di-
feransiyasyonunu bozabilecedi de ileri sOrOImOstir.
Bununla birlikte, yumurtada bulunan AFB,’in, uzun ke-
miklerin embriyonik gelisimi ve bu kemikierin biyOme
plagl Uzerindeki etkileri hakkinda yeteri bilgi bu-
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lunmamaktadir.

Tibia en hizll biylyen ve basinca en fazla maruz
kalan kemiklerden biri oldugundan bunun proksimal bi-
yime plagl, iskelet sisteminde bozukluklara yol agcan
faktdrierden en fazla etkilenen bolgedir. Bu ylzden
tibia, iskelet sisteminin gelisimi ve bozuklannmn be-
lilenmesi amaciyla Uzerinde en fazla galigilan kemiktir.
Tibial bilyime plagindaki kondrositlerin gojalma ve di-
ferensiyasyon hizlari, bu kemigin hem uzama hizini ve
hem de ulagabilecedi uzunlugu belirler. Ozellikle et pi-
ligterinde; tibial diskondroplazi, osteokondrozis, ra-
sitizm, epifiz aynimasi, tibia rotasyonu, tibia btkiimes),
gastroknemius tendonunun yirtiimas) ve kaymasi ol-
gulan sikiikla rastlanan iskelet bozukluklandir. Bu ne-
denle tibianin proksimal blyame plag:, gerek deneysel
calismalarda ve gerekse de iskelet sistemi has-
taliklannin teghisinde 6zel bir Sneme sahiptir (Leterrier
ve Nys 1592).

Biyame plad:, degisik kondrosit tiplerinin se-
killendirdigi farkli hiicre zonlanndan olugur ve her bir
zon, farkll diferensiyasyon evrelerindeki kikirdak hic-
relerini barindinr (Germiller ve Goldstein 1997). Orth
(1999), kanathlann tbial blyime plaginda, me-
melilerdeki rezerv zona kargilik gelen dinlenme fa-
zindaki hiicrelerin olusturdugu zon, proliferatif zon, ve
hipertrofik zon olmak Gzere 3 zonun bulundugunu bil-
dirmigse de ¢ogu aragtinc {Haynes ve ark 1985, Leach
ve Gay 1987, Gemniller ve Goldstein 1997, Far-
quharson ve Jefferies 2000), proliferatif zon ile hi-
pertrofik zon arasinda belirgin bir tranzisyonel zonun
bulundugunu da ifade etmektedifer. Blylime pla-
gindaki hicrelerin olgunlagmasi, kanath ve memeli tir-
lerinin her ikisinde de dlzenli bir sira halinde ger-
geklesmekle birlikie; kanathlardaki kondrosit sttunlar
daha uzun olup, nispeten daha dizensiz dizilmis olan
hicre sttunlarindan meydana gelmektedir (Kember ve
ark 1990).

Memelilerde uzun kemiklerin uzama hizlarn, bu-
yume plagdinin hipertrofik zonundaki kondrositlerin pro-
liferasyon hizlanndaki ve hacimlerindeki artiglarla be-
lidendigi  halde; kanatllarda, proliferatif  zon
kondrositlerinin bolinme ve biyiime hizlan tarafindan
belinenmektedir (Kember ve ark 1980, Germilier ve
Goldstein 1997, Farguharson ve Jefferies 2000).

Boyume plagl zonlanndaki kondrositier belirdi di-
feransiyasyon asamalan gegirerek bir sonraki zonu
olusturmakta ve hipertrofiye olan hiicrelerden en alt
katmandakileri programli  hicre olimo  ile  yiI-
kimlanmaktadidar {Erenpreisa ve Roach 1988, Orth
1999). Hacre diferansiyasyonunu ve programli hiicre
Sumina aksatans hernangi bir faktdr, bOylme plag
zonlannin geniglemesine yo! agabilmektedir. Bu du-
rumda da agirigs tagiyamayan tiviada 6nemli yapisal ve
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fonksiyonel bozukiukiar ortaya ¢ikabilmekiedir.

Bu calsmada, yumurtaya 2.5ng AFB/yumuna,
5ng AFB.Ayumurta, 7.5ng AFB /yumurta, 10ng AFB,/
yumurta, 15ng AFB,/yumurta, 17.5 ng AFB,/yumurta
ve 20 ng AFB,/yumunta doztannda verilen AFB'in, ku-
luckarin farkli ddnemlerindeki embriyo aginiklan ve ku-
lucka sonras itk iki hafta siresince civeiv agirtklan ile
tibianin proksimal birylme plakasindakf kondrosit zon-
lanmin geniglikleri Gzerindeki etkilesi, 1s1k mikroskobik
duzeyde belirlenmistir.

Materyal ve Metot

Yumurta materyal:: Bu amagla, yemlerinde di-
zenli olarak aflatoksin kontrolleri yapilan ve Slgalebilir
dizeyde (<1 ppb) aflatoksin icermeyen yemie bes-
lenen Hubboard irki broiler anaglara ait 1024 adet ku-
luckalik yumurta kullanilg:.

Aflatoksin B1 solusyonlannin hazidanmasi: Ga-
lismada, kristalze haldeki saf aflatoksin By (AFB,)

standards (Makor Chemical Co., Jerussalem, Israel)
kullanid.

Kristalze haldeki saf AFB¢, benzende ¢dz-
darlilerek 20 pg/mL AFB, iceren stok solusyon ha-
zirlandi. Bu solsyondan, ¢aligmada kullamlacak olan
her grup igin gereken AFB,; miktarni igeren ha-
cimlerdeki ¢ozeltiler farkli tiplere aktanlds. Tapler adiz-
lan agtk halde karanhkta bekletilerek benzen ta-
mamen uguruldu. Tdplere, 6nceden hesaplanarak
belirlenen hacimlerde %99.9'uk etil alkol ilave edildi
ve dipteki AFB, tamamen ¢ozduriildi. Takiben, her
yumurlaya enjekle edilen 20 pl'sinde gerekli ofan
AF8B, miktann iceren ve etil alkol konsantrasyonu da
%30 olan test sollsyonlannin hazidanmasi amaciyla
her gigeye yeterli hacimde steril bidistile su ilave edildi.

Test solosyonlannin, AFB, konsantrasyonlan, standart
alominyum plakalar (Merck) kullanilarak Ince Tabaka
Kromatografisi (Thin Layer Chromotography, TLC) ve
Floresans Spektrofotometre (Camag M. Basel, Swil-
zerland; emisyon dalga boyu 425 nm, eksitasyon dalga
boyu 365 nm) ile kontrol edildi. Galisma solGsyonlan
bulunan tipler aliminyum folyo ile sarlarak, kul-
lanilincaya kadar buzdolabinda (+4 °C'de) muhafaza
editdi.

Deney gruplannin olusturulmasi ve AFB,; so-
lasyontannin yuomurtalara enjeksiyonu: Bu ¢alismada
kullanilan yumurtalar, &zellikteri Tablo 1'de verilen 10
ayn gruba aynldi.

Enjeksiyon isleminden 6nce yurnurtalar hassas fe-
razi (Sartorius, PT 120) ile tarhldi ve takiben kit uglan
%396k etil alkolle dezenfeide edildi. TOm enjeksiyonlar
hava kamaras! yoluyla ve kufugka baglangtcinda ger-
geklestirildi. Delikler 6zel yumurta delicisi ile agildr ve
enjeksiyonu takiben hemen sivi parafinle kapatildi. En-
jeksiyonlar steril uglu mikropipetle (Sealpette, Jencons.
Finland) gergeklestirildi. Kulugka iglemleri, S.U. Ve-
teriner Fakiitesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim
Dalindaki 2000 yumurta kapasiteli kulugka ma-
kinesinde (Gostyn, Poland), optimal kogullarda (37.8°C
sicaklik ve % B60-84 nispi nem ve gunde en az 4 kez
cevirme) gergeklestirildi.

Yumurtalann agiimas: ve doku émeklerinin alin-
masi: Bilylime plaginin embriyonik  gelisimini in-
celemek amaciyla kulugkamn 13, 15, 17 ve 19. gin-
lerinde, her gruptan S'er yumurta, tararmi takiben agilar.
Embriyonlk  geligim ddnemleri  Hamburger-Hamilton
(1951) skalasina gdre belidendi ve takiben embriyolar
hassas teraziyle tartildl. Embriyo agiriklan ve yumurta
adiikian verileri kullantdarak rélatif embriyo agiriklan
(embryo aginige-yumurta agifigr X 100) hesaplandi.

Tablo 1. Calismada olusturulan gruplar ve bu gruplardaki yurnunalara uygulanan iglemler

Gruplar Yumurtalara uygutanan islem (Test soliisyonu hacmi 20 pL'dir}
Kontrol, n=74 Higbir iglem uygulanmad).

Delinip-kapablan, n=75 Delip-kapatma

Solvent, n=85 %30 ETOH enjeksiyonu

2.5 ng AFB,, n=90 2.5 ng AFB, enjeksiyonu

5ng AFB;, n=9% S ng AFB, enjeksiyonu

7.5 ng AFB, n=95 7.5 ng AFB, enjeksiyonu

10 ng AFB4, n=100 10 ng AFB, enjeksiyonu

15 ng AFBy, n=110 15 ng AFB, enjeksiyonu

17.5 ng AFB;, n=150 17.5 ng AFB, enjeksiyonu

20 ng AFB,, n=150 20 ng AFB, enjeksiyonu




OZNURLU, CEL{K

Histolojik ve morfornetrik incelemetler igin her hayvarun
sag ve sof tibialan alind.. Kemikler, yumusak dokular
uzaklagtinldiktan sonra hassas teraziyle tartildi ve dijital
kumpasla (Electronic Digital Caliper, 0-150 mm, +0.01
mm hassasiyetli) boylan &l¢licu.

Kulugkadan ¢ikigin ilk giininde ve kulugkadan gi-
kil lakip eden 1. hafta ile 2. hafta sonunda her grup-
tan S'er hayvanin sag ve sol tibialan alindi. Bu ke-
miklere de embriyonik dénemde alinan kemiklere
uygulanan iglemler uygulandi.

Genel histolojik yapinin belirenmesi amaciyla; ali-
nan tibialann birer tanesi fosfat tamponlu (0.1 M, pH
7.4) formal-salin sollisyonunda tespit edildikten sonra
% S'lik nitrik asit solisyonunda dekalsifiye edildi. Doku
omekleri; bilinen histolojik yéntemlerle yikama, de-
hidrasyon ve parlatma islemierini takiben parafinde
bloklandi. Bloklardan alnan 6 pm kalinligindaki kesitler
Crossmon'un Ugll boyast (Culling ve ark 1985), he-
matoksilen-eozin (Culling ve ark 1985), Schmorl'un
pikro-tiyonin metodu (Stevens ve ark 1990) me-
toflanyla boyandi. Her hayvanin ikinci tibiasi ise Ali-
zarin red-S (Stevens 1990) ve von Kossa (Stevens ve
ark 1990 ) boyama ydntemleriyle boyandi.

Hazirlanan preparatlar Leitz Laborux-12 model
aragtima mikroskobunda incelenerek, blyime pla-
kasindaki zonlarin geniglikleri, dis ve ig lateral balgeler

Kontrol

ile orta hatta olmak Uzere ug¢ ayn bdigede ¢izgisel oku-
ler mikrometre ile élglldl. Gerekli gbrilen bbéigelerin
fotograflan, DS-5M dijital kamera ve DS-L1 kamera
kontrol (nitesiyle donatilan Nikon E-400 model mik-
roskopla gekildi.

Istatistiksel analizler: Elde edilen sayisal veriler
One-Way Anova testi (SPSS 8.0, 1997) ile analiz edi-
ferek gruptar arasi farkiarin nem dereceleri belirendi.

Bulgular

Rélatit Embriyo Agifiklar: Kulugkarin  farkll dé-
nemlerinde tespit edilen ortalama rélatif embriye agir-
iklan ve kulugka sonrasi ortalama civciv adiniklan
Tablo 2' de verilmigtir. AFBy verilen gruplarin rélatif
embriyo adirfiklar; kulugka ddnemi boyunca, kontrol,
delinip-kapatilan ve solvent gruplanninkilerden énemli
derecede (P<0.05, Tablo 2) dulgtk bulunmugtur. Ku-
Jugkadan ¢ikis gUnU ve takip eden 1. haftada, AFB;
verilen gruplann canli agifik ortalamatan da kontrol
gruplannkinden énemli derecede (P<0.05, Tablo 2)
disik ise de, AFB1 verilen gruplar arasindaki farklar
énemsizdi (P>0.05, Tablo 2).

Tibia'dan Elde Edilen Bulgular: Gruplarin, tibia
uzunluklan ile tibia agirikian Tablo 3 ve 4'te verilmigtir.
AFB1 verien gruplarda tibia uzunlugu ile agirhi§inin
6nemli derecede (P<0.05) diislUk oldugu (Tablo 3 ve

20 ng AFB,

Sekil 1. Kulugkanin on besinci giniinde kontrol ve 20 ng AFB,/yumuna grubuna ait embriyolann tibialan gbrilmekte
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Kontrol 20 ng AFB;

Sekil 3. Kulugkanin on dokuzuncu giininde 5 ng AFB,/yumurta grubuna ait bir embriyonun tibia kesiti. Tibia'nin epifizeyal bélgesi

(1) ile boyame plaginin profiferatif (2) ve tranzisyonel zonlanna (3) ve invaze olan damar kesitleri {4, 5, 6) gorilmektedir. He-
matoksilen-Eosin, Bar: 129,50 pm.

103




OZNURLU. CELIK

6? % L] -
» a JAYE f 4 =
Sekil 4. Kulugkadan gikigin ilk glinGnde sofvent grubuna ait bir civcivin tibia kesiti . Blydme plaginda embriyonik ddnem boyunca
gbzlenmeyen razerv zon (2) ile proliferatif zon (3), tranzisyone) zon (4), epifiz Jakirdadi (1) ve biyiime plakasina invaze olan epi-
fizeyal bir damar kesiti (5) izlenmektedir. Hematoksilen-Eozin, Bar: 167,88 um.

4), ayni zamanda bu hayvanlarda iskelet sisteminin donem boyunca biyume plaginin rezerv zon digindaki
genel geligiminin de baskilanmig oldugu dikkati ¢ek- bitiin kondrosit zonlan belirgin olarak ayirt edilirken
miglir (Sekil 1 ve 2). (Sekil 3); rezerv zon, kulugkadan ¢ikigin ik giintinden

Isi«  mikroskoblk incelemelerde, embriyonik itibaren bellrgin bir bélge halinde gézlenmistir (Sekil 4).

Tablo 2. Kulugka ddnemi ve kulugka sonrasi dénemin farkll glin ve haftatannda tespit edilen ortalama rdlatif embriyo aginiklan ile
ortalama civciv agiriklarn (g)

Gruplam=5 13.gUn (xxSs)  15.g0n (xASs) 17, gin (x+Ss) 19, giin {x£Ss) 21.g0npSs) 1. hafta (xSs) 2 hafta(x+Ss)
Kontrol 15,14x1,4a  27,13+0,9a 38,23+0,8a 49,38+1,2a 50,70t1,1a 62,55+4.3a 81,10£10.6
Delinip-kapatilan 13,9120,9b  252420,1b  34,5440,5b 48,27+1,4a 50,18+1,5ab  61,004£0,3a 79,6313,5
Solvent-konlrol  12,7530,2c  25,4710,2b 35,1540,1b  43,44:+2,0bc 49,79+0,7abc  59,7944,2ab 78,2118,3
2.5 ng AFB, 12,2640,1cd  22,76+0,8¢ 30,2410,9¢  45,4510,8b 49,68+0,3 abc 55,4040,9ab 74,1244 4
S ng AFB, 11,4620,1d  21,64+0,8cd 27,5240,8de 41,54+2/1¢c 49,72+1,8abc  57,09+4,8ab  72,1316,6
7.5 ng AFB, 11,7940,5d 21,63:0,9cd 26,76+1,5de 41,28+2,500 48,14+0,4bcd 56,22+68ab  71,47x13,8
10 ng AFB, 11,42402d  20,61%1,2d  29,19+1,0cd 44,0610,6b 48,0610,3bcd  52,51+4,3b 66.8246,7
15 ng AFB, 7.89+02e  16,1112,6f 26,2540,1ef 39,0940,0d8  48,05+0,3bcd  43,56£2,5¢ 68,7120,5
17.50g AFB; B8,58+02e 18.2410,4e 24,0040,7f 37,2440,2¢e 47,6540,5cd  43,3240,7c 67,18x2,2
20 ng AFB; 6,93+0,71  1641x1,20  1726457g 327743051  46,71+0,5d

a-g Ayni siitunda farkli harfle ifade edilen degerter arasindaki farklar snemfi iken (P<0,05); ayni harflere ifade edilen degerler ara-
sindaki faridar onemsizdir (P>0,05).
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Tablo 3. Kulugkarin farkh dénemlerinde tespit edilen ortalama tibia uzuniuklan (mm).

-

«

*

®

GruplarN=5 13, giin (xSs) 15.q0n (Ss)  17.gGn (xtSs)  19.¢On (xtSs)  21.g9dn (x+Ss)  1.hafta(xtSs)  2.hafta {x+Ss)
Kontrol 1435£02a 19861058 2356+0,72 27,82+1,32  31,09*x1,32 3633+1,1a  45,0040,02
Delinip-kapatilan 14,18+0,53b  19,68+0,38b 2385+0,328 27613092 2045406> 35861058 43,6643,280
Solvent-kontrol  13,3840,3abc  18,23+0,3bc 224110680  27,2241,52 28,35+0,7bcd  35,0040,08b¢  41,66:+2,82bC
2.5ng AFB4 13,3440,32bc 17,91 x0,80d 22,07+0,92bc 2§ 35+0,18  20,1040,56¢  34,00+1,70¢  40,00£2,00C
5 ng AFB4 12,40+1,3cde 17,665+ 0,30d 2226+0,3ab¢  26,78+0,62a  29,19304bc  36,66+1,12  42,0010,08b¢
75ngAFBy  1250+1,6¢d  17,0912,2cdet 20,84+0,1bc  26,8440,62  28,13+0,5bcd  36,00+1,08  39,66+1,5b0¢
10 ng AFBy4 12,8940,86¢  17,39104cde 229242 1ab  26,6940,328  27,73+1,5cd  36,33+0,52  39,00+4,3¢
15 ng AFB 11,98%+1,1¢cde 1552+ 1,8]  17,53+3,18  254440,32 26,9681+1,80  333621,1C 34,660,508
175ngAFBy  11,43%1,3de 16,51 +0,8def 199810,9c 25421038 27,01x0,3d  33,00+1¢ 34,6610,5d
- 20 ng AFBy 11,01+ 0,40 15,82+1,680  1473+3,00  21,0824,40 27,8520,8¢d

>

a-f Ayni siitunda farkl harfle ifade edilen degerler arasindaki farklar dnemli iken (P<0,05); ayni harflerle ifade edilen degerter ara-
sindaki farklar dnemsizdir (P>0,05).

Tablo 4. Kulugkanin faridi dénemlerinde ve kulugka sonrasi tespit edilen ortalama tibia agiikdar (g)

Gruplar n=5 13. gin (xSs) 15.90n (x+8s)  17.gin (xtSs)  19.g0n (xtSs)  21.g0n (x+8s) 1. hafta (xtSs) 2 haita (x+Ss)
Kontrol 0,04810,0042 0,13+0,0132 0,2340,018a 0,37+0,0448 0,4510,0692 0,67+0,032a 0,91+0,0662
Definip-kapatilan 0,048+0,0082 0,13+0,018  0,21+0,010ab 0,35+0,0042 0,38+0,035° (,6310,0602 0,900,043
Solvent-kontrol  0,04640,00830 0,10 £0,020¢ 0,20 +0,028bc 0,30+ 0,0550 0,33+0,084bC 0,6440,0102  0,8640,06620
25ngAFBy  0,0460,0138b 0,12£0,0042b 0,18 £0,015¢cd 0,29+0,0330 0,3240,0100d 0,64+0,0402  0,8240,10683b
5 ng AFB4 0,04040,001ab¢ 0,08+ 0,007¢de 0,21+ 0,0078bc 0 28+0,0250 0,3240,01508  0,6240,0208  0,79+0,0102b
75ngAFBy  0,046+0,0058b 0,09%0,02¢d 0,180,016 0,30+0,021b 0,3120,037¢d  0,55+0,005b  0,80+0,0832b
10 ng AFBj 0,086 +,0118b¢ 0,07 +0,004def 0,18 £0,019¢d 0,30 £0,021b 0,3240,010d  0,5640,065b  0,740,1430
15 ng AFB4 0,040+0,007ab¢ 0,07 +0,02¢f  0,13+0,025¢ 0,26 £0,038b 0,29+0,039%d 0,50+0,0106¢ 0,58+0,005¢
17.5ng AFBy  0,034+0,0116¢ 0,08 +0,0089¢f 0,16 +0,0070e 0,28 +0,0310  0,2840,020¢d  0,48+0,005¢  0,58+0,05¢
20 ng AFB; 0,032+0,004¢ 0,06+0,01f  0,09+0,035 021£0,084c 0,25+0,011d

£

-

-

-

+

*

a-f Ayt situnda farkh hasfle ifade editen dederler arastndaki farklar dnemili iken (P<0,05), ayn harflerle ifade edilen degerer ara-
sindaki farklar dnemsizdir (P>0,05).

Kulugkanin ve kulugkadan cikisin

farkli

do-

nemlerinde, buyime plaginda tespit edilen hicre
zonu geniglikleri Tablo 5 ve 6'da verilmigtir. Sonuglar,
AFB, verilen gruplarda rezerv zon, proliferatif zon ve
hipertrofik zonun énemli derecede (P<0.05, Tablo 5,
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6) daralmis oldugunu; buna karsilik tranzisyonet zonun,
Ozellikie yiksek doz gruplarinda (17.5 ng ve 20 ng/
AFByyumurta) daha fazla olmak Uzere 6nemli de-
recede (P<0.05, Tablo 5, 6) genisledigini ortaya koy-

maktadir.
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Tablo 5. Kulugkanin faridi donemlerinde proksimal tibial blylime piakasindaki hicre zonu geniglilden (Lum)

Sg}ﬁr 13. gin (X2Ss) 15. gin (X+Ss) 17, gin (X4Ss) 19. gitn (X45s)
hcr'-:u Proit 200 TRAsSzon  Hpeitzon Prolf. zon Tanrszon  Hpetdaon Prod. 2on Tmrgszon  Hpaizon Pt 2on Traer@szon  Hipedzon
:;fm TSR 2UA PS8 70046122 TBSEP  27A0HmS 71eNsi 2 SO AO0IDREE TSHIEP S0RE9D 511842147
f:::‘ 6764330 S141545D  25042R28 T2 65411 2500428079 E72+15880 GHHO6TY  N0HEO4TE GE0E0E  Sar84b  SIEeERe
ig? BIOZIAIE 4003264° 1BIT2RB  6042746P  678:3504° 2200328258 7001308 BB  20EOHRERC @IS0 TG 477056200
iFn;, SQ4IB1IC 43112 2711768 S5A4496%0 6301058 2410+32090bed 55046120 6725210 31A0E0C SH4IROP JUS0P 464015504
lsian? SeR422 8¢ S16423.00 268044218 63690 61134 200051a4NM 65246908 TRE20  IORTBFE  SMUP207E 550456560 48501705 FD
;?:g? SEAIB10F  BALDDP 242024286 400114319 4012870 18300476490  568+154.4° BO0X1E8.0P 266056244 572018200 57R406D 5402007
:1;? SILBETC 48035700 272045002  SQ4E4BD  GEMSIE 197015142008 GO4564P 6541364  GO0OHIZ24F¢  A74318.0¢0 900B21a 52004235
g’@ SOMETYF  SOABI0P 263034738  384150.1¢ AOL20AM0  21504360.7°b  2404(15.5P 8296 17306101340 42002170 7024481 4RIOA7AID
i?r;? 312415810 B4R 217051648 412443 GRI0P 240452720k 350453 5 9264421 23064187500 37421849 75812670 356001748
§72-:?s.s¢ ‘.37&1675 2250£435.6 3&1712“ !.H&\STJ‘ 1257600 gsmleaob !ﬁw :77&11377.\“ Emmad* g?&:lsaoﬂ ?aomm.sc

a-n: Aymi situnda farkdl harfe fade edilen deferierarasindala ardar Enemii iken (P<0.06).0yn harflerds ifade edien degardemmmasindakd fangar dnemsizie (P>0,05).

Profil. zon: Profiferatif Zon, Tranzis. zon: Tranzisyonel Zon, Hipert zon: Hiperrolik Zan

Tablo 6. Kulugka sonrasi farkd donemlerde tibial bltydme plaginda tespit ediien kondrosit zonlan geniglikden (Lum})

Gruplar
N=5 21. gGn (X4SD) 1. nafa (X2SD) 2 nafta 0SD)

Raz.zon Prolzon Transis zon Rezzon Prol.zon Transls zon Rezzons Pt zona Transs zone Rer zone
Koth'ttlpi 49+5.043 856208618 898+116.7 9 4945 42 556+86. 12 B9BH116.7¢ 4945 .48 55648812 8968+116.7 ¢ 4915 .43
E:D:Iﬁ;n 4955042  422M71b  886¥R500 491548 4224471 BARIASOC 491542 422447.10  BA&4B50°C 491548
;}ﬁ?" 40£10P 42812280  876390.3¢ 40:10.00 428+228° A76:98.3¢ 40210.0P 4281228 B76+96.3° 40£10.0°
A.F;g 3985  385:A57°C 13881242150 3948 5D 385£35,75¢  13863242.1%0  39+85P 385£35.70¢  13863242.15¢  304R5P
irn& 304890 2B23I27OC 13804236.15¢  39:8.95 382432750 1380%235.15°  3948.9° 38243270 {380£236.10%¢  3948.9P
I\':; 19 34154°  3481356%9  1380+57.0%¢ 341540 2483560 1360457.0P¢  415.4b 348135600 1380457.0P¢  3415.45b
;1\?:3? 343540 200226481 1530£170.80 344540 200426481 1530%170.8° 34354 200406.481  1530x170.80 343540
L?é? EHS50 3404380690 1510£574.8Y  36680:098.45C 4419 50525.0 2A7.604.0P  G1£1.000 5233332518 970+31.2b
ésa\ng 32e278¢ 312121.6%! 7561008590  33402207.3% 401079 450430.0/ 1024.664258 50.8311.00  516.66%152°  1235.661180.52
m;? 25450¢  2762207(  22004153.18 23104173149 Befrenmed Belidenmedi  Befidenmedi  Belifenmedi  Belidenmadi  Befidenmedi

a-h: Aym siitunda farkh harfle dade edilen degederarasindaki faridar Sremili kken (P<0,05)-aym harflerie ifade edilen degenerarasindaki farklar Gnemsizdir (P>0.05).
Rez zon: Rezarv Zon, Proti. zorc Proliferatif Zon, Tranzis. zon: TranZisyenel Zon

Tartisma ve Sonug

Gerek yedirme denemeleri ve gerekse de saha

taramalan  sonuglan,

yemle alhnan aflatoksinlenn

onemli bir kisminin kanath dokulanna ve yumurtaya
gegtigini (Agagdelen ve Acet 1993, Aldemir 1992, Ja-
cobson ve Wiseman 1974, Trucksess ve ark 1983,
Sudhakar 1992, Oliveira ve ark 2000) ve gegis ora-
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nintn da  1/2200-1/2500 arasinda oldugunu gos-
termektedir (Hamilton 1982). Tarim, Orman ve Koy i§-
leri Bakanligi'mn konuyia ilgili teblig (1997) ile dl-
kemizde karma yemlerde bulunmasina izin verilen fotal
aflatoksin dGzeyinin 50 mg/kyg (50 ppb) yem ve AFB,
dauzeyinin de 20 mg/kg yem (20 ppb} oldugu bil-
dirilmigtir. Bununla bidikle, yem hammaddeleri ile yem-
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lerde yapitan tarama sonuglan, bu kanuni sininn sik-
Iikda asildigini gostermektedir. Elgi tavukiann yem-
lerinde yapilan tarama sonuglar (Kaya ve ark 1990,
Nizamlioglu 1996, Oguz ve Kurtoglu 2000), AF di-
zeyinin 5-100 mg/kg yem (5-100 pbb) arasinda de-
gistigini, cogunlukia da 50 mg/kg'in (50 ppb) alinda ol-
dugunu gostermektedir. Bakanhdin befidedigi sinir
deger dikkate alinarak, ginde 130 gr yem tukelerek
gin asin yumurtladi@ varsayilan bir tavugun yu-
murtasinda bulunmasl muhtemel olan AFB; mik-
tannin 2.6 ng oldugu hesaplanmigtir (Hamiiton 1982,
Celik ve ark 2000a). Yumustaya gegen aflatoksinlerin
byik ¢cogunlugunu AFB,'in aktif metobolitierinin ofug-
furdugu dikkate alindiginda, olayin ciddiyeti ant-
makiadir.

Bu ¢ahsmada, AFB, veriten gruplarda rolatif civ-
. civ afiriklannda olugan disGslerin de gosterdigi gibi,
ortaya ¢ikan genel gelisme geriliginin bir sonucu ola-
rak, iskeletin gelisimi de aksamis ve tiblanin agirik ve
uzunlugunda dnemli ddsisler meydana gelmistir. Ti-
bianin proksimal biylime plagl Uzerinde yapilan his-
tolojik olgim sonuglan da, AFBy verilen deney grup-
larinda, hem kemigin uzamasini saglayan proliferatif
zonun ve hem de hipertrofik zonun daraldigim; aksine,
tranzisyone! zonun genisledigini gostermektedir. Bu
histolojik bulgular, ézellikle brollererde oldukga sik gé-
rilen ve dnemli ekonomik kayiplara nedsn olan tibial
diskondroplazide (TD) proksimal buyime plaginda
olugan lezyonlann histolojik  gérindmune oldukga
benzemekiedir. Hargest ve ark (1985), Rennie ve ark
(1993), Farquharson (1999) ile Farquharson ve Jet-
feries (2000) de, tibianin proksimal biyime plaginda
sekillenen TD lezyonunun, lranzisyonel 2onu olus-
turan prehipertrofik kondrositlerin artigt ile karakterize
oldugunu bildirmiglerdir. Bu aragtincilar (Hargest ve
ark 1985, Rennie ve ark 1993, Farquharson 1899,
Farquharson ve Jefferies 2000), biyime plagindaki
bu olgunlagmarmis kondrosit binkiminin, normal kond-
rositlerin farklilagma sirecinde meydana gelen bir ak-
samadan kaynakianabilecegini ilen sirmslerdir.

AFB,'in tibianin proksimal bGydme plags ve 6zel-
likie buradaki kondrositlerin hlicre kinetigi Gzerindeki
etkileri hakkinda yetertt bilgi bulunmamakia biriitde; ku-
lugkadan gikigtan sonraki besleme ddneminde yemle
alnan AFlerin, kanatllann kemik gelisimi Gzerinde
onemli zararh etkilerinin oldufu bilinmekiedir (Far-
quharson 1999). DUsik dozlarda alinan AFB, bile ke-
miklerin dayanikibdini azalthgindan, etkilenen etgi pi-
liglenin kemik kiniganlikian artmaktadi (Maurice ve ark
1983, Wyatl ve Jensen 1930, Farquharson 1999). Bu
durum, muhtemelen AFB/’in, kemigin organik mat-
riksini olusturan proteinlerin  sentezini bloke et-
mesinden kaynaklanmaidadir. Zira, AFB,'in neden ol-
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duju karaciger hasan ve nikleoproteinler ve nukleik
asitlerle hizia tepkimeye girerek protein sentezini bloke
etti§i iyi bilinmektedir (Hsieh ve ark 1977, Neldon-Oniz
ve Qureshi 1992). Bu etkisine bagl olarak kemik do-
kunun organik matrks proteinlerinin  ve  mi-
neralizasyonu kontrol eden enzimlerin sentezi ak-
sayabilir, Bayume plaginin embriyonik geligimi Gzerinde
gbzlenen etkisi ise AFB, molekdlinin, diger etkileri ya-
ninda, plagr olugturan kondrositlerin diteransiyasyonu
Gzerindeki zararh etkilerinden kaynaklanabilir. Nitekim,
daha 6nce yapilan ¢alismalarda, (Gelik ve ark 20003,
Sur ve Celik 2003) orta dozda AFB, verilen yu-
murntalarda geligen embiiyolarda, blastodemnin area
pellucidasinin diga dogru frikdasmasiyla karakterize
olan bir anomali tespit etmigler ve bunun dogal form-
daki AFB, molekilinin, embryonik hicreferin di-
feransiyasyonunu bozmasindan kaynaklanabilecegini
ileri sirmiiglerdir. Yumurtada bulunan AFBy'in, emb-
riyonik dénem ve sonraki gelisme déneminde, gogdalma
ve diferansiyasyon olaylan ile apoptozisin yegun bir bi-
¢imde gerceklestigi buyGme plagindaki kondrositlerin
diferansiyasyonunu bozmasi kuwvetle muhtermneldir.
Plagi olugturan kondrositlerin hijcre kinetikleri ve bu-
radaki apoplozis Uzerinde yapilacak otan ileri ¢a-
lismalar, konu Gzerinde daha detayh bilgilerin elde edil-
mesini saglayacaktir.

Elde edilen bulgulara dayanilarak; yumurtada
embriyotoksik dozlann aftindaki dizeylerde bulunan
AFB,'in, diger etkilen yaninda tibiamn blyime pla-
gindaki  kondrosillerin  diferansiyasyonlannda  ak-
sakliklara yol agabilece@i ve bunun sonucunda da
kondrosit zonlarinin genigliklerinin de8igtigi ve bu du-
rumun da gerek embriyonik ve gerekse de kulugkadan
¢ikigtan sonraki besleme déneminde iskelet sisterninin
gelisimini olumsuz ydnde etkileyebilecell sonucuna va-
nirmighir.
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