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1. GIRiS

Kanathi yem ham maddeleri ve yemlerinin uygun olmayan kosullarda depolanmasinin
ortaya ¢ikardigt 6nemli sorunlardan biri, bunlarda iireyen kiiflerin iirettikleri mikotoksinlerin
neden olduklar1 toksikasyonlardir. Yem ve yem ham maddelerinde en sik ve en fazla oranda
tespit edilen mikotoksinler, Aspergillus cinsi kiiflerin sentezledigi metabolitler olan
aflatoksinlerdir (AF). Bunlarin da en sik oranda rastlamlani ve en toksik olan aflatoksin B,
(AFB;) dir. Gidalarin, yemlerin ve yem ham maddelerinin bozulmalarina sebep olan
aflatoksinler ve Gzellikle AFB,, yem Kkalitesini diistirmeleri yaninda, kanath sektoriinde
yumurta verimini ve damiziik yumurtalarin kulugka randimanmini ditsiirmektedir. Ayrica, belli
oranlarda yumurtaya gecen AFB,, civcivlerin normal embriyonik gelisimlerini olumsuz yonde
etkilemesi yaminda, immiin sistemi de baskilamakta ve etkilenen hayvanlarin iskelet sistemleri
de zayif gelismektedir. Dolayistyla boyle hayvanlardan istenilen verim diizeyine ulagmak

miimkiin olmadigindan, karhlik olumsuz ysnde etkilennftktedir.

Hem memeliler ve hem de kanatlilarda mezenkimden koken alan kemik dokusu,
viicudu destekleme, sekillendirme, koruma, Ca ve P iyonu i¢in depolama gérevi yapma ve
kemik iligini barindirma gibi 6nemli fonksiyonlara sahiptir. Kanathilarda embriyonik dénemin
erken evrelerinde ekstremite tomurcuklarinin merkezi bolgelerine dogru mezenkimal
hiicrelerin gogli baslamakta ve buralarda kemikler subperiostal kemiklesme yoluyla
gelismektedir. Ekstremite kemiklerinin oncelikle hiyalin kikirdak modelleri olusmakta ve
kikirdak doku tedricen kemik dokuya déniismektedir. Ancak kemiklesme, enkondral yolla
degil, subperiostal yblla gerceklesmekte ve kikirdak modelin ylizeyinde, kemigin diyafizini
olusturacak bolgesinde baglamaktadir. Kemiklesmenin ilerlemesiyle, kemigin proksimal ve
distal uglarinda koni bi¢imli kikirdak dokusu, embriyonik yasam boyunca ve kulugka sonrasi
5-7. giine kadar mineralize olmadan varhgim siirdiirmektedir. Kemigin epifizi ile metafizi
arasindaki bu kikirdak kiitlesi “biiyiime plakasi” olarak isimlendirilmektedir. Kemigin boyuna
(longitudinal) = biiylimesini saglayan bilylime plakasi, degisik kondrosit tiplerinin
sekillendirdigi, farkli zonlarin bir araya gelmesiyle organize olmus bir yapidir. Plakadaki her
zon, kondrositlerin diferensiyasyon siirecinin farkhi bir evresine karsilik gelmektedir.
Memelilerde bu kondrosit zonlar1 diizenli iken, kanathlarda hiicre siitunlari daha uzun ve

nispeten daha diizensiz bir tertiplenme ggsterir.

Broiler yetistiriciligi, kanatli sektoriinde son yillarda biliylk Onem kazanmis ve

ilkemizin hayvancilik ekonomisinde 6nemli bir yere sahip olmustur. Kisa siirede kesim



agirhgina ulasan bu hayvanlar, bu dénem igerisinde bol miktarda yem tiiketmekte; bu durum
da daha yiiksek miktarda mikotoksin alinmasina neden olmaktadwr. Damizhik tavuklarin
yemlerinde bulunan ve yumurtaya gecen mikotoksinler ve o6zellikle de AFB,,
embriyotoksisiteye neden olmalar1 yaninda embriyonun kemik gelisimini de olumsuz yonde
etkilemekte, gikan civcivlerin iskelet sistemlerinde gelisme geriligi ortaya ¢ikmaktadr. Hizli
bir bliylime siirecine giren civcivlerin  zayif olan kemikleri, hizla artan viicut agrhgni

tastyamaz hale gelmektedir.

Sonug olarak; olusan iskelet sistemi bozukluklarina bagli olarak ortaya ¢ikan gesitli
deformasyonlarla kirik ve yaralanmalar, hayvanlarin yemden vyararlanma oranlarmi
diigirmelerinin yam sira, et verimi ve et kalitesini diisiirerek 6nemli ekonomik kayiplara
neden olmaktadir. Bu iskelet sistemi bozukluklarindan biri olan tibial diskondroplazi (TD),
heniiz etyovlojisi tamamen aydinlatilamamis ve broiler yetistiriciliginde 6nemli kayiplara yol
acan bir hastabiktir. Hastalik, heniiz aydinlatilamamis olan nedenlerle tibianin biiylime
plakasindaki avaskiiler tranzisyonel zonun genislemesi, Tip X kollagen sentezinin
baskilanmasi, endokondral ossifikasyonun aksamasi sonucu Dbiliylime plakasinin
genislemesiyle karakterizedir. Lezyon bolgesindeki damarlagmanin zayif olmasinin bir
sonucu olarak, buradaki kondrositler apoptozis veya nekrozla Gliirler ve plakada nekrotik
odaklar ve yirtilmalar meydana gelir. Hastaligin ortaya ¢ikiginda manganez ve bakir
yetmezliklerinin énemli oldugu bilinmekle beraber, temel neden tranzisyonel zondaki
kondrositlerin diferensiyasyonunda ortaya ¢ikan bir aksamadir. Yemdeki mikotoksinlerin
kanath iskelet sisteminin geligimi iizerinde zararh etkilerinin oldugu bilinmekle birlikte,
embriyonik donemdeki iskelet gelisimi iizerindeki etkileri ve 6zellikle de biiylime plakasinin
gelisimi tizerindeki etkileri hakkinda yeterli bilgi bulunmamaktadir. Daha 6nceki ¢aligmalarda
AFB/’in hiicre diferansiyasyonu bozan etkilerinin olabilecegi ileri siiriildiigiinden, bu toksinin
biiyiime plakasimin embriyonik gelisimi tzerindeki etkilerinin aydmlatilmasi, AFBy’in
broilerlerdeki gesitli iskelet sistemi bozukluklari ve &zellikle de TD’nin ortaya ¢ikigindaki

hazirlayici rollerinin belirlenmesinde 6nemli katkilar saglayacaktir.



2. LITERATUR BiLGi

2.1. Kiiflerin Saghk A¢isindan Onemleri, Mikotoksinler ve Mikotoksikozisler

Yem ham maddesi olarak kullanilan arpa, bugday, musir gibi tahillar hasat sirasinda,
hasat sonrasinda ve depolama asamasinda siklikla kiiflerle kontamine olabilmektedirler
(Adams 1983). Alternaria, Cladosporium, Fusarium, Helminthosporium ve Rhisophus gibi
kiiflerin tarlada, Aspergillus ve Penicillium kiiflerinin ise ¢ogunlukla depolama asamasinda
tiredigi kaydedilmistir (Birbir ve ark 1995). Bu kiifler diinyamn her yerinde yaygmn olarak
bulunmakta ve hemen hemen her ¢esit yem, yem hammaddesi ve besinlerde, gevre kogullari
(sicakbik, rutubet ve oksijen miktar1) uygun oldugu takdirde Ureyerek mikotoksinleri
sentezlemektedirler (Aldemir 1992). Omegin Aspergillus cinsindeki kiiflerin gogahp
aflatoksinleri liretebilmeleri icin gerekli olan optimum kosullar arasinda, depolanan yem
maddesiniﬁ nem oramnin %12-14 (Reddy 1992), depolama ortaminmn nispi nem oranimin
(RH) %80-85, depolama sicakliginin 24-25°C, ortamn havasinin oksijen oraninm %20 -90
diizeyinde olmas1 ve depolanan yemin dane biitiinliigiiniin bozulmasi oldukg¢a 6nemlidir (Ellis
ve ark 1991, Aldemir 1992). Yem ham maddelerinden 6zellikle musir, pamuk tohumu,
aygicegi kiispesi, soya fasulyesi ve balik unu ile et-kemik unu gibi yem hammaddeleri ve
bunlar1 igeren karma yemler daha ¢abuk kiiflenerek mikotoksinlerle kontamine olmaktadirlar
(Sanh 1995).

Gidalar, yem bam maddeleri ve yemlerin bozulmalarina sebep olan kiifler, yem
kalitesini diigiirmeleri yaninda olusturduklari mikotoksinlerle de hem insan saghgimi tehdit
etmekte ve hem de hayvanciik sektoriinde verimi ve karhilifi olumsuz ydnde
etkilemektedirler. Mikotoksikozisler, kiiflerle ve dolayisiyla da mikotoksinlerle kontamine
olan gida ve yemlerin tiiketilmesi sonucunda ortaya ¢ikan toksikasyonlardir (Wogan 1977,
Hamilton 1982, Adams 1983). Mikotoksinlerin bir ¢ogu kiimiilatif etkilidirler ve gogunlukla
da kronik toksikasyonlara yol agarlar (Giambrone ve ark 1985a, Dafalla ve ark 1987, Ellis ve
ark 1991). Evcil hayvanlarda gelisen mikotoksikozisler ¢ogunlukla sporadik olarak ortaya
¢ikar. Ancak; mevsime ve bdlgeye bagh olarak pek ¢ok yem hammaddesi ve karma yem
¢esidinin yaygin bir sekilde kiiflenmesi sonucu, &zellikle kanathlar gibi duyarh tiirlerde

epidemik mikotoksikozisler de goriilebilmektedir (Robb 1993).

Farkh hayvan tirlerinde gozlenen mikotoksikozisler iizerinde yapilan ¢aligmalarda

(Hamilton 1982), bunlarin biiylik ¢ogunlugunun Aspergillus cinsi kiiflerin toksinleri olan



aflatoksinlerden kaynaklandigi saptanmigtir. Clinkii bu toksinleri lireten Aspergillus cinsi
kiifler, karma yemlerin en Onemli bileseni olan tahillarda daha ¢abuk iiremektedirler. Bu
yiizden, gerek hayvan ve gerekse de insan saglig1 agisindan Aspergillus cinsi kilfler daha fazla

Onem kazanmustir.

2.2, Aflatoksinler

Aflatoksinler (AF), ilk olarak 1960 yilinda Ingiltere’de 100.000 hindinin 6limiine yol
acan ve o donemde etkeni belirlenemedigi i¢in “Hindi-X Hastali1” (Turkey-X Disease)
olarak isimlendirilen bir toksikozis olay: ile giindeme gelmislerdir. Bu olaydan kisa bir siire
sonra benzeri Oliimlere 6rdek palazian, siliinler, piligler, sigr, koyun ve domuzlarda da
rastlanmistir. Toksikasyona neden olan etken olarak, hayvanlarin yemlerinde yaygin olarak
kullanilan Brezilya yer fistifindan siiphe edilmistir. Yapilan analizler sonucunda yemlerde
toksik bir rﬁadde izole edilmis ve bunun kaynaginin da Aspergillus flavus kiifii oldugu ortaya
cikarilmistir. Aspergillus flavus’ tan kaynaklanan bu toksik maddeye 1962°de “Aflatoksin”
ad1 verilmistir (Hsiesh ve ark 1977, Istanbulluoglu ve Arda 1979, Leeson ve ark 1995).

Aflatoksinler, esas olarak Aspergillus cinsi iginde yer alan ve 6zellikle 4. flavus ve A.
parasiticus cinsi mantarlar tarafindan sentezlenen gii¢li hepatotoksik 6zellige sahip olan
metabolitlerdir. Bu mantarlardan baska bazi Penicillium ve Rhisophus tirleri tarafindan da
sentezlenmektedir. “Aflatoksin” kelimesi, Aspergillus flavus’un “A-", “-fla” ve “toksin”
hecelerinin birlestirilmesiyle olugturulmustur. Onsekiz ayri aflatoksin tiirii bulunmasina
karsin, yemlerde ve yem hammaddelerinde en sik rastlanan ve en fazla oranda bulunanlar

aflatoksin By, B,, G| ve Gy dir (Ellis ve ark 1991, Demet ve ark 1995, Leeson ve ark 1995).

Bu 4 ana aflatoksin tiirii disinda, aflatoksinli yemlerle beslenen hayvanlarin
siitlerinde teépit edilen ve “siit toksini-milk toxin” olarak da isimlendirilen M, ve M, tiirleri de
bulunmaktadir (Sanli 1995). Bu tiirevlere ek olarak, 4. flavus’un kiiltir ortamlarindan,
aflatoksin G; ve Gy’nin hidroksil tiirevieri olan aflatoksin GM,; ve GM, ile dihidroksil-
aflatoksin GM,;, ve GM,, metabolitleri de izole edilmistir. Benzer sekilde, ayn1 mantarin
kiiltiir ortaminda aflatoksin B, ve G;’nin hidroksil tiirevleri olan ve nispeten daha az toksik
olan aflatoksin By, ve Gy, alt tiplerinin de bulundugu bildirilmektedir (Hatch 1988). Gerek
dogal kiiltiir ortamlarinda ve gerekse de biyotransformasyon sonucu sekillenen B3 analogu
yaninda, aflatoksin B,’in (AFB,) metabolik pargalanma iriinii olan aflatoksikol (Rg) gibi



tirevleri de bilinmektedir. Ayrica AFB,’in farkh hayvan tiirlerinde Py ve Q; metabolitlerinin
de sekillendigi bildirilmigtir (Hatch 1988, Oguz 1997).

2.2.1 Aflatoksinlerin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Bir aflatoksin molekiil, biri reaktif 6zellikteki bifuran halka sistemi ile digeri de bir
kumarin tiirevi olan pentanon (B serisi) veya lakton (G) serisi halkasi olmak lzere iki
halkadan ibarettir ($ekil 1). Furan halkasindaki 8. ve 9. karbon atomlan arasindaki ¢ift bag ile
lakton halkasi, toksik etkilerinin ortaya ¢ikisindan sorumlu olan esas yapilardir ( Hatch 1988,
Leeson ve ark 1995, Oguz 1997). Suda hi¢ ¢6ziinmeyen bu bilesikler kloroform, benzen ve
aseton gibi organik ¢oziiciilerde kolayca ¢oziiniirler ve bu formda yapilarmi uzun siire
korurlar. Metil selliiloz ve propilende de kolaylikla ¢Sziinmekle birlikte, bu goziiciilerle
hazirlanan ¢ozeltilerinde kisa siirede bozulurlar (Hatch 1988). Benzoil peroksit, osmium
tetroksit, fenolik asitler ile amonyum siilfat, sodyum hipoklorid, potasyum permanganat ve
sodyum borat gibi antioksidanlarla temas etmeleri halinde etkinliklerini kaybederler (Hatch
1988, Samarajeewa ve ark 1990).

Sekil 2.1. Aflatoksin molekiiliiniin kimyasal yapist.
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AF yiiksek 1silara olduk¢a dayanikhdirlar. AFB;, B, Gy ve G; i¢in erime noktalan
sirastyla 269, 280, 245 ve 239°C’ dir. Ince tabaka kromatografisinde ultraviole 1181 (UV)
altinda B serisinde bulunan AF’ler mavi, G serisindekiler ise yesil floresans vermektedirler
(Ellis ve ark 1991).

2.2.2 Aflatoksinlerin Sindirim Kanalhindan Emilimleri ve Metabolizmalan

AF yagda iyi ¢Oziinen bilesikler olduklarindan, yem ve gidalarla alindiklarinda
sindirim kanalindan hizla emilirler ve kanda genellikle de serum albiiminlerine bagh halde
tasmurlar (Schell ve ark 1993, Leeson ve ark 1995).



AF, biiyiik oranda yumusak dokular ve yag dokularinda birikirler. Ancak asil birikim
yerleri bu toksinlerin biyotransformasyonunun gergeklestigi karaciger ve bobrekierdir
(Leeson ve ark 1995). Nitekim, dogada en bol bulunan ve en fazla kontaminasyona yol agcan
AF oldugundan, toksikoknetigi ve metabolizmasi lizerinde en yogun bigimde galisilmis olan
AFB,’in gastro-intestinal kanaldan emilerek, diisik molekiiler agwhkli kan plazmasi
proteinlerine baglanmak suretiyle portal dolasuma gegtigi ve bu yolla hepatositlere tagmdigi
ortaya konmustur (Busbee ve ark 1990). Her ne kadar atihm hizlan yiiksek olan toksinler
iseler de AF’in kiimiilatif etkileri oldugundan, az miktarlarda uzun siirelerle ahndiklarinda
kronik zehirlenmelere de neden olmaktadirlar. Diger bir ifade ile AF’in kendileri degil etkileri

kiimiilatif 6zelliktedir.

AFBy’in biyotransformasyonu, Faz-I ve Faz-1II reaksiyonlan olmak iizere iki agamada
gergeklesir.. Faz-I reaksiyonlan hidroksilasyon, O-demetilasyon, epoksidasyon ve redﬁk;iyon
reaksiyonlarmi icerir. Bunlardan hidroksilasyon, O-demetilasyon ve epoksidasyondan
sorumlu olan enzim, agraniiler endoplazmik retikulumda bulunan sitokrom P-450 iken;

rediiksiyon olaylarindan sitosolik rediiktazlar sorumludurlar (Leeson ve ark 1995).

Faz-1 reaksiyonlar: ile AFB,’den, AFM,, AFQ;, AFP; ve aflatoksikol (Rg) gibi suda
¢oziinen metabolitler olusurlar. Bunlardan AFM, ve AFQ; hidroksilasyon sonucu, AFP; ise
O-demetilasyon reaksiyonlan ile meydana gelirken; Ry olarak da bilinen aflatoksikol ise
rediiksiyon reaksiyonu ile sekillenir. Ry, mikrozomal dehidrojenazlar tarafindan tekrar AFBy’e
déniistiiriilebildigi gibi AFM, ve AFH_’e de metabolize edilebilir. Epoksidasyon reaksiyonu
ile de 8,9-epoksid tiirevi olusur ki, bu tiirevler DNA’nin niikleofilik bdlgelerine biiyiik affinite

gosteren ve AFB)’ in karsinojenik etkisinden sorumlu olan tiirevleridir (Leeson ve ark 1995).

AF’in biyotransformasyonlarinda rol alan Faz-1l reaksiyonlarinda ise, Faz-l
reaksiyonlarinda sekillenen metabolitlerden viicuttan atilimi kolay olan maddeler sentezlenir.
Bu reaksiyonlarla Faz-1 reaksiyonlarinda sekillenen metabolitler, glukuronik ve amino asitler
yaninda siilfat, metil veya asetil gruplan ya da glutathion ile konjuge edilirler (Ellis ve ark
1991).

AFB,’in metabolizma iiriinlerinin ¢ogu safra ile atilir. Alinan AFB;’in %85-90’1 ilk
24 saatte diskiya gegerken, %15-20’lik kismi idrarla atilir. Ozgiin bilesikler ve metabolitlerin
tamamen atilabilmeleri igin yaklagik bir haftalik siirenin gegmesi gerekmektedir (Dafalla ve



ark 1987, Oguz ve ark 2000a). Ayrica gesitli hayvansal dokular (Stubblefield ve ark 1983) ile
siit (Harvey ve ark 1991) ve yumurta (Hamilton 1982) gibi hayvansal {iriinlere insan saghigmni
tehdit edebilecek ve 6zellikle de tavukgulukta kulugka randimaninda diisiise neden olan ve
kontamine yumurtalardan ¢ikan civcivlerin immiin sistemlerinin geligimini baskilayacak
diizeylerde AFB, ve metabolitleri gegebilmektedir (Tablo 2.1). Sigrlarda yem ile alinan
AFBy’in  yaklasik olarak %0.18’i, koyunlarda ise %0.1°1 siite gecmektedir (Kaya 1982).
Kaya (1982), 106 siit inegi yemi 6rnegi ve 38 ¢ig siit dmegi lizerinde yaptig: bir ¢aligmada,
yemlerin %19.6’sinda 6lgiilebilir diizeylerde aflatoksin, siitlerin ise %5.7’sinde aflatoksin
metaboliti olan AFM, tespit ettifini bildirmektedir. Daha detayli bir ¢aliymada (Stubblefield
ve ark 1983) Holstein wki sigirlara 3 giin siireyle 0.35 mg AFBy/kg canlt agirlik dozunda
AFB, alacaklari miktarda yem verilmis ve son yedirmeden 24 saat sonra alinan beyin, kalp,
bagirsak, bobrek, karaciger, akciger, dalak, meme dokusu, iskelet kasi dokusu, meme lenf
yumrusu, ciil dokusu 6rnekleri ile siit, safra salgisi, kan, digkt ve rumen igeriginde degisik
diizeylerde hem AFB,; ve hem de AFM; diizeyleri belirlenmistir. Bu ¢aligmada (Stubblefield
ve ark 1983) en yiiksek AFB; ve AFM, diizeyleri bobrek, meme ve karaciger dokularinda;
sirasiyla 57.9, 25.1 ve 13.2 ng/g doku olarak bulunmustur. Siit inekleri iizerinde yapilan bir
bagka yedirme ¢alismasinda (Harvey ve ark 1991) ise, 7 giin siire ile 100 ve 200 ug’kg
(ppb) diizeyinde aflatoksin iceren yemle beslenen sigirlarin siitlerinde sirasiyla 0.91 ug/L ve
1.85 pg/L diizeyinde AFM, tespit edilmigtir. Chattopadhyay ve ark (1985), 2.5 mg/kg (ppm)
diizeyinde AFB,; iceren yemle 2 hafta siireyle besledikleri Broiler civecivlerin kan
serumlarindaki AFB, seviyesini 9.89 ng/ml olarak saptamislardir. Yumurta tavuklarinda yem
ile alinan AFB; ve metabolitlerinin yumurtaya gegis oraninin belirlenmesi amaciyla oldukga
fazla sayida ¢alisma yapilmugtir. Aldemir (1992), ginde 500 pg AFB, alan tavuklarm
karaciger ve bobrekleri ile kirmuzi ve beyaz kaslarinda yedirme sonrasi 4. giine kadar
ol¢iilebilir diizeyde (>0.01 ppb) AFB, tespit etmistir. Jacobson ve Wiseman (1974) ise 100 ve
400 pg/kg (ppb) diizeyinde AFB, iceren yemle besledikleri tavuklarin yumurtalarinda 0.2-
03 upg/kg (ppb) diizeyinde AFB, tespit etmiglerdir. S6z konusu ¢ahsmada (Jacobson ve
Wiseman 1974), 100 pg/kg (ppb) AFB, igeren yemle beslenen tavuklarin yumurtalarinda
yedirmenin 10. giiniinde dahi 9 ng/yumurta diizeyinde AFB,’e rastlanmugtir. Yumurtac:
tavuklar lizerinde yapilan bir bagka calismada (Trucksess ve ark 1983) ise, 7 gilin sfire ile 8000
pg/kg (ppb) ideyinde AFB | igeren yemle beslenen hayvanlarmn gerek yumurtalarinda
gerekse de tiiketime sunulan yenilebilir dokularinda hem AFB, ve hem de aflatoksikol (Ro)
miktarlar belirlenmistir. Sonuglar, en yiiksek AFB;, ve Ry diizeylerinin karaciger ve
yumurtada bulundugunu gostermektedir. Yumurtadaki en yiiksek diizey olan 0.2 ng



AFBy/yumurta diizeyine toksin igeren yem tiiketiminin 4-5. giinlerinde rastlanmstir.
Sudhakar (1992), 600 upg/kg (ppb) diizeyinde AFB,igeren yemle beslenen tavuklarin
yumurtalarinda 5 ng/gr yumurta miktarinda AFB, tespit ettigini bildirirken; Oliveira ve ark

(2000), 500 pg/kg (ppb) AFB, igeren yemle beslenen tavuklarin yumurtalarimin 6 ng/yumurta

diizeyinde AFB, igerdigini ileri siirmektedirler. Qureshi ve ark (1998) ise, 14 giin boyunca 10

ng/kg (ppb) AFB, iceren yemle besledikleri Broiler anaglarin yumurtalarinda 7. giin sonunda
0.15-0.48 ng/yumurta diizeyinde AFB;, 0.22-0.51 ng/yumurta diizeyinde Rq belirlemislerdir.

Yukaridaki ¢aligma sonuglar dikkate alinarak yapilacak olan bir hesaplama, yemle alinan

aflatoksin’in yumurtaya gegis oraminin 1/2000 ile 1/2500 arasinda oldugunu ortaya
koymaktadir (Hamilton 1982, Celik ve ark 2000a).

Tablo 2.1: Cesitli arastiricilar tarafindan yapilan yedirme denemelerinde, degisik hayvansal
dokular ve hayvansal gidalarda tespit edilen AF diizeyleri.

Arastirict Hayvan tiirii Yedirme siiresi Doz veya yemdeki AF | Hayvansal doku ve
dizeyleri gdalarda tespit edilen
AF rezidii dizeyleri
Jacobson ve Wiseman | Tavuk 10 giin 100 ve 400 ppb AFB; | Yumurta: 9 ng
(1974) AFB/yumurta
Stubblefield ve ark| Siit inegi 3 giin 0.35 mg AFB,/kg canli | Bobrek: 57.9 ng AF /g
(1983) agirhk Meme:25.1 ng AF /g
Karaciger: 13.2 ng AF
/g
Trucksess ve  ark| Tavuk 7 giin 8000 ppb AFB, Yumurta:0.2 ng
(1983) AFB,/yumurta
Chottapadhyay ve ark | Tavuk 2 hafta 2,5 mg AFB, kg Kan Serumu: 9,89 ng
(1985) AFBy/ml
Harvey ve ark (1991) | Siit ine§ii 7 glin 100 ve 200 ppb AF Siit: 0.91 ve 1.85 pg
AFM//L
Aldemir (1992) — Tavuk 4 giin 500 pg/giin AFB, Karaciger, bobrek, kas:
>0.01 ppb AFB,
Sudhakar (1992) Tavuk 3 hafta 600 ppb AFB, Yumurta: 5 ng AFB,/g
» yumurta
Qureshi ve ark (1998) | Tavuk 7 giin 10 ppb AFB, Yumurta: 0,15-0,48 ng
AFB//yumurta
Oliveira ve ark (2000) | Tavuk 8 hafta 500 ppb AFB, Yumurta: 6 ng AFB,/g

yumurta




Ulkemizde yumurtac: tavuklar igin karma yemlerde bulunmasina izin verilen total
aflatoksin diizeyinin 50 pg/kg yem (ppb) ve AFB, diizeyinin de 20 pg/kg yem (ppb) oldugu
dikkate alinarak; bu diizeylerde AF ile kontamine olan yemden giinde 130 gr tiikketerek giin
agir1 yumurtladigi varsayilan bir tavugun yumurtasinda, yumurtaya gecis oram 1/2000 olarak
kabul edilmek suretiyle yapilan hesaplama sonuglari, yumurtada bulunmasi muhtemel olan
AFB, diizeyinin 2,6 ng/yumurta (Hamilton 1982, Celik 2000a), toplam AF diizeyinin de 6.5
ng/yumurta oldugunu gostermektedir. Broiler yemlerinde yapilan tarama sonuglari (Kaya ve
ark 1990, Nizamlioglu 1996, Oguz ve Kurtoglu 2000), AF diizeyinin 5 ile 100 pg/kg (ppb)
yem arasinda degistigini, ¢ogunlukla da 50pg/kg (ppb) yemin altinda oldugunu

gostermektedir.

2.2.3 Aflatoksinlerin Toksikasyon Mekanizmalan

Aﬂétoksinlerin tamamyi, insan ve hayvan tiirlerinin hemen hemen tamaminda genis
spektrumlu biyolojik etkiye sahiptirler. En siddetli toksik 6zellige sahip olan AFB,,
karacigerde sitokrom P-450’ye bagimli (kegilerde P-448) karma islevli oksidaz (mixed
function oxidase, MFO) enzim sistemiyle okside edilerek; daha giiglii sitotoksik, mutajenik ve
karsinojenik etkileri olan epoksit tiirevierine (AFB;-8,9-epoksit) doniistiiriiliir (Kaya 1998,
Leeson ve ark 1995). Bu maddelerin ¢ok y6nlii toksik etkileri, hiicredeki niikleo proteinler ile
niikleik asitler gibi makro molekiillerle kolayca ve hizla tepkimeye girerek protein sentezini
bloke etmelerinden ve hiicre biitiinliigiiniin bozulmasina yol agmalarindan kaynaklanmaktadir
(Hsieh ve ark 1977, Neldon-Ortiz ve Qureshi 1992a). Celik ve ark (2000a), dolli tavuk
yumurtalarina verdikleri AFB;’in, embriyonik gelisimin ilk glinlerinde yiiksek oranda
embriyonik 6liimlere neden oldugunu tespit etmislerdir. Bu donemde, 6zellikle de embriyonik
dénemin ilk 5 giiniinde karaciger heniiz fonksiyonel olmadigindan, arastiricilar (Celik ve ark
2000a), AFB; molekiiliiniin metabolize edilmeden de giiglii embriyotoksik etki gosterdigini

ileri stirmiiglerdir.

AFB/’in sitotoksik etkisinin, yapisinda bulunan bifuran halkasindan ileri geldigi ve bu
halkanmn, DNA’mn N’-guanin  bélgesine baglanmak suretiyle, bu molekiilin normal
biyokimyasal islevlerini degistirdigi, RNA sentezini ve sonug olarak da protein sentezini

baskiladig: bildirilmektedir (Huff ve ark 1988, Samarajeewa ve ark 1990 ).

Nitekim, daha &nce yapilan ¢alismalarda (Huff ve ark 1986, Kubena ve ark 1993,

Kegeci ve ark 1998) yemlerine AFB, ilave edilen kanathlarin kan serumunda hepatositlerdeki



yikimlanmaya igaret eden aspartat aminotransferaz (AST), alanin amino transferaz (ALT),
alkalen fosfataz (ALP), asit fosfataz (ACP), gama-glutamil transferaz (GGT), izositrik
dehidrogenaz (ICD), laktat dehidrogenaz (LDH) gibi karaciger fonksiyon enzim diizeyleri ile
bilirubin diizeyleri yiikselirken; hepatositlerce sentezlenen ya da bunlarin metabolitleri olan
serum total protein, lipit, kolesterol, albiimin, amino asit, ire ve vit. A ile koagiilasyon
faktorlerinin seviyelerinin distiigli, aym1 zamanda serum proteinlerinin demir baglama
kapasitelerinin de azaldig: saptanmustir. AFB, hepatotoksik etkisinin yaninda nefrotoksik etki
de gostermekte ve Ca-P metabolizmasint da bozmaktadir (Glahn ve ark 1990 ve 1991, Bilgic
ve Yesildere 1992). Ca ve P metabolizmasi iizerindeki zararh etkilerini, kan paratiroid
hormonu diizeyini diisiirmesi ve bobrek dokusunun bu hormona olan duyarhiligim azaltarak;
karacigerde 25-hidroksil vitamin D, bobrekte ise 1,25-dihidroksil vitamin D’nin sentezini
engelleyerek gostermektedir. Tiim bu olaylara bagh olarak; aflatoksinlerle kontamine olan
yemlerle béslenen hayvanlarda kolekalsiferol metabolizmasimin bozuldugu, kan Ca ve P
diizeylerinin diistiigii ve ozellikle de Broiler civcivlerde kemiklerin kolayca kirilabilir bir
duruma geldigi, yumurtaci tavuklarda ise yumurta  kabugu kalitesinin bozuldugu
bildirilmektedir (Hamilton 1982, Glahn ve ark 1990, 1991).

2.2.4. Aflatoksinlerin Etkileri
Alinma dozlarina bagh olarak aflatoksinlerin canlilar iizerinde ortaya ¢ikan etkileri 5
ana grupta toplanabilir. Bunlar;
2.2.4.1. Akut ve kronik toksik etkilery,
2.2.4.2. Teratojenik ve embriyotoksik etkileri,
2.2.4.3. Mutajenik etkileri,
2.2.4.4, Karsinojenik etkileri,

2.2.4.5. Immunosiipresif etkileridir.

2.2.4.1. Akut ve Kronik Toksik Etkileri

AF, hem halk sagligi ve hem de hayvan saglig1 agisindan oldukga dnemli sorunlara yol
agmaktadirlar. AF’e duyarhiliklar1 bakimindan hayvan tiirleri arasinda belirgin farklar vardur.
En fazla duyarh tiirler arasinda ordek, tavsan, hindi, alabalik, kedi, ve kGpekler basta gelirken;
orta derecede duyarl tiirler at, sigir, koyun, kegi, kobay, rat, bildircin, New Hampshire ve
Legorn ki tavuklardir (Hatch 1988). Fare ve maymunlar ise nispeten daha direnglidirler
(Cetin 1990).
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Evcil hayvan tiirlerinden AF’e en duyarli olam 6rdek palazlandir (Tablo 2.2). Ciinkii bu
tlirlin karaciger hiicrelerindeki mikrozomal MFO enzim diizeyleri, diger tirlere nazaran
oldukea yiiksektir (Reddy 1992). Bu tirin diginda pilic ve hindi (Hatch 1988 ), bildircin
(Dashek ve ark 1983), tavsan (Krisha ve ark 1991), alabalik (Bilgi¢ ve Tiirkmen 1993), sigir
(Van Halderen ve ark 1989), koyun (Suliman ve ark 1987), kegi (Miller ve ark 1984 ) gibi
ekonomik 6nemi olan ¢iftlik hayvanlari da duyarh tiirler arasindadir. Tablo 2. 2°de baz1 hayvan
tlirleri igin ~ AFB,’in hayvanlarin %50’sini 61diiren dozlari1 (LDsg ) verilmistir (Hatch 1988).

Tablo 2.2: Bazi hayvan tiirleri i¢in AFB,’in LDso degerleri (Hatch 1988).

Hayvan Tiirti LDso(mg/kg) Hayvan Tiri LDso(mg/kg)
Ordek palazi (1 giinliik) 0,3-0,6 Sigrr (buzag) 0,5-2
Gokkusag Alabaligs, 100 g 0,5-1 Koyun 2

Tavsan 0,3-0,5 Kegi 2

Kopek 0,5-1 Maymun 2,2-7.8
Tavuk (New Hampshire) ergin =~ 2 Rat (yeni siitten kesilmis) 5,5

Tavuk (Legorn) 16 haftalik 6,5-16,5 Fare (ergin) 9

Gerek insan ve gerekse de evcil hayvanlarda akut zehirlenmeler kronik olanlardan daha
seyrektir ve genellikle sporadik olarak ortaya gikarlar. Ancak kronik zehirlenmelerle pratikte
daha ¢ok karsilagilmaktadir. Bu durum, kronik aflatoksikozisin hayvan yetistiricilii ve insan
saglig1 agisindan 6nemini daha da arttirmaktadir (Hamilton 1982 ). Ciinkii bu tiir zehirlenmeler
kolayca fark edilmediginden, ciddi ekonomik kayiplara neden olmaktadirlar.

Akut ve subakut aflatoksikozis olaylarmda gozlenen klinik belirtiler ¢ok spesifik
olmamakla birlikte, genel olarak yem tiiketiminin azalmasi, canl agirhik kaybi , halsizlik ve
ishal ilk goze ¢arpan semptomlardir (Miller ve ark 1984, Suliman ve ark 1987, Oguz ve
Kurtoglu 2000, Oguz ve ark 2000b). Bununla birlikte memelilerde kusma ve sanlik (Rao ve
Gehring 1971), o6ksiiriik, burun akintist ve burun kanamasi ile kansizhik gibi belirtiler
gozlenebildigi gibi gebe hayvanlarda yavru atmalar da sz konusudur (Hatch 1988). Akut ve
subakut formlarda gozlenen bu belirtilerin yaninda, daha yaygin ve daha 6nemli sonuglara yol
acan kronik olaylarda yem tiiketiminin azalmasy, canli agirlik artisinda diisiis, killarda
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diizensizlik, anemi, depresyon, hafif derecede sarilik ve siiriide 6liim oranlarinin artmasi gibi

klinik belirtiler goriiliir (Huff ve ark 1986, Sahoo ve ark 1993, Fernandez ve ark 1994).

Kanatlilarda ise yine akut ve subakut toksikasyon formunda istahsizlik, halsizlik, kanat
ve bacaklarda felg, canli agirlik kazancinin diigmesi, yumurta verimi ve yumurta agirhg: ile
yumurta kabugu kalitesinde 6nemli diigisler s6z konusudur (Miller ve ark 1984, Huff ve ark
1986, Fernandez ve ark 1994).

Akut ve kronik aflatoksikozis olgularinda en belirgin patolojik bozukluklarin
karacigerde sekillendigi kaydedilmektedir (Rao ve Gehring 1971, Slowik ve ark 1985,
Ortatatli ve Oguz 2001). Kanathlardaki aflatoksikozislerde, karacigerin renginin soluklasip
bliyiimesi sonucu kenarlarinin kiitlesmesi (Krishna ve ark 1991, Oguz 1997) safra kesesinin
dolgun olmas: ( Krishna ve ark 1991, Tuzcu 1999 ), bobreklerin biiyiimis ve ddemli olmalar:
(Bilgig 1991, Bilgig ve Yesildere 1992, Tuzcu 1999), dalagin biiylimesi (Sahoo ve ark 1993,
Oguz 1997) yanminda bagirsaklarin koyu bir icerikle dolu olmasi (Tuzcu 1999) dikkati ¢ceken
otopsi bulgularidir. Aflatoksikozisin erken donemlerinde karacigerde ortaya ¢ikan renk

degisikligi, toksikasyonun ileri safhalarinda kaybolmaktadir (Bilgi¢ 1991, Tuzcu 1999).

Onemli histopatolojik bulgular arasinda ise bepatositlerin hidropik dejenerasyonu
(Dashek ve ark 1983) ve yaglanmalan (Shank ve ark 1971, Dashek ve ark 1983), safra kanal
epitel hiicrelerinin proliferasyonu (Dashek ve ark 1983, Yakigik 1992, Ortatath ve Oguz
2001); bdbrek tubulus epitellerinin dejenerasyonu ve nekrozuyla birlikte glomeruluslarin
bityiimesi (Tuzcu 1999); dalagin kirmizi pulpasinin nispi olarak geniglemesi (Sahoo ve ark
1993), lenf tolikiilleri (Dafalla ve ark 1987) ve periarteriyoler lenfoid kihiftaki (PALS)
lenfositlerde azalma (Tuzcu 1999, Sur 2001); beyin 6demi (Shank ve ark 1971) ve néron
dejenerasyonudur (Tuzcu 1999). Yukaridaki bulgulara ek olarak, tavuklarda b. Fabricii’deki
lenf folikiillerindeki lenfositlerle, timusun medullar timositlerinde azalma (Okoye ve ark
1988, Sur 2001) dikkati ¢ekmektedir. Timus ve b. Fabricii’'nin histolojik yapisinda ortaya
gikan soz konusu degigiklikler, bu organlarin atrofisine yol agtiklarindan (Oguz 1997,
Ortatath ve Oguz 2001), aflatoksinin kanathlarda neden oldugu immiinosiipresyonun
agiklanmasinda dnemli histolojik ipuglan saglamaktadirlar (Kubena ve ark 1990, Sur 2001).

Broiler yetistiriciliginde, hayvanlarin kisa bir siire igerisinde tiiketim agirhifina

ulasmasi amaglandigindan; besleme donemi esnasinda ortaya ¢ikabilecek olan her tiirli
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olumsuz faktér, gelismeyi engellemekte ve sonug olarak verimi ve kérlhiligi 6nemli oranda
diistirmektedir. Broiler sektdriinde besleme siiresinin kisa, yem tiiketimi hizinin da yiiksek
olmas1 nedeniyle yemde diisiik diizeyde AF bulunsa bile hayvanlarin yiiksek miktarda AF
almalan sonucunu dogurmaktadir. AF, hem direkt toksikasyona sebep olmalar1 ve hem de
immiin sistemi baskilayarak dolayli yoldan siiriiniin hastaliklara kars1 duyarlihigini arttirmalar:
nedeniyle de 6nemli sorunlara yol agmaktadirlar. Aflatoksikozisli broilerlerde dikkati ¢eken
ilkk belirtiler, yem tiiketimi ile canhi agirlik kazancinin ve yemden yararlanma oranmnin
dismesidir (Diener ve Davis 1985, Oguz ve Kurtoglu 2000). Hepatoksik etkisinin bir sonucu
olarak; bir yandan karaciger yaglanmas: gelisirken, diger yandan da protein sentezi dnemli
Olgiide aksamaktadir. Pihtilagma proteinleri sentezinin azalmasi ve kapillar damarlarda olusan
catlamalar sonucu hayvanlarda petesiyel kMalm ve anemi sekillenir. Karkas kalitesi
bozulur, karkasta olusan kanamalar nedeniyle giirlime ve esmerlesme gézlenir. Bu durumun
kesimden 2 hafta 6ncesinde AF’ li yem tiiketen piliglerde bile goriilebildigi bildirilmektedir
(Huff ve ark 1986, Demet ve Oguz 1995, Sanhi 1995). Toksinin yem igindeki dagilim,
yemdeki diger mikotoksinler, yemin bilegimi, kiimesteki saglik problemleri, agilamalar, stres
faktorleri ve toksine maruz kalma siiresi, hayvanlarin AF’e duyarliligini etkilemektedir.

Yukaridaki bulgulara ilaveten AF’lerin genotoksik etkilerinin oldugu da
gosterilmistir. Nitekim, yem ile alinan AFBy’in horoz spermatozoonlarnin ddlleme

yeteneklerini azalttig1 bildirilmigtir (Hamilton 1982, Ortatath ve ark 2002).

2.2.4.2. Aflatoksinlerin Teratojenik ve Embriyotoksik Etkileri

Gerek memeli hayvanlar ve gerekse de kanathlarda yapilan deneysel galigmalarin
(Ellis ve Dipaolo 1967, Mayura ve ark 1998, Celik ve ark 2000a, Sur ve Celik 2003)
sonuglari, AF’nin ve dzellikle de AFB,’in oldukga gii¢lii embriyotoksik etkilerinin oldugunu
ortaya koymaktadw. Ellis ve Dipaolo (1967), hamsterlere gebeligin 8. giiniinde,
intraperitoneal yolla 4 mg/kg dozunda AFB, vererek 17. giinde fStisler iizerinde yaptiklar
incelemede; fotiislerin %52.9’unun normal, %29.4’tniin yapisal kusurlu, %17.6’sinn 6l
veya rezorbe durumda oldugunu tespit etmislerdir. En sik rastlanan anomalilerin; anensefali,
ektopiya kordis, genel gelisme geriligi, mikrosefali ve umbilikal herni gibi malformasyonlar
oldugu bildirilmistir (Ellis ve Dipaolo 1967). Rat embriyo kiiltiir ortamina ilave edilen AFB,
ise, embriyonik hiicrelerin protein ve DNA sentezlemelerini 6nemli oranda inhibe etmekte ve
Ozellikle tubulus noraliste onemli malformasyonlara neden olmaktadir (Geissler ve Faustman
1988).
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Kanathlarda, memelilerdeki gibi bir fGtal-maternal iliski bulunmamakla birlikte,
yemler ile alinan AF’in belirli miktarlari yumurtaya gectiginden, yumurtadaki AF kanathlarin
embriyonik gelismelerinde ciddi problemlere yol agmaktadmlar. Yumurtaya gegen AFB;,
Ozellikle kulugkanin erken donemlerinde yiiksek oranlarda embriyonik Oliimlere ya da
embriyonik gelisme geriligine yol agmaktadir (Cilievici ve ark 1980, Celik ve ark 2000a, Sur
2001). Celik ve ark (2000a) inkiibasyonun baslangicinda yumurtaya verdikleri 10 ng ve 100
ng/yumurta dozundaki saf AFB;’in sirasiyla %74.5 ve %98 oraninda erken embriyonik
dliimlere yol agtigint bildirmislerdir. Sur (2001) ise, yine inkiibasyon baslangicinda; 5 ng, 10
ng, 20 ng ve 40 ng/yumurta diizeyinde AFB; enjekte ettifi dolli tavuk yumurtalarmin
embriyonik mortalitelerini sirasiyla % 41.66, % 43.47, % 80.43, % 91.22 olarak tespit
etmigtir. Sur ve Celik (2003), 20 ng ve 40 ng AFB, enjekte eftikleri gruplardaki yumurtalarda
embriyonik. disk sahasinin area opaca bélgesindeki hiicrelerin asmn ¢ogalarak, yiiziik
biciminde ve perifere dogru yayilan kalin bir hiicre katmam olusturdufunu ve area
pellucida’nin orta bdliimiiniin disa dogru fitiklagtigmn tespit etmislerdir. Cilievici ve ark
(1980), inkiibasyonun 96. saatinde 0.01ve 0.002 ppm olmak lizere iki farkli diizeyde AFB,
verdikleri yumurta gruplarinin embriyonik mortalitelerini sirast ile %35 ve %26 olarak
bildirmislerdir. Jelinek ve ark (1985) ise 3-30 ng/yumurta dozunda aflatoksin verilen grubun
embriyonik mortalitesinin %33, kalp anomalisi oraninin %12 ve viicut anomalisi oraninin ise

% 4 oldugunu kaydetmislerdir,

2.2.4.3. Aflatoksinlerin Mutajenik Etkileri

AFB’in mutajenik etkilerinin, bu maddenin epoksit tlirevlerinin hiicrede yeni DNA
zincirlerinin sentezi srasinda sentezlenmekte olan DNA zincirlerine baglanmak suretiyle,
DNA polimeraz enziminin aktivitesini inhibe etmesinden kaynaklandig: diigiiniilmektedir
(Dietert ve ark 1985, Ellis ve ark 1991). DNA’nin tasidig1 sifre bozuldugundan, hem DNA ve
hem de RNA’da mutasyonlarin sekillenebilecegi ileri siiriilmektedir (Haworth ve ark 1989,

Iwaki ve ark 1990, Gradelet ve ark 1998).

Sonu¢ olarak; AFB,’in DNA’da yol agtifi basarlar, genetik bozukluklarla
sonu¢lanabilmektedir. Nitekim, Albertini ve ark (1988), in vifro ortamda AFB,’in mitoz
mekiginin  sekillenmesini, tubulinlerin organizasyonunu inhibe etmek suretiyle bozarak

domuz ndronlarinin béliinmeleri sirasinda andploidiye neden oldugunu géstermislerdir.
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2.2.4.4. Aflatoksinlerin Karsinojenik Etkileri

AF’lcr dzellikle karaciger ve bdbrek kanserlerine neden olduklar bilinen en giiglit
dogal karsinojenlerdir. Nitekim Uluslararasi Kanser Arastirma Ajansi (IARC) aflatoksinleri
1B grubu karsinojenler iginde degerlendirmektedir (IARC 1993). Aflatoksinlerin primer ajan
olarak insanlarda kansere yol actiklari henliz gosterilememigtir. Bununla birlikte;
epidemiyolojik ¢alisma sonuglari, aflatoksinle kontamine besinlerin fazla miktarda tiiketildigi
Afrika, Giineydogu Asya Ulkeleri ve Hindistan’da yasayanlarda hepatokarsinoma
insidansinin oldukga yiiksek oldugunu gostermektedir (Hsieh ve ark 1977, Aksoy 1984).

AF’in karsinojenitesinin belirlenmesi amaciyla yapilan deneysel c¢aligmalarda

kullanilan deney hayvam tiirleri ve verilen dozlar ile kanser gézlenme oranlar1 Tablo 2.3’te

verilmistir,

Tablo 2.3: Farkli deney hayvam tiirlerinde AF’in kanser olusturan dozlari ile verilme siireleri
(Ellis ve ark 1991).

Hayvan Doz (pg/kg) Aflatoksin verilme Timor Geligme Siklig Timor gelisme oram
Tiirii siiresi (Timar Gelisen Hayvan (%)

_ Sayisi/Toplam Hayvan Sayisi)

Ordek 30 14 ay 8/11 %72
Alabalik 8 12 ay 27/65 %40
Maymun | 100-800 24 ay 3/42 %7

Rat 100 12-22 ay 28/28 %100

2.2.4.5. Aflatoksinlerin immiinosiipressif Etkileri

Farkh mikotoksin tiirlerinin 6nemli direkt ve indirekt immiinosupresif etkilerinin
oldugu, ¢esitli laboratuar hayvanlarinin (Reddy ve ark 1987, Reddy ve Sharma 1989, Cukrova
ve ark 1991) yam sira yumurtaci (Thaxton ve ark 1974, Giambrone ve ark 1978) ve broiler
tavuklar (Campbell ve ark 1983, Steward ve ark 1985), gen¢ horozlar (Mohiuddin ve ark
1986), ordek palazlari (Slowik ve ark 1985) ve hindilerde (Batra ve ark 1991) yapilan

calismalarla ortaya konmustur.

Aflatoksinlerin direkt immiinosiipressif etkilerinin, hiicresel bagisiklik sistemi
iizerinde daha belirgin oldugu kabul edilmektedir (Corrier 1991). Ozellikle diisik dozlarda
toksine uzun siirelerle maruz kalinmas: sonucu ortaya ¢ikan bu durumdan (Giambrone ve ark

1985b,c, Corrier 1991) makrofajlarin fagositik ve mikrobisidal kapasitelereinde meydana
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gelen onemli diisiisler sorumlu tutulmaktadr (Neldon-Ortiz ve Qureshi 1992a, Celik ve ark
1996, Dugyala ve Sharma 1996). Ayrica kemik iligi ( Dugyala ve ark 1994), timus (Sur 2001)
ve bursa Fabricii (Campbell ve ark 1983, Ram ve ark 1988, Celik ve ark 2000b, Sur ve Celik
2003) gibi merkezi lenfoid organlarda meydana gelen hasarlarla bu hasarlarin sonucu olarak
lenfosit popiilasyonlarinda ortaya ¢ikan azalma (Campbell ve ark 1983, Kegeci ve ark 1995,
Sur 2001) da aflatoksinlerin immiinostipressif etkilerinin ortaya ¢ikisinda 6nemli rol
oynamaktadir. Total lenfosit popiilasyonundaki diisiislerin 6zellikle T-lenfositlerin sayilarinda
meydana gelen dilsiislerden kaynaklanmasi (Mc Loughin ve ark 1984, Celik ve ark 2000b,
Oguz ve ark 2000a, Sur 2001), aflatoksinlerin hiicresel bagisikhk sistemi iizerindeki
baskilayici etkisinin daha belirgin oldugunu destekleyen 6nemli bulgulardir.

AFB,’in humoral immiinite {izerindeki immiinosiipressif etkilerinin mekanizmasi
hakkinda férkll goriisler ileri strilmiigtiir. Komplement aktivitesi (Steward ve ark 1985)
yamnda immunglobulin A (Ig A), Ig G ile diger gamaglobiilin diizeylerinde (Corrier 1991)
ve serum proteinlerinden plazma albiimini ve globiilinleri diizeylerinde meydana gelen
belirgin distislerin (Reddy ve ark 1987, Ghosh ve ark 1990, Oguz ve ark 2003) nedeni olarak
karaciger hasar gosterilmektedir. AFBy’in karacigerde metabolize edilmesiyle olusan toksik
metabolitleri, DNA ve RNA’ya baglanarak DNA-bagimhi RNA polimeraz enziminin
aktivitesini baskilamak suretiyle RNA sentezini ve sonugta da protein sentezini aksatmakta ve
gerekli cogalma faktorleri salgilanmadigindan, lenfoid hiicrelerin gogahp farkhilagmalari da
baskilanmaktadir. Bu baskilanmada 6zellikle, immiin sistem hiicreleri arasindaki iletisimi
saglayan sitokinlerin sentezinin baskilanmasi1 da Onemli rol oynamaktadir (Corrier 1991,
Dugyala ve Sharma 1996). |

Yemlerle alman AF’lerin kemik dokusunun gelisimi {izerinde Onemli zararl
etkilerinin oldugu ileri siiriilmekle birlikte, bu konuda yapilmig olan ¢aligmalarda (Wyatt ve
Jensen 1990, Farquharson 1999), kemik dokusunun embriyonik gelisimi {izerindeki etkileri
hakkinda detayli bilgi bulunmamaktadir. Ancak AFB,’in diiggk dozlarmmn dahi broiler
civcivlerde kemiklerin dayanikliligim azalttigy ve kinlganliklarmm arttirdign bildirilmigtir
(Huff ve ark 1980, Maurice ve ark 1983, Wyatt ve Jensen 1990, Farquharson 1999).

Son yillarda yapilan ¢alismalarda (Celik ve ark 2000a, Sur 2001) AFB,’in, sitotoksik
etkileri yaninda hiicre diferansiyasyonu iizerinde de zararh etkilerinin olabilecegi ileri

stiriilmiistir. AFB,’in, hiicre diferansiyasyonu {zerindeki zararh etkisinin, embriyonik
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dénemde gelismekte olan uzun kemiklerin biiylime plakalan tizerindeki olumsuz etkileri

hakkinda yeterli bilgi bulunmamaktadir.

2.3. Kemik Dokusu

Diger destek dokulari gibi mezenkimden koken alan (Dekleer 1982, Slatter 1985)
kemik dokusu; destekleme, sekillendirme, koruma, iskelet kaslarina baglanti noktalari
saglama, Ca ve P iyonu i¢in depo gdrevi yapma, kemik iligini baﬁndmna gibi fonksiyonlara
sahiptir. Bu doku viicudun en sert dokularindandir (Olsson 1982, Slatter 1985, Erbengi ve ark
1987, Tekelioglu 1993, Farquharson 1999, Pines 1999, Plavnik 1999). Bu 6zelligini; Ca*? ve
Mg*? iyonlarinn, PO42 ve HCOs™ iyonlariyla olusturduklar: tuzlarinin, matriks adi da verilen
hiicreler arasi bdlgelerde hidroksilapatit kristalleri halinde 6zel bir bicimde tertiplenmeleriyle
kazanir. Bu ara bolgedeki Ca'? ve PO4? iyonlan ihtiyag halinde mobilize olarak kana
gecerler ve gerekli bolgelere taginarak, buralarda ¢ok onemli fizyolojik fonksiyonlar1 yerine
getirirler. Bu bakimdan kemik dokusu, bu iki iyon i¢in depo gérevi de yapmaktadir. Kemik
dokusunun diger 6nemli bir fonksiyonu da hemopoetik sistemin Gnemli bir bileseni olan

myeloid dokuyu barindirmasidir (Kul 1996, Farquharson 1999).

Kemik dokusunda bulunan hiicreler; osteoprogenitér hiicreler, osteoblastlar, osteositler
ve osteoklastlardir (Dekleer 1982, Slatter 1985, Erbengi ve ark 1987, Paker 1990, Cireli
1997, Saglam ve ark 1997). Osteoprogenitdr hiicreler embriyonik mezenkimden koken alirlar
ve osteoblastlara farklilasarak kemigin matriks proteinlerini salgilarlar. Osteoblastlar, kemik
matriksinin organik kismuinin bilesimine giren kollagen, glikoprotein ve proteoglikanlarin
yaptmindan sorumlu olan hiicreler olup; yeni osteoid dokunun yapimu sonucu bu organik
matriksle kusatilirlar. Matriksin kalsifikasyonundan da sorumlu olan bu hiicreler osteoid doku
icinde hapsolup yassilasarak, uzantilh hiicreler haline doniigtirler ve kemik bosluklarina,
“lacuna ossium” yerlesirler. Sekillenen bu yeni hiicreler, olgun kemik dokusu hiicreleri
olarak bilinen osteositlerdir. Osteoklastlar ise kanin monositlerinden kdken alan ve kemik
matriksinin rezorpsiyonundan sorumlu olan ¢ok ¢ekirdekli hilcrelerdir. Cogunlukla kemiklerin
yiizeyindeki s1g gukurlarda (Howship lakunalari) yerlesirler (Dekleer 1982, Slatter 1985,
Erbengi ve ark 1987, Hall 1987).

Kemik dokusunun ara maddesinin histolojik 6zellikleri kikirdak dokusunun ara

maddesine biiyiik benzerlik géstermekle birlikte; ondan farkli olarak, Ca'? ve Mg*?* tuzlarim
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da igerir. Matriks de denilen kemik dokusunun ara maddesinin temel iskeleti, sekilli unsurlar
olan ve dalgahh seyreden kahn demetler halindeki Tip I kollagen iplikler tarafindan
olusturulur. Bu iplikler organik matriksin yaklasik %95’lik bdlimiinii olusturur. Kalan kism
ise yiiksek oranda su tutma Ozelligine sahip olan kondroitin-4 siilfat, kodroitin-6 siilfat,
keratan siilfat gibi proteoglikanlar ile hyaluronik asit gibi glikozaminoglikanlar (GAG)’ dan
olugsmaktadir. Ara maddede ayrica yapistric1 Gzellikteki glikoproteinlerden osteonektin,
osteokalsin, osteopontin ve kemik spesifik sialoprotein de bulunmaktadir (Dekleer 1982,
Poole 1984, Slatter 1985, Erbengi ve ark 1987, Hall 1987, Paker 1990, Tekelioglu 1993,
Cireli 1997, Saglam ve ark 1997) . Osteoblastlar tarafindan sentezlenen osteopontin ve
ostekalsin, matriks organizasyonunda ve Ca*? homeostazisinde merkezi rol oynamaktadirlar.
Osteopontin, fosforile haldeki bir glikoprotein olup, kikirdagin kemige donistigi bolgelerde
ve Ozellikle de osteoklastlarin kemik ylizeyine tutunduklar: noktalarda yogun olarak bulunur.
Osteopontiri’in osteoklastlara tutundugu ve onlarin kalsifiye durumdaki matriks ile
baglantilarini kolaylastirdig1 diisiiniilmektedir. Osteokalsin ise, modifiye bir aminoasit olan y-
glutamik asidi igeren kiigiik bir proteindir. Bu proteinin de osteoklast aktivitesi ile ilgili
oldugu diigiiniilmektedir. Osteokalsin, kemik mineral kristallerine baglanmakta ve
osteoklastlar1 bolgeye ¢ekerek aktive etmekte ve bdylece de kemik olusumunda 6nemli bir rol
oynamaktadir (Mercer 1993).

2.3.1. Kemik Dokusunun Embriyonik Gelisimi

Tiim bag ve destek dokulari gibi kemik dokusu da temel olarak mezenkim dokusundan
koéken almakla birlikte, iskelet sistemini olusturan kemiklerin embriyonik k&kenlerinde
farkhlhiklar gériilebilir. Ornegin; ekstremite kemiklerinin tamami  bulunduklan bolgenin
mezenkiminden gelistikleri halde, kraniyofasiyal kemiklerden frontal, parietal, temporal
kemikler ve mandibulanin bir kismi, bu kemiklerin gelisecegi bolgelere gé¢ eden crista
noralis hiicrelerinden koken alirlar (Dekleer 1982, Olsson 1982, Hall 1987).

Kraniyofasiyal kemiklerle ekstremite kemiklerinin embriyonik geligimlerindeki diger
bir fark da sekillenme asamalarindaki farkhiliktir. Pelvis ve ekstremite kemikleri hiyalin
kikirdak bir modelden gelisirken, kraniyofasiyal kemiklerde bdyle bir kikirdak modelin
sekillenmesi s6z konusu degildir (Olsson 1982, Hall 1987).
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2.3.1.1. Memelilerde Kemigin Embriyonik Geligimi

Hem memeli ve hem kanatlilardaki embriyonik kemiklesme olayinda birgok ortak
asama var ise de, bu iki tiirdeki embriyonik kemiklesme arasinda belirgin farklar da
bulunmaktadir. Memelilerde kemik dokusu; embriyonik dénemde ya intramembrantz yani
primer (dezmal) ossifikasyon, ya da intrakartilaginéz yani sekonder (kondral) ossifikasyon
yoluyla meydana gelmektedir (Dekleer 1982, Olsson 1982, Erbengi ve ark 1987, Cireli 1997,
Saglam ve ark 1997).

2.3.1.1.1. Intramembranéz (primer, dezmal) Ossifikasyon:

Insanlarda, embriyonik hayatin 6-7. haftalarinda ilk 6nce clavicula’da ve daha sonra da
calvaria’ya ait olan yass: kemiklerin gelisecegi bdlgelerde bu tir kemiklesme goriilmektedir.
Bu kemiklesmede ilk énce kemik dokusunun sekillenecegi bdlgedeki mezenkim hiicreleri
bdlgedeki damarlar etrafinda toplanarak, buralarda gogalirlar. Bu dénemde, bélgedeki
hiicreler arasinda sekilsiz temel madde ve ince kollagen iplikler bulunur ki, bu bdlgeler
“ossifikasyon merkezleri” olarak adlandinlirlar. Bélgedeki hiicrelerin  bir kismu
osteoprogenitor hiicrelere farklilasir ve bu osteoprogenitdr hiicreler de irileserek, bazofilik
sitoplazmal1 ve poligonal sekilli osteoblastlara doniisiirler (Erbengi ve ark 1987, Hall 1987).
Osteoblastlar kemigin organik matriksini sentezler ve takiben de mineralizasyonunu saglarlar.
Bu hiicrelerden salgilanan kollagen ve proteoglikan matriks, baslangigta mineralize degildir
ve “osteoid” olarak isimlendirilir (Olsson 1982, Paker 1990, Mercer 1993). Salgilanan
kollagen fibrillerin belli bir dogrultular1 olmayip farkli ydnlerde seyrederler. Takiben,
osteoblastlarin enzimatik aktiviteleriyle osteoid doku kalsifiye olur. Bu erken embriyonik
gelisim evresindeki kemige “lamelsiz kemik, orgiili kemik, primer spongiydz kemik™ denir.
Kalsifiye olan matriks iginde hapsoian osteoblastlarin, iglerinde sikisip kaldiklann ve
yasamlarum siirdiirdiikleri kiigiik bogluklara “lakuna osseum™ ad1 verilir. Bu hiicreler artik
osteosit olarak nitelenmektedir (Erbengi ve ark 1987). Osteoblastlarin tamami osteosite
doniismeyip, 6nemli bir kismu bu bdlgede ¢ogalir ve olusan bu ilk kemik dokusunun ylizeyine
tek sira halinde dizilirler. Osteoblastik faaliyet her noktada ayni hizda gergeklesmediginden,
olusan ilk kemik dokusu kemiklesme merkezinden ¢evreye dogru isinsal bigimde uzanan
¢ikintilar, yani spikiiller (kemik trabekiilleri) tarzindadir. Birbirleriyle birlesen trabekiiller,
siingerimsi bir ag tarzindaki “spongiyéz kemik” dokusunu olustururlar (Olsson 1982, Cireli
1997, Saglam ve ark 1997).
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Matriksin sekilsiz unsurlar1 ve kollagen fibrillerin olusmasindan sonra kemik alkalen
fosfataz (ALP) enziminin etkisi ile Ca*? iyonlanimn bolgedeki miktar artar ve bu iyonlar
inorganik fosfatlarla birleserek kalsiyum fosfat ve karbonat tuzlarim olugstururlar.
Hidroksilapatit kristalleri halindeki bu tuzlar kollagen fibrillerin lizerine ya da aralarina
yerlesirler. Bu yeni olusan kemik dokusunda osteoblastlar spongiy6z tabakadaki her
trabekiilin hem serbest uglarinda ve hem de yan yiizlerinde dizilmis olup, faaliyetlerine
devam ederek trabekiile yeni kemik dokusu eklerler. Yan ylizlere lameller halinde yeni kemik
dokusu (sekonder kemik) eklendikge trabekiiller arast mesafeler daralir ve kemigin histolojik
yapi karakteri degisir. Olusan bu yeni kemik tiirine “kompakt kemik, sekonder kemik™ denir
(Moore 1983, Cireli 1997, Saglam ve ark 1997).

2.3.1.1.2. intrakartilaginéz (Kondral, Sekonder) Kemiklegme:

C1a\./icula ve kafatasinin yassi kemikleri disinda kalan, iskeletin diger biitiin kemikleri
bu kemiklesme ile gelismektedir. Bu kemiklesmede, kemigi olusturacak bdlgede kemigin
once hiyalin kikirdaktan olusan bir taslagi sekillenmektedir. Kondral kemiklesme, kikirdak
modelin periferinde basliyorsa “perikondral kemiklesme”, i¢ bdlgelerinden bagliyorsa
“enkondral kemiklesme” olmak {izere iki tipte gozlenmektedir (Olsson 1982, Erbengi ve ark
1987, Cireli 1997, Saglam ve ark 1997).

2.3.1.1.2.1. Perikondral kemiklesme:

Bu tip kemiklesmede kemik dokusu olusumu, sekillenecek olan kemigin hiyalin
kikirdak modelini ¢evreleyen kikirdak zarindan (perikondrium) baslamaktadir.
Perikondriuriiun i¢ katmamnda bulunan mezenkim hicreleri bolinip farklilagarak
osteoprogenitér hiicrelere, bu hiicreler de osteoblastlara doniigmektedirler. Osteoblastlarin
faaliyeti ile kikirdak modelin diyafizinin orta bdlgesinde modeli ¢epe gevre saran ince bir
“kemik manson” sekillenir. Diyafizin orta bolgesini ¢epe gevre kusatan bu kemik mangon,
eklenen yeni kemik lamelleri ile daha da kalinlagrr. Osteoblastlanh etraflarinda hidroksilapatit
kristallerinin ¢okelip birikmesiyle bu hiicrelerin bir kismu daha sonra osteositlere doniisiir.
Oldukga vaskiilarize durumdaki bu periostal bag dokusu, osteoklastlarin periostal mansonda
actif1 deliklerden bolgeye niifuz eder. Osteoklastlar enzimatik aktiviteleri ile kikirdak
hiicrelerinin ¢evresinde bosluklar olustururlar ki, iginde damarlarin seyrettigi bu bosluklar
daha sonra Havers ve Volkman kanallarina déniisiirler. Uzunlamasina kesitlerde periostal
spongiydz kemigin histolojik goriiniimii enkondral spongiyd6z kemiginkinden oldukga
farklidir. Enkondral spongiytz kemikte bosluklar ve trabekulalar diizensiz bir siinger
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gortiniimiinde oldugu halde, periostal spongiy6z kemikte boslukiar ve trabekulalar birbirierine
paralel ve diizenli bir seyir takip ederler (Olsson 1982, Hall 1987).

Kikirdak taslagmn perikondrium’u, kemigin olugumunun tamamlanmasmdan sonra
periosteum adni alir. Perikondral kemiklesmede, uzun kemikierin diafiz kisimlarindaki

kalinlagma daha belirgin iken, metafizlere dogru bu kalinlagma daha az belirgindir.

2.3.1.1.2. 2. Enkondral kemiklesme:

Perikondriyumdan baslayan perikondral kemiklesme ile diafizde gergeklesen
enkondral kemiklesme olaylari, baslangiglan ve devamlar agisindan birbirleriyle uyum iginde
gergeklesirler. Kikirdak modelin diafiz bolgesine karsilik gelen orta kisminin ylizeyinde, dnce
perikondral kemikiesmeyle spongiy6z kemik yapisindaki kemik manset sekillenir. Takiben
de, diaﬁzin-tam ortasinda yeni bir kemiklesme olay1 baslar (Olsson 1982, Cireli 1997, Hall
1987). Kikirdak dokusunun iginde gerceklesen bu kemiklesme olay1 “enkondral kemiklesme “
olarak adlandiriimaktadir.

Periosteurndan kikirdak dokuya niifuz eden damarlar yoluyla gelen mezenkim
hiicreleri iki yonde diferensiye olurlar: Bu hiicrelerden ilki kondroklastlardir. Bu hiicreler
salgilariyla kikirdak dokusunu yikimlar ve kikirdak temel maddesinin biiyiik kismum eritirler.
Ikinci hiicre tipi ise osteoblastlardir. Kondroklastlarin faaliyeti sonucu, dejenere olan
kikirdak yavas yavas rezorbe edilerek ortadan kaldinilir (Moore 1983). Esas olarak metafizleri
olusturan enkondral kemiklesme, kikirdagin ortasinda sekillenen kemiklesme merkezlerinden
baslar ve ¢ift yonlii olarak metafizlere dogru genislemek suretiyle ilerler. Boyuna kesitlerde,
ilerleme sahasi tepe noktalan diafizde birbirine bakan ve tabanlan metafizlerde bulunan iki
iiggen seklinde goriiliir. Burada olusan kemik, yikimlanan kikirdak kitlesinin yerini tamamen
dolduramaz. Ciinkii gelismekte olan kemik bir yandan da rezorbe edilmektedir. Rezorpsiyon
sonucunda kemik bdlmeleri arasinda kiiglik bosluklar olugur. Bosfuklan isgal eden mezenkim
doku sonradan kemik iligine farkhilasir. Boylece metafizlerin substantia spongiozasi
sekillenmis olur (Hall 1987).

Epifizlerin  enkondral yolla kemiklesmesi, metafizlerinkinden ¢ok daha geg

gerceklesmektedir. Yeni doganlarda ¢iplak gdzle gorilebilecek biyiiklikte olan ve
“kemiklesme ¢ekirdegi” de denen merkezi bolgeden baslayarak biitiin epifizi kaplamaktadir.
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Bu merkeze “sekonder ossifikasyon merkezi” denmektedir (Moore 1983, Erbengi ve ark
1987, Cireli 1997, Saglam ve ark 1997).

2.3.1.2. Kanathlarda Kemik Dokusunun Embriyonik Geligimi

Bu tirde de uzun-yuvarlak ve yass1 kemikler embriyonﬂ{ donemde farkh yollarla
olusurlar. Kanathilarda uzun kemiklerin gelismesi, ilk kez Fell tarafindan 1925 yilinda detayh
bigimde tammlanmistir (Pechak ve ark 1986a). Kanath embriyosunda ekstremite
tomurcuklarindan koken alan kemikler subperiostal yolla gelismektedir. Yani kemiklerin énce
hiyalin kikirdak modelleri olusmakta ve bunlar kemik dokuya doniismektedir. Ancak, sz
konusu kemikler kikirdak modellerden gelismelerine ragmen, bu tiirde enkondral kemiklesme
gozlenmemektedir. Primer kikirdak model, embriyonik yasam boyunca mineralize olmadan
varhgm sirdiirmektedir. Kulugkadan ¢iktiktan sonra, kan damarlarimin invazyonunun
artistyla biriikte matriksin mineralizasyonu ve biitiinligiiniin bozulmasi, sonugta da kikirdagm
kemiklesmesi art arda gergeklesen olaylardir. Subperiostal kemik, kikirdak modelin orta
kisminda yani kemigin diyafizini olugturacak bolgede kikirdak modelin yiizeyinde gelismekte
ve kikirdakla, bu donemde artik periosteum olarak isimlendirilen yap: arasinda yayilmaktadir.
Kikirdaga damarlarin ilk invazyonu periosteum’daki damarlarin kikirdak modele niifuz
etmesiyle gergeklesir. Bu nedenle kikirdak matriksine ulagan ilk osteojenik hiicreler
periosteurn’dan koken almaktadir. Takiben, kan kokenli osteoprogenitdr hiicreler kemiklesme
sahasina gelirler. Bu hiicreler, yikimlanan kikirdak matriksinin kalmntilar iizerine toplanarak
buralarda osteoblastlara doniigiirler. Daha sonra bu hiicre topluluklart kemik spikiillerini
(trabekiilleri) meydana getirirler. Ardindan da birbirleriyle anastomozlasan bu trabekiiller
slingerimsi tabiattaki agmmsi bir yap1 olustururlar (Hall 1987).

Hamburger Hamilton (HH) skalasina gdre yapilan smiflamanin 23-26. evreleri
arasinda (inkiibasyonun 4-5. giinleri) tavuk embriyolarmin ekstremite tomurcuklarmin
merkezi bolgelerine dofru mezenkimal hiicrelerin gd¢ii baglamakta ve bu hiicreler
kondrositleri olugturmak {izere ¢ogalip farklhilagmaktadirlar. Kanathlarda, embriyonik
donemde kemik doku olusumunun 6nemli bir gostergesi olan kalsifikasyonun tibiada HH-33.
evreye kadar (inkiibasyonun 7,5-8. giinleri) gdzlenmedigi ifade edilmekle (Syfiestad ve ark
1985, Pourus ve ark 1998) birlikte; Hall (1987) tavuk embriyosunda kalsifikasyonun,
inkiibasyonun 5,5-6. giinlerinde (HH-28-29) basladigin ileri siirmektedir. Ancak; kanathlarda
ilk kemiklesmenin embriyonik dénemin 5,5-8. giinleri (HH- 28-34) arasinda basladifim
gosteren giiclii bulgular da elde edilmistir. Bu bulgular;
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1. Perikodrium’da inkiibasyonun 5,5-6. giinlerinde (HH-28-29), normalde kikirdak dokusunda
bulunmayan Tip I kollagen tespit edilmigtir (Tachetti ve ark 1987). Ayrica osteoblastlarda
bulunan ALP enzimine de yine aym dénemde, perikondrial hiicrelerde de rastlanmaktadr
(Hall 1987).

2. Kemik dokusunun sekillenmeye bagsladigini gdsteren bir bulgu olan diyafizin ortasindaki
kondrositlerin irilesip, hipertrofik hal almalari, inkiibasyonun 6-6,5. giinlerinde (HH-29-30)
gozlenmektedir (Tachetti ve ark 1987, Haynes 1990).

3. Inkiibasyonun 6,5. giiniinde (HH-30); perikondrium dista ipliksel, igte hiicresel dzellikteki
iki katmandan olusan bir yapiya sahiptir. Perikondrium’un dig katman yassilmis hiicreler
icerir. Bu hﬁcreler, kikirdag: ¢evreleyen fibroz kapsiiliin ipliksel unsurlan ile sekilsiz temel
maddesini tiretirler. Perikondrium’un i¢ katmam ise kikirdagin biiylimesini saglayan
kondroblastlara diferensiye olan hiicreleri igerir. Kemiklesme siirecinde perikondrium
periosteum’a doniistiigiinden dig katman fibroz karakterini korurken, i¢ tabakadaki hiicreler
osteojenik 6zellik kazanirlar (Hall 1987).

4. Inkiibasyonun 6,5-7. giinlerinde (HH-30-31) diyafizin orta bdlgesinde ilk osteoid alaniar
belirir. Bu alanlarin ortaya gikisim takiben, g¢ift kath perikondrium artik periosteum olarak
isimlendirilir. Bu dénemde osteoblast karakteri kazanan hiicreler periosteum’un kikirdaga

bakan i¢ yiiziinde goriiliirler (Hall 1987).

5. Inkiibasyonun 7,5-8. giinlerinde (HH-33) ise osteoid’de mineralizasyon baslar (Hall 1987,
Pechak ve ark 1986a).

Yukarida da ifade edildigi gibi inkiibasyonun 8. giiniinde (HH-34) mineralizasyonun
bagladig1 kanath tibia’sinda 10. giinde (HH-36) manson seklindeki mineralize kemik halka
agikca goriilmektedir. Bu mineralize kemik mansonun ylizeyi, bilylime merkezleri olarak
kabul edilen mineralizasyon alanlari, yani kalsifikasyon sahalarim igerir. Buradaki
kemiklesme merkezleri daha sonra, dista sekillenecek olan ikinci bir mineralize mansonu
destekleyecek olan siitunlar sekillendirmek iizere disa dogru genisler. Olusan ikinci
mjingralize halka ilkinden biraz daha genistir. Inkiibasyonun 11. gininde (HH-37), periostal
kemik trabekiilleri uzar ve kemik taslagimin diyafizeal bolgesi ard arda eklenen silindirik
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mansonlar nedeni ile kalinlagir. Bu kahinlagma siireci kulugkadan ¢ikisin 2. giiniine kadar
devam eder. Inkiibasyonun 10 ve 11. giinlerinde (HH-36-37), periosteumun altindaki
kikirdaga vaskiiler invazyonun ve kikirdak dokusunda erozyonunun baglamasi olaylariyla,
mineralize durumdaki silindir bigimli bolgelere besleyici arterlerin girerek kemik iligi
boslugunun sekillenmeye baslamasi olayi, kanathlardaki embriyonik kemiklesme siirecinde
ortaya c¢ikan dnemli olaylardandir (Courtin ve ark 1997). Bu olaylar sonucunda tipik primer
Havers kanallan sistemine sahip olan kortikal kemik gelismesine devam eder (Courtin ve ark
1997).

Pechak ve ark (1986a)’na gore uzun kemiklerin kikirdak modellerinin kemiklesmesi
esnasinda gergeklesen en belirgin histolojik degisiklikler, HH- skalasina gore 32. evre ile 44.
evreler (7-18. giin) arasinda baslamakta ve kulugkadan ¢ikisin 2. giiniine kadar devam
etmektedir.-HH- 32. evrede (7. giin), kikirdak kiitlesi hipertrofik kondrositlerden olugmustur
ve osteoblastlar ile vaskiiler alanlardan olusan yiiziik seklindeki mineralize osteoid doku
tarafindan sarilmis haldedir. HH- 35. evrede (8-9. giin) vaskiilarizasyon yaygn olup, kemik
yapiminda rol oynayan hiicre tiplerinin tamarm kemiklesme sahasindaki kikirdak dokusunda
gozlenir. HH- 37. evrede (11. giin), kemik iligi boslugu kikirdak modelin diyafizinin orta
bolgesini tamamen isgal eder. Periosteum’un ylizeyindeki mineralizasyon ise HH- 44. evreye

(18. gtin) kadar devam etmektedir.

Syftestad ve ark’na (1985) gore tavuk embriyolarindaki kemik gelisimi sirasinda itk
kalsifikasyon. HH-33. evrede (inkiibasyonun 7,5-8.giinleri) dis periostal membranda
baslamaktadir. Mineral depolanmasindan sonra, perikondrium’un periosteum’a doniismesi ile
diyafizeal bolgede ard arda eklenen silindirik kemik dokusu ile periosteal kemik kalinlagsmasi
baslamaktadir. Daha sonra kemik trabekiilleri boyunca belirgin bir damarlasma baslamaktadir.
Bu olaylar, gelismekte olan iskeletin osteogenezisinin basladigim gostermektedir. Kikirdak
dokusu endokondral kemiklesme yoluyla kemik dokusuyla yer degistirmektedir. Bu olaylar,
bir yandan diafizeal korteksin sekillenmesinde subperiostal kemik dokusunun ilavesine
katkida bulunurken; diger yandan da hemopoietik dokunun infiltrasyonu i¢in gereken kemik
iligi boslugunu olusturmaktadir.

Pechak ve ark (1986b), tavuk embriyosunda uzun kemigin gelisimini incelemisler ve
HH-28. evrede diyafizin orta bolgesinde her biri farkli hiicrelerden olugsan 3 bdlge

tanimlamislardir. Bunlar;
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1. Yumusak mezenkimal ve miyojenik hiicreler katmany,
2. Osteoprogenitor hiicre katmani,
3. Koni seklindeki kikirdak doku bdigesidir.

Arastiricilara gore (Pechak ve ark 1986b) sekillenen ilk kemik, kikirdak dokusunun
¢evresinde yer alir. Diyafizin ortasinda, icte yaralan ve baslangigta osteoid doku halindeki bu
doku, Tip 1 kollagenden olduk¢a zengindir. Kan damarlan1 daha sonra mineralize olan bu
bolgeye infiltre olurlar ve bu durumda osteoid, kan damarlar1 agiyla trabekiiler kemigin ikinci
tabakasini sekillendirecek hiicre siralar arasinda uzanir. Ancak bu merkezi bdlgedeki kikirdak
dokusunun yerini kemik dokusu degil kemik iligi dokusu almaktadar.

Tacchetti ve ark (1987) ise, tibiadaki hipertrofik kondrositlerin bir dizi hiicre
diferensiyaéyonu ile olustuklarim ileri stirmiislerdir. Aragtimcilar, HH-22. evre ile - 25. evre
arasinda iskelet tomurcuklarinin merkezi blgelerine mezenkimal hiicre goglerinin bagladigim
Vé buralarda kondrosit proliferasyonunun gergeklestigini tespit etmislerdir. Kondrogenezis
siirecinin, ekstraseliiler matriks makromolekiillerinin miktar ve yapilarindaki degisikliklerle
basladigim ve hipertrofik kondrositler tarafindan salinan matriks vezikillerinin, Ca*? iyonu
birikiminin gergeklestigi ilk merkezler olduklarini ortaya koymuslar ve kalsifiye olan
bilgedeki hiicrelerin dejenere olarak, yerlerinin genis kan damarlar tarafindan isgal edildigini
bildirmislerdir. Summerlee (2001) ve Caplan ile Pechak (1987) tarafindan embriyonik
donemde gergeklesen kemik gelisiminin onemli evreleri ile bu evrelerdeki belirgin olaylar
asagidaki tabloda (Tablo 2. 4) verilmistir.

Tablo 2.4: Bazi hayvan tiirleri ile insanda, embriyonik gelisme doneminde gergeklesen kemik
gelisiminin 6nemli asamalari.

Kemik Kemik gelisimi asamalan Tirlerin embriyonik gelisme
gelisimi ddnemleri (gebeligin yada
evreleri kuluckanin ginleri)

Kanath Fare Insan
Evre 14 Iskelet tomurcuklannin belirginlesmesi 345 12-14 40
Evre 5-8 Kikirdak merkezinin sekillenmesi ve osteoid tabakanin fretimi 4,5-7 14-15 40-50
Evre 9 Kikirdak hiicrelerinde hipertrofinin baglamas: 6,5 15 50
Evre 10 Osteoid tabakanin distale ve proksimale dogru ilerlemesi 7-16 15-16 50
Evre 11 Osteoidin mineralizasyonu 75 15 50
Evre 12-14 Mineralize kemik mangonuna damariarin invazyonu 8-3,5 15-16 50-57
Evre 15 Trabekiller osteoidin 2. tabakasinin yekillenmesinin baslamas: 9 16 57-58
Evre 16-17 Vaskiiler mangonla baglantih kemik iligl unsurlanmn gekillenmesi 8,5-9 16 60
Evre 18 Vaskiiler penetrasyon ve kikirdak dokusunun yikimlanmast 9 5 56
Evre 19 Kikirdagin yerini kan damarlar1 ve kemik iliginin almas: 9-14 16-17 60
Evre 20 Trabekiiler kemik yapiminin devam etmesi 9-19 - -
Evre 21 Diyafizdeki ilk sekillenen kemik mangonun yikimlanmast 11 - -
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2.4. Kemik Biiyiimesi

Uzun ve yuvarlak kemikler enine (transversal) biliylimeyle kalinliklarim artmirken,
boyuna (longitidunal) biiyiimeyle de boylarimi uzatirlar. Longitudinal kemik biiyiimesi; uzun
kemiklerin bilylime plakalarindaki kondrositlerin proliferasyonu ve diferensiyasyonlarim
(Farquharson ve Jefferies 2000, Tachetti ve ark 1987), hiicre zar1t ALP enzimi ( Farnum ve
Wilsman 1987, Farquharson ve Jefferies 2000) ile tip X kollagen sentezi artisi ve tip Il
kollagen sentezindeki yavaglamamin yam sira osteonektin sekresyonunu, vitamin D
reseptorlerinin ekspresyonunu, matriks vezikiillerinin salinimi ve mineralizasyonlar1 (Ohyama
ve ark 1997) ile kondrositlerin hipertrofilerini ve programli hiicre Slimiiyle (apoptozis)
yikimlanmalarimi kapsayan oldukg¢a karmasik  olaylar zinciri sonucunda gerceklesir
(Monsonego ve ark 1993, Germiller ve Goldstein 1997, Erenpreisa ve Roach 1999,
Farquharson ve Jefferies 2000).

Epifizeal biiylime plakasinda gergeklesen yukaridaki olaylar zinciri sonunda biiyiime
plakasmdaki kikirdak dokusunun bilyiimesi tamamlanmakta ve gegici kemiklesme
(provizyonal kalsifikasyon) bdlgesi olan kalsifiye kikirdak dokusunun yerini tedricen kemik
dokusu almaktadir. Diferensiye olan kondrositler, kikirdagin uzamasmni diizenli olarak
stirdiirebilmek i¢in yer degistirmek zorundadirlar. Eger bu siireg bozulacak olursa, takibeden
kemik forrﬁasyonu olumsuz yénde etkilenmektedir. Baz: arastiricilar (Cancedda ve ark 1995),
hipertrofik kondrositlerin kemik hiicrelerine doniistiigiinii ileri sirmektedirler. Roach ve ark
(1995) gore farklilasmamin son asamasina gelmis olan iki kardes hipertrofik kondrositten biri
Slirken, diéé}i osteoblasta doniismektedir. Buna karsin, Farnum ve Wilsman (1987) ise,
baslangigta diferensiye olan kondrositlerin apoptozis ile ldiklerini ve bunlarin artiklarimn
elimine edilmesi ile kemik formasyonunun kemik uglarna dogru ilerledigini

bildirmektedirler.

Uzun kemiklerin enine biiyiimesi ise, periostal kemik trabekiillerinin art arda eklenip
giderek kalinlagmasi sonucu gergeklesmektedir. Kemik uzunlamasina biyiirken, ayn: hizla da
enine kalinlasma devam eder ve boylece orantili bir sekilde biiylime gergeklesir (Courtin ve
ark 1997).

26



2.5. Bityiime Plakasi

Tibianin orta bdlimiinii olusturan ve ilik kanalm (canalis medullaris) barindmran
kompakt kemik yapisindaki diyafizin her iki ucunda siingerimsi kemik yapisindaki metafizler
bulunur. Metafizlerin disinda yer alan ve eklem yiizlerine bakan kisimlar ise epifizlerdir ki, bu
bolgeler hiyalin kikirdak yapisindaki distan eklem kikirdaklariyla kaplanmustir. Epifiz ile
metafiz arasinda yer alan ve uzun kemiklerin uzamasindan sorumlu olan kikirdak dokusuna,
“bliytime plakas1” adi verilmistir (Olsson 1982, Brighton 1985). Cogu kemikte hem
proksimalde hem de distalde olmak lizere ikiser adet biiyiime plakasi bulunurken, metatarsal

ve metakarpal kemikler ile falanks kemiklerinde birer adet biiylime plakasi mevcuttur (Olsson
1982).

En  hizli biiyliyen kemikler olan femur ve tibianin biiylime plakalarindaki
kondrositleﬁn cogalma ve diferensiyasyon hizlari, bu kemiklerin hem biyime hizlarini ve
hem de ulasabilecekleri uzunluklarn belirler. Bu kemikler aym1 zamanda basinca en fazla
maruz kalan kemikler olduklarindan, 6zellikle tibanin proksimal bitylime plakasi, iskelet
sisteminin gelisimini bozan faktorlerden en fazla etkilenen bolgedir. Ozellikle etgi tavuklarda;
tibial diskondroplazi, osteokondrozis, rasitizm, epifiz aynilmasi, tibia rotasyonu, tibia
bitkiilmesi, gastroknemius tendonunun yirtilmasi ve kaymasi olgular1 siklikla rastlanan
iskelet bozukluklaridir. Bu nedenle tibianin proksimal biylime plakasi, gerek deneysel
caligmalarda ve gerekse de iskelet sistemi hastaliklarimin teghisinde 6zel bir dneme sahiptir
(Leterrier ve Nys 1992).

Biilyiime plakasmn epifize ya da metafize ait oldugu konusunda yapilan tartigmalar
kesin bir sonuca ulasmamugstir. Zira, tibiamin embriyonik gelisiminin basindan itibaren
gergeklesen olaylar zinciri dikkate alindiginda biyime plakasinin *“metafizeal biiylime
plakas1” olarak isimlendirilmesi (Olsson 1982) uygun olmakla birlikte; plakanin rezerv
zonunun epifiz kikirdagiyla komsu olmasi ve onunla devam etmesi, “epifizeal biiylime
plakas1” ifadesinin daha uygun olacagim akla getirmektedir. Ancak ¢ogu arastiric1 (Haynes ve
ark 1985, Haynes 1990, Julian 1998, Orth 1999), tibiadaki biliylime plakalarindan
proksimaldekini “proksimal tibial bilyiime plakas1”, distaldekini de “distal tibial bliyime
plakast” olarak adlandirmaktadir. Tibial biiylime plakasi kanathlarin kulugka donemi
boyunca, uzun kemiklerin ug kisimlarinda koni seklindeki kikmrdak kiitleleri halindedir. Bu
kikirdak kiitleler, kulugka sonrasi 5-7. giinlere kadar varliklarim stirdiiriirler. Bu donemden
sonra ise biiyiime plakasi histolojisini kazanirlar (Riddell 2003).
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Biiylime plakasinda yeni kemik doku olusumu tek ydnlii, yani unipolardir. Biiyiime,
ekstremite kemiklerinde proksimal ya da distal yone dogru, vertabralarin korpuslarinda ise
kranial veya kaudal yonlere dogrudur (Olsson 1982).

Biiyiime plakasinda, degisik kondrosit tiplerinin sekillendirdigi farkli zonlar bulunur
ve her bir zon, farkl diferensiyasyon evrelerindeki kikirdak hiicrelerini barindirir (Germiller
ve Goldstein 1997). Kanathlardaki epifizeal biiyime plakasinin yapisint daha iyi
tammlayabilmek i¢in, memelilerdeki biiylime plakasinin yapis: ile karsilagtirmak yararlhidir.
Memeli tibiasindaki biiyiime plakasinda; rezerv zon (dinlenme fazindaki hiicrelerin
olusturdugu zon), proliferasyon zonu (proliferatif zon), tranzisyonel zon , hipertrofik zon,
dejenerasyon zonu ve provizyonel kalsifikasyon zonu (kalsifiye kikirdak zonu) olmak iizere
farkh zonlér tamimlanmustir (Olsson 1982). Her ne kadar Orth (1999), kanathlarn tibial
bitylime plakasinda, memelilerdeki rezerv zona karsilik gelen dinlenme fazindaki hiicrelerin
olusturdugu zon, proliferatif zon, ve hipertrofik zon olmak tlizere 3 zon bulundugunu
bildirmisse de ¢ogu arastirict (Haynes ve ark 1985, Leach ve Gay 1987, Germiller ve
Goldstein 1997, Farqubarson ve Jefferies 2000), proliferatif zonla hipertrofik zon arasinda bir
tranzisyonel zonun bulundugunu ifade etmektedirler. Hiicrelerin olgunlasma sirasi, kanatli ve
memeli tiirlerinin her ikisinde de diizenli katmanlar halinde olmakla birlikte; kanathidaki hiicre
siitunlar1 daha uzun olup, nispeten daha diizensiz dizilmis olan hiicre stitunlarindan meydana
sayilari aras;xda da farklar vardir. Ornegin, 4-7 haftalik broiler piliglerle beyaz Legorn’larin
hiicre siitunlarinda 200 hiicre bulunurken, 6 haftalik ratta hiicre sayist 25 kadardir (Leach ve
Gay 1987). Kanathlarda metafizeal kan damarlari daha genigtir ve biiylime plakasmn igine
daha fazla penetre olmuslardir. Legornlar’da zonlar arasindaki gegis ve hipertrofiye hiicre
zonundaki vaskiiler penetrasyon daha diizenlidir. Broilerlerde, diizensiz bir kondrosit siitun
yapist bulunmasimin yaminda, kikirdak matriksinin kalsifikasyonu da diizensizdir (Leach ve
Gay 1987).

Biiyiime plakasindaki epifize komsu olan ilk zon, rezerv zondur. Bu zon germinal
hiicre zonu olarak da isimlendirilmektedir. Kanatlilarda embriyonik dénemde bulunmayan
(Germiller ve Goldstein 1997) bu zondaki hiicreler, kulugkadan ¢ikistan sonra ger¢eklesen
kemik bilyiimesinden sorumlu olan hiicrelerdir. Bu zondaki hiicreler yasst olup; bdlgenin
hiicre yogunlugu diger zonlarla karsilastinldiginda daha diigiiktiir (Leach ve Gay 1987,
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Farquharson ve Jefferies 2000). Bu zonun ekstraseliiler matriksi diger zonlara oranla daha
fazladir ve buradaki hiicrelerin sitoplazmalan glikojence olduk¢a zengindir. Elektron
mikroskopta bu hiicrelerin graniiler endoplazmik retikulum bakimindan (gER) da olduk¢a
zengin olduklan ve aktif olarak protein sentezledikleri goriilmektedir. Bu hiicrelerin; glukoz-
6-fosfat dehidrogenaz (G¢PDH), malik dehidrogenaz (MDH), fosfoglukozizomeraz (PGIM),
alkali fosfataz (ALP) ve asit fosfataz (ACP) enzimleri ile total ve inorganik fosfat, kalsiyum
kloriir, potasyum ve magnezyum iyonlar1 bakimindan fakir olduklan bildirilmektedir (Olsson
1982, Brighton 1985). Bu zonun matriksi, diger zonlarinkinden daha az miktarda lipid,
glikozaminoglikan, protein ve polisakkarit icermekte ve diisiik lizozomal aktivite
g0stermektedir. Biiylime plakasindaki en yiiksek hidroksilpirolin igeren bdlge rezerv zondur.
Bolgenin matriksindeki kollagen iplikler rastgele tertiplenme gdéstermektedirler (Brighton
1985).

Biiyiime plakasindaki her bir kondrosit, rezerv zondan itibaren kademe kademe bir
sonraki zona dogru ilerler. Nitekim, rezerv zondaki yass1 kondrositler, diferensiye olarak
proliferatif zonun yassi-oval kondrosit siitunlarimi olusturmaktadirlar. Bu ilerleyisin hizi
tiirlere gore bityiik degisiklikler gostermektedir. Omegin, broiler tavuklarda bu siire yaklagik
21 saat iken, insanda 20 giin, ratlarda 2 giindir (Farquharson ve Jefferies 2000). Proliferatif
zondaki hiicreler oval bir niikleus ile yogun ve eozinofilik bir sitoplazmaya sahiptirler
(Brighton 1985, Haynes ve ark 1985, Farquharson ve ark 1992). Kondrosit siitunlari, kemigin
uzun eksenine paralel, yani longitudinal tarzda dizilmislerdir. Memelilerde bu siitunlar
oldukea diizenli iken, kanathlarda diizensiz ve daha fazla hiicre igerdiginden, bdlge daha az
ekstraseliller matrikse sahiptir (Farquharson ve Jeffries 2000). Nitekim, bu zon, biiylime
plakasimn hiicresel yogunlugu en yiiksek olan zonudur (Haynes ve ark 1985). Matriks
bazofilik olup, kollagen iplikierden de zengindir. Kollagen iplikler ve matriks vezikiilleri
rastgele dagimuslardir. Bu zondaki hiicrelerin sitoplazmalar1 da glikojence oldukga
zengindirler. H’-timidin ile yapilan otoradyografik caligmalarda, proliferatif zonda bulunan
kondrositlerin bazi 6zel durumlar disinda, bilylime plakasimn bdliinebilen tek hiicre tipi
oldugunu ortaya konmustur (Brighton 1985, Farquharson ve ark 1992).

Proliferatif zonun distal smiriyla komsu durumdaki tranzisyonel zon, poligonal
kondrositlerin olusturdugu diizensiz tertiplenmis vertikal siitunlardan olusur. Tranzisyonel
zondaki kondrositler; santral lokalizasyonlu bir vezikiiler niikleusa ve ¢ok sayida iri vakuole

sahip olan eozinofilik sitoplazmali hiicrelerdir. Ayrica tranzisyonel zondaki kondrositlerin
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¢ogu, uglari lakunlarin smirlarina ulasan ince sitoplazmik uzantilara sahiptirler. Bu zonun non
mineralize durumdaki matriksi, proliferatif zonun matriksinden daha fazladir (Haynes ve ark
1985).

Hipertrofik zon, kondrosit farklilagmasinin son asamasindaki hiicrelerin olugturdugu
ve tranzisyonel zondakinden daha iyi tertiplenmis hiicre stitunlarindan olusur. Bu zondaki iri
hiicreler daha yuvarlaktir ve daha fazla sitoplazmik vakuol igerirler. Vakuolasyon metafize
dogru daha da artar. Hiicreler niikleer fragmantasyonu takiben olirler (Haynes ve ark 1985).
Bu zonun matriksi, metafizde baslayan ve distale dogru artan mineralizasyon nedeniyle
oldukga serttir. Bu zondaki hiicreler Tip II kollagen, Tip X kollagen ve alkalen fosfataz
enzimini sentezlerler (Castognola ve ark 1986, Haynes 1990). Ayrica bu zonu olusturan
hipertrofik kondrositler, diger kikirdak hiicrelerinin (kondrosit ve kondroblast) sentezledigi
“antivaskiiler invazyon faktorii”ni sentezlemezler. Bu faktdr, damar endotellerinin proteaz
grubu enzimleri sentezlemesini baskilayarak, kikirdak matriksine kan damarlarinin
invazyonunu engellemektedir. Proteazlar, matriksi pargalayan ve damarlarin doku iginde
yayilmasim kolaylastiran bir enzim grubudur. Hipertrofik kondrositler antivaskiiler invazyon
faktoriinit sentezleyemediklerinden, bu zonda hizli bir vaskiilarizasyon geligerek matriksin
mineralizasyonu hizlanir. Hipertrofik kondrositler hayvan tiirime ve sekillendikleri kemik
bolgesine bagh olarak ya oliirler, ya da osteoblastlara donigiirler. Bundan dolay:dir ki, bu zon
oldukga dardir (Hall 1987).

Memelilerde kemiklerin longitudinal biiylime hizlary, hipertrofik kondrositlerin
proliferasyon hizi ve hacimlerindeki artislarla belirlenmektedir. Bu yiizden, memelilerde
kemigin uzama hizi ile bilylime plakasindaki hipertrofik zonun uzunlugu arasmda dogrusal bir
iliski bulunmaktadir. Bununla birlikte, kanathlarda kemigin uzama hizini belirleyen faktorler,
proliferatif hiicre zonundaki hiicrelerin bolinme ve biiylime hizlaridir ( Kember ve ark 1990,
Germiller ve Goldstein 1997, Farquharson ve Jefferies 2000).

Hipertrofik zonun orta hattina kadarki bdlgede bulunan kondrositlerin sitoplazmalar
glikojen bakimindan olduk¢a zengin olduklarindan gliclit PAS (+) reaksiyon vermektedirler.
Ancak orta hattin hemen altindaki hiicreler bu yeteneklerini kaybetmektedirler. Transmisyon
elektron mikroskobunda ise, hipertrofik zonun ortasmna kadarki bolgede lokalize olan
kondrositler normal goriintirler ve sitoplazmik organellerin hemen tamamim igerirler.
Metafize yaklastik¢a hiicreler mitokondriyonlan digindaki diger sitoplazmik organellerini
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kaybederler ve hiicre membranlar1 yogun bir fragmantasyon gdsterir. Sttunun dibindeki
hiicreler oldiiklerinden, hipertrofik zon &li hiicrelerin olusturdugu dejenerasyon zonunda
sonlanir (Brighton 1985, Farnum ve Wilsman 1987).

Dejenerasyon zonu, apoptozisle olen, dejenere hiicrelerin olugturduklan zondur.
Kanatlilarda oldukca ince olan bu zon ¢ok az sayidaki hiicreden olugur.

2.5.1. Biiyiime Plakasinin Vaskiilarizasyonu

Arka ekstremitelerin kan ihtiyaci 2 ana arterden saglanmaktadir. Bu arterler arteria
ischiadica ve A. iliaca externa olup, bdlgenin sadece anterior kisminm beslerler. A. ischiadica,
A. poplitea kolunu verir ve bu damar da 3 kola aynlarak A. genu suprema, A. tibialis anterior
ve A. tibialis medialis’i olusturur. Bu 3 arter ve digerleri tibia’nin anterior kismum gevreler ve
tibia’mn proksimal metafizi ile epifizini besleyen kiiciik besleyici damarlan g&nderirler
(Howlett ve ark 1984). Biiyiime plakas: birbirlerinden bagimsiz iki intraossedz vaskiiler kanal
tarafindan beslenmektedir. Bu vaskiiler kanallar arasinda olgun ve hipertrofik kondrositlerden
olusan ince bir avaskiiler zon bulunur. Epifiz ve metafizden gelen damarlar perikondral ve
periostal bilgede, kemik diginda birbirleriyle anostomoz yaparlar.

Her ne kadar, kikirdak dokusunun kan daman icermedigi ifade edilse de, bu diigiince
soluk borusundaki kikirdak halkalar ve eklem kikirdag: igin gergerlidir. Cogu hayvan tiiriiniin
biiyiime plakasindaki kikirdak dokusunda vaskiiler kanallar bulunmaktadir. Hindi ve
tavuklarin biiylime plakalarinda, epifizden gelen kan damarlari, tranzisyonel zona kadar
penetre olabilirler. Hipertrofik zon ise metafizden gelen kan damarlariyla vaskiilarize
edilmektedir. Bu metafizeal arterler, tranzisyonel zon-hipertrofik zon hattina kadar penetre
olurlar (Haynes ve ark 1985).

Biiyiime plakasim smirlandiran epifizdeki kanallardan giren arterler, dallara aynlarak
kivrimli seyreden gok sayida kiigiik damarlara aynlirlar ki, bunlar da rezerv zon hiicrelerinin
yakinlarinda sonlamirlar. Arterlerin seyrettikleri kanallarda ve onlann tersi yonde seyreden
venalar bllylime plakasmnin vendz kamini epifize tagirlar. Her bir son ug arter, 5 ya da 6

proliferasyon zonu siitununu sekillendirecek kadar kondrositi besleyebilir.

Her ne kadar hindi ve tavuklarin bilylime plakalarmin histolojik kesitlerinde,

metafizeal ve epifizeal kan damarlan arasinda anostomozlagma varmus gibi goriinse de,
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epifizden gelerek biiylime plakasm vaskiilarize eden kan damarlan ile metafizden gelerek
provizyonal kalsifikasyon sahasina penetre olan metafizeal kan damarlar arasinda anostomoz
bulunmamaktadir (Olsson 1982). Bununla birlikte, bu iki kanath tiirlinlin biiylime plakalarinin
kesitlerinde epifizden gelen genis kan damarlariin  bazen plakayr tamamen katederek
metafize ulastiklari goriilmekteyse de, yiiksek biiyiitmelerde yapilan incelemelerde epifizeal
bir damarin ucu ile metafizeal damarin ucu arasinda direkt baglantinin olmadig: ve ¢ok yakin
lokalizasyonlu da olsalar iki, damar arasinda zayif eozinofilik ince bir bdlmenin mutlaka
bulundugu goriiliir. Zira, tibianin g¢ogunlukla kikirdaktan olustugu 4 giinlikkten kiigiik
kanathlarda; tiggen sekilli kikirdagin derin bolgeleri bile epifizeal arterlerle vaskiilarize
edilmektedir (Olsson 1982). Ancak; Howlett ve ark (1984), epifizyal ve metafizyal damarlarin
birbirlerine ¢ok yakin seyrettikleri bolgede ve bu damar pleksuslar1 arasinda kum saati benzeri

daralmis bir baglant1 bélgesinin bulundugunu ileri stirmektedir.

Biiylime plakasmnin kan damarlari, plakanin genislemesi ve kemigin biiylimesinin
regiilasyonunda hayati bir role sahip olmalar1 yaninda, uzun kemiklerin belli hastaliklarinin

patogenezisinde de 6nemli roller oynamaktadirlar (Howlett ve ark 1984).

2.6. Kemigin Gelismesini Etkileyen Faktorler

Kemik metabolizmasi, endojen ve eksojen birgok faktér tarafindan diizenlenmektedir.
Bu faktorler, kemigin yeniden yapilanma (remodelling) stirecinde gergeklesen formasyon ve
rezorbsiyon olaylarim1 hizlandirmak ya da yavaslatmak suretiyle etkilerini gostermektedirler
(Capen ve Weisbrode 1982).

2.6.1. Kalsiyum Metabolizmasi ve Bunu Diizenleyen Hormonlar

Kalsiyum, canli organizmanin en énemli minerallerinden biridir ve kemiklerde %99
oraninda  hidroksilapatit kristalleri seklinde bulunur (Kul 1996, Farquharson 1999).
Memelilerde total serum Ca*? konsantrasyonu ortalama 10 mg/dl’dir ve bu diizey kemik
dokusunda Ca™ depolanmasi veya mobilizasyonu suretiyle fizyolojik limitler arasinda
tutulmaktadir (Dogan ve Yetigir 1983, Norman ve Hurwitz 1993). Ca'® iyonlan kas
kontraksiyonunda, kanin koagiillasyonunda, enzimlerin aktive edilmelerinde, hormonlarin
salinmasinda, sinir uyarimlarinin iletimi ve hiicredeki membranlarin gegirgenliklerinde

Onemli roller oynamaktadir (Capen ve Weisbrode 1982).
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Kan Ca™ konsantrasyonunun fizyolojik limitler arasinda tutulmasmi saglayan
endokrin mekanizmalar arasinda; paratiroid hormonu, kalsitonin ve Vit D dnemli yer tutarlar.
Bu hormonlar kan Ca*? seviyesinin kontroliinde direkt etkili olmalarina ragmen; adrenal
kortikosteroidler, strojenler, tiroksin, somatotropin ve glukagon gibi diger hormonlar da belli
sartlar altinda Ca"> homeostazisinin saglanmasina katkida bulunurlar (Capen ve Weisbrode
1982, Kul 1996, Seahorn 1997, Williams ve ark 1999). Bu bormonlar kan plazmasi ile bashca
3 organ arasmdaki (kemik, bagirsaklar, bobrekler) Ca*? alis verisini diizenlerler. Besinlerle
alinan Ca™* iyonlarimin organizma swvilarina dahil edilmesinde bagirsaklar, depolanmalan ile
kullanilmasinda kemikler ve reabsorbsiyon ya da ekskresyon islemlerinde de bobrekler
fonksiyon goriirler (Capen ve Weisbrode 1982, Kul 1996).

2.6.2. Parathormon (Para Thyroide Hormone, PTH)

Bu hormon paratiroid bezinden salgilanir. Molekiil, 84 aminoasitten olusan tek bir
polipeptid olup, molekiil agirligi 9500 daltondur. PTH, paratiroid bezinin sekretorik
hiicrelerinde iiretilir ve kiigiik miktarlarda depo edilir. Hormonun direkt olarak regiilator etki
gosterdigi yerler kemik ve bobrekler olup, indirekt etkisini gosterdii yer ise ince
bagirsaklardir (Capen ve Weisbrode 1982, Noyan 1993).

PTH’nun en onemli biyolojik etkileri arasinda P iyonunun driner yolla atilimini ve
Ca"®un tubuler reabsorbsiyonunu artirmak, kemik yenilenmesi (remodelling) ve kemik
rezorpsiyon hizini artumak, kemik ylizeyinde osteoklastlarin say1 ve aktivitelerini artirarak
osteolizisi hizlandirmak ve hidroksilprolinin iriner yolla atilimim hizlandumak sayilabilir
(Capen ve Weisbrode 1982, Kul 1996, Pines 1999). Bdylece kan Ca*? iyonu konsantrasyonu
yikselirken, kan P iyonu konsantrasyonu diiser.

Ekstraseliller stvidaki Ca'? iyonu ve Vit.D metabolitlerinin dizeyleri PTH
salgilanmasini ayarlamaktadir. Paratiroid bezinin aktivitesi Ca*? tarafindan kontrol edilir
(Wilson ve Duff 1991). Ekstraseliiler sividaki Ca*? iyonu azaldiginda, PTH salmumu artar.
PTH kemik, bdbrek ve bagirsak {izerine etki ederek ekstraseliler sividaki Ca*? diizeyini
artrr. Ca*? diizeyi belirli bir seviyeyi asarsa, negatif geri bildirim (negative feed-back)
yoluyla PTH salinmasi baskilanir. Bu kontrol mekanizmasi sayesinde ekstraseliiler sividaki
Ca'*? diizeyi cok dar siurlar arasinda tutulur (Capen ve Weisbrode 1982, Wilson ve Duff
1991).
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PTH, kemik yiizeylerinde osteoklast sayisint artirmak suretiyle osteolitik aktiviteyi
yikseltir. PTH  reseptérleri, biiylime plakasinin hipertrofik zonundaki kondrositierde
bulunmaktadirlar. Osteosit-osteoblast pompasiun fonksiyonuna bagli olarak, Ca™’un
kemiklerin merkezinden yiizeyine taginmasini saglarken, komsu ekstraseliiler sivilardaki sitrik
asit miktarini artirmak suretiyle de asit bir ortam olugturup, minerallerin ¢6ziinmelerini, kemik
rezorpsiyonunu saglar ve sonugta da Ca** un plazma konsantrasyonunun yiikselmesine neden

olur (Capen ve Weisbrode 1982, Kul 1996, Yigit 1998).

2.6.3. Kalsitonin (Calcitonin, Thyrocalcitonin)

Kalsitonin, memelilerde tiroid bezinin “C hiicreleri” yada parafollikiiler hiicrelerinden
salgilanan bir hormondur. C hiicreleri, tiroidin, tri-iodotiroksin ve tetraiodotiroksin salgilayan
folikiiler hiicrelerinden farkli hiicrelerdir. Bu hiicreler; ¢ogunlukla follikiiller arasinda
(interfolikiiler, parafolikiiler alanlar) kiigiik hiicre gruplan halinde lokalize olurlar (Capen ve
Weisbrode 1982, Noyan 1993, Kul 1996).

Kalsitonin (CT), 32 aminoasitten olusan ve 3600 dalon molekiil agirhgindaki bir
polipeptid hormondur (Noyan 1993). PTH gibi kemik ve bobregi etkileyerek kan Ca*?
diizeyini ayarlar. Paratiroid hormonu ve CT nin kemik rezorpsiyonundaki etkileri birbirleriyle
antagonisttir. Ancak fosforun renal tubuler reabsorbsiyonunun azaltilmasinda sinerjik
etkilidirler. CT, kan Ca'? diizeyini diisiiriirken, bir yandan da bobrekte Ca*? ve fosfatin geri
emilimini Onleyerek, bu iki iyonun idrarla atidim hizlarini artirr. Kemiklerden mineral

maddelerin mobilizasyonunu engelleyen CT, 6zellikle Ca*

dan zengin besin maddelerinin
alinmasindan sonra mide-barsak kanalindan Ca'? rezorpsiyonunun arttin hallerde
hiperkalsemiyi Onleyici etki yapar. Bu etkisini osteoklastik aktivitedeki primer inhibisyon
yoluyla gésterir (Capen ve Weisbrode 1982, Noyan 1993). Memelilerin osteoklastlan ¢ok
sayida CT reseptoriine sahip olmakla birlikte, kanatli osteoklastlarinin CT reseptorlerine sahip

olup olmadiklar1 heniiz agik degildir (Norman ve Hurwitz 1993, Kul 1996).

2.6.4. Vitamin D; (Cholecalciferol)

Ca'? metabolizmasmnin regiilasyonu ve kemigin yeniden yapilanmasinda gérev alan
Oonemli hormonlardan biri de kolekalsiferol yada Vit. Dj’tir. Kolekalsiferol, kiigiik
miktarlarda besinlerle alinabildigi gibi kolesterol kaynakli olan 7-dihidrokolesterolden,

ultraviyole 1sinlarinin katalizorliigiinde, derinin epidermis tabakasinda da sentezlenir (Capen

34



ve Weisbrode 1982, Pellegrino ve Biltz 1983, Norman ve Hurwitz 1993, Farquharson ve ark
1993).

Eksojen olarak gidalarla alinan kolekalsiferol, barsaklardan emilerek kan dolagimina
gecer. Suda erimeyen kolekalsiferoliin, kan dolasimiyla tagimabilmesi igin tasiyici bir proteine
(Vit. D binding protein-DBP) baglanmas: gerekir. Vit.D;’in mineral metabolizmasina
katilabilmesi igin metabolik aktivasyonu gereklidir. Bu amagla kolekalsiferol karacigerde 25-
hidroksilkolekalsiferole doniistitriiliir. Ikinci 6nemli asama ise bobrekte gergeklesir. Bu
asamada 25-hidroksilkolekalsiferol proksimal tubullerde 1-a-hidroksillaz enziminin etkisiyle
1,25-dihidrokolekalsiferole (1,25(OH);D;), yani kalsitrole aktive edilir. Vit.Dj’iin son
formasyon asamasi karmagik olup, Ca™, P ve PTH’un kan seviyeleri ile ilgilidir. Bobrekler,
kan Ca*? diizeyi normal yada yiiksek ise, kalsitrol yerine inaktif 24-25-dihidrokolekalsiferol
iiretirler. Yiiksek P diizeyi renal 1-a-hidroksillaz1 inhibe ederken, Gstrojen ve prolaktin bu

enzimin etkinligini artirir (Norman ve Hurwitz 1993).

Vit. D ve bunun aktif metabolitleri barsaktan Ca'? ve P absorbsiyonunu artirr ve
boylece ekstraseliiller sivida bu elektrolitlerin  konsantrasyonlarinin belirli seviyelerde
tutulmasim saglarlar. Hurwitz (1989) tarafindan yapilan bir ¢alismada, kanatlilarin Vit. D’nin
yoklugunda normal plazma Ca'® konsantrasyonunu siirdirmede basarisiz  oldugu
bulunmustur. 1,25(0OH),Ds, Ca*? homeostazisi mekanizmasindaki olaylarin goguna Ca**’un
absorbsiyonunu etkileyerek katkida bulunur (Norman ve Hurwitz 1993) .

Saglikli geng bir kanathda, Ca**’un %70’nin absorbsiyonu Vit.D’ye bagh iken;
ratlarda bu oran % 10’dan daha azdw. Vit.D, Ca*? absorbsiyonunu artrmasi yamnda,
bagimsiz olarak kanath barsagindan P’un emilimini de artirir. Nitekim, Peterlik ve
Wasserman (1978) de P’un barsaktan trasportunun Vit.D’ye bagli oldugunu bulmuslardir.
Vit.D ve metabolitleri, kemigin hem formasyonu hem de rezorpsiyonundan sorumiu olan
hiicresel elementlerin diferansiyasyonunu kontrol ederek kemik gelisimini direkt yolla

etkilemektedir (Norman ve Hurwitz 1993).

Hem 1,25 dihidroksilkolekalsiferol (1,25(OH),D;) ve hem de 24,25
dihidroksilkolekalsiferol (24,25(OH),D;)’iin normal bilyiime plakasindaki kondrositlerin
gelisimi ve alKalen fosfataz enziminin sentezi igin gerekli oldugu gosterilmistir (Monsonego
ve ark 1993). Gerstenfeld ve ark (1996) ile Rennie ve ark (1993)’na gore
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dihidrokolekalsiferoliin metabolitleri, kondrosit diferansiyasyonunda rol alan genlerin
hipertrofik fenotipe dogru yonelmesini artirarak kondrosit olgunlagmasinda rol oynamaktadir.
1,25(0OH),Ds, spesifik olarak Tip II kollagenin transkripsiyonunu stimiile eder. Ayrica kol ve
bacak tomurcuklarmin sekillenmesi olaylarinda, mezenkimal hiicrelerin morfolojik
kondrogenezisini artirir (Norman ve Hurwitz 1993, Farquharson ve ark 1993, Farquharson ve
Jefferies 2000). 1,25(OH),D;, hem memelide ve hem de kanatlida kondrosit proliferasyonu ve
diferensiyasyonunda direkt etkilidir (Farquharson ve ark 1993, Farquharson ve ark 1995 ).
1,25(0H) ;Dy’tin hem in vivo hem de in vitro kosullarda kemik rezorpsiyonunu stimiile ettigi
de bildirilmistir (Capen ve Weisbrode 1982, Norman ve Hurwitz 1993, Noyan 1993, Kul
1996, Yigit 1998).

2.6.5. Vitamin A (retinol)

Vit. A’nin kemik metabolizmasina etkisi; osteoblastik aktivitenin artirilmasi suretiyle,
kemik gelisimi ile wviicut biiylimesinin desteklenmesi seklindedir. In vitro ¢aligmalarda
retinoliin kemik ve kikirdak rezorpsiyonunu stimiile edici etkisi oldugu ortaya konmustur.
Retinoliin bu etkisinin ortaya ¢ikisinda 1,25 dihidrokolekalsiferol ve PTH’ nun da roli vardur.
Osteoblast ve osteoklastlarin aktivitelerini kontrol altinda tutan Vit.A, bu hiicrelerin yapisal
biitiinliiklerini korumalarim da saglar. Eksikligi durumunda biiyiime plakasinn proliferasyon
zonundaki hiicre ¢cogalmasi durdugundan, endokondral kemik yapimi da durur ve kemikler

uzayamaz.

Hiper vitaminozis-A durumunda ise, kikirdak proliferasyonu aksar, osteoblastik
aktivite azalir; ancak osteoklastik aktivitenin artisi sonucu kemik yikimu hizlanir (Capen ve
Weisbrode 1982, Paker 1990). Ayrica, biiylime plakasinin ossifikasyonunun hizlandig; fakat
biiylime plakasindaki kikirdagin yerini ¢ok hizli bir sekilde kemik dokusunun aldigi ve
bityiimenin durdugu da bildirilmektedir. Bu nedenle A vitamininin hem yetersizligi ve hem
de toksik dozlari, gelisme geriligine ve kisa boyluluga (nanizm) neden olmaktadir (Paker
1990, Yigit 1998).

2.6.6. Vitamin C

Vit.C kollagen sentezini direkt olarak etkilediginden, yetersizliginde kemik
matriksinin kollagen yapimi bozulur. Kemik bilylimesi yavaglar ve kirik iyilesmesi gecikir
(Yigit 1998).
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2.6.7. Beslenme

Hayvanlara verilen rasyonun protein ve kalori agisindan yetersiz oldugu durumlarda
iskelet gelisimi gecikir. Diyetteki protein yetersizligi, kollagen sentezinde gerekli olan
aminoasitlerin noksanlhigiyla sonuglanir ve kemik gelisimi aksar (Erbengi ve ark 1987, Paker
1990, Wilson ve Duff 1991, Kul 1996, Yigit 1998).

2.6.8. Gonodal Hormonlar (Testesteron ve Ostrojen)

Her iki hormon da kemik yapimim stimiile eder. Normal gelisim siirecinde biiyiime
plakasinin kapanmasi belirli bir zaman alir. Bu olay ireme sisteminin gelisimi ile de yakindan
iliskilidir. Erken cinsel gelisimin kemik maturasyonunu hizlandrdigi, bdyle bireylerde
biiyime plakasmm ¢abuk kapandigi ve sonug olarak da kisa boylulugun ortaya ¢iktigi
bildirilmekteiir (Paker 1990). Testislerin az gelistigi olgularda (hipoplazik testis) yada
pubertiden.énce testisin ¢ikarilmas1 (kastrasyon) durumlarinda ise biiylime plakasi ge¢
kapanir.

Ostrojenin etkisi ise tam olarak bilinmemektedir. Ancak; &strojen, osteoblastlarca
sentezlenen ve osteoklastlarin gelisimini uyaran bir sitokin olan “interlokin-6 (IL-6)”
sentezini baskilamaktadir. Béylece hem kemik yapimi ve hem de kemik rezorpsiyonu, kemik
kiitlesinin devamhihigim saglayacak o6lgiide dengelenmis olur (Mercer 1993). Ostrojen
seviyesinin azaldift menapoz déneminde kemiklerde osteoporozis gorilmektedir (Paker
1990, Yigit 1998, Archer ve ark 2001). Bununla birlikte Olsson (1982), 6strojenlerin,
kondrosit maturasyonunu arttirdigini  ve matriks kalsifikasyonunu  destekledigini
bildirmektedir.

2.6.9. Somatotropik Hormon (Biiyiime Hormonu,GH, STH)

Biiyiime hormonu (STH) basta kemik, kikirdak ve iskelet kasi olmak {izere biiylime
yetenegine sahip olan viicut hiicrelerini dogrudan degil, “somatomedin™ adi verilen bir peptit
grubu aracihigi ile etkilemektedir. Somatomedinler, bitylime hormonunun uyanici etkisiyle
karaciger ve diger dokulardan salinarak kandaki tagtyici proteinlere baglanirlar. Biiyiime
hormonunun etkisiyle salinan somatomedinler (Insuline like growth factor-1 ve IGF-II)
kikirdak ve kemiklerin bilyiimesi i¢in gefekli olan kondroitin siilfat ile kollagenin sentezi ve
depolanmasini saglarlar (Monsonego ve ark 1993). Biiylime ¢agindaki insan ve hayvanlarda
IGF-1, ozellikle kikirdak ve kemik biylimesini, IGF-II ise doku gelisimi ve onarimi
hizlandirir. Kikirdaktaki kok hiicreler IGF-I'e yanit verebilen hiicrelere doniistir, daha sonra
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yerel olarak IGF-I salinir ve dolagimdaki IGF-I'de uzun kemiklerin uglarindaki kikirdak
dokunun gelisimini ve uzamasmm artirnr. STH ayrica, periosteum’un hemen altindaki
osteoblastlarin etkinligini artirir. Béylece yeni trabekiil olusumu gergeklestigi gibi, kemik dig
zarindan yeni kemik dokusu gelisimiyle de kemik kalinlagsmas: da saglanmis olur (Loveridge
ve ark 1993, Mercer 1993). Bilylime hormonunun, bilyiime déneminde fazla salgilanmasi
“devlik” (gigantism); biliyime durduktan sonra (biliylime plakast kapandiktan sonra)
salgilanmasi ise el ve ayaklarin asin bilyiimesi “akromegali”; bilylime déneminde az
salgilanmasi da “clicelik (dwarfizm)” ile sonuglanir (Olsson 1982, Paker 1990, Monsonego ve
ark 1993, Yigit 1998, Yilmaz 1999).

2.7. Kanathlarda Iskelet Sistemi Bozukluklan

Yapilan yogun genetik seleksiyon ¢aligmalariyla gelistirilen Broiler irklarinin biiytime
hizlar, son 50 yildir yaklasik ikiye katlanmigtir. Bu ilerlemede, yemlerin besleyici degerleri
yamnda fiziksel ozelliklerinin de iyilestirilmesi sonucu artan yem tiiketim hizinin da Snemli
etkisi vardir. Yitksek kas oram elde etmek amaciyla yapilan seleksiyon ve hayvanin tiim
ihtiyaglarini iceren yiiksek kalorili rasyonlar, kardiyo vaskiiler hastaliklardan 6liim oranini
artirmustir. Ozellikle; tavuklarda ani 6lim sendromu, ascitese yol agan pulmoner hiper
tansiyon sendromu, aorta yirtilmasi, hindilerde spontan kardiyomiyopati (yuvarlak kalp
hastaligl) ve ani Olimle sonuglanan miyopatilerin neden oldugu mortaliteler oldukga
yiiksektir. Yiiksek yem tiiketimi ile saglanan hizhi biiylime ciddi topalliklara, kemiklerde
defekt ve deformitelere neden olabilir. Mekanik olarak olusan ve travma iliskili problemler
de broilerlerde sik goriiliirler (Julian 1998). Bu ylizden, giiniimiizde broilerlerin Snemli bir
yiizdesinde cesitli derecede iskelet anormaliteleri gozlenmektedir.

En sik rastlanan bozukluklar; kronik agnli topalliklar, distal tibio-tarsusun angular
deformiteleri, tibial diskondroplazi (TD) wve osteokondrozis (OC), tibia rotasyonu,
spondilolistezis, epifizyal ayrilma, gastroknemius tendonunun rupturu ve kaymas:i ile
rasitizmdir. Bu hastaliklar arasinda en sik goriileni ise TD’dir (Wardale ve Duance 1996,
Farquharson 1999). Bu bozukluklarin 6nemli bir kisminin sebebi, hayvanin kemik gelisim

hizinin, kas gelisim hizindan yavag olmasidir.

Bu anormalitelerden iskeletteki biitiin kemikler egit oranda etkilenmemektedir. En
yaygin bozukluklar bacak kemikleri ile buradaki eklemlerle, torasik vertebralarda ortaya
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¢ikmaktadir. Ozellikle femur, tibiotarsus ve tarsometatarsus ile dordiincii torasik vertebra en

fazla etkilenen kemiklerdir.

Dogal olarak ortaya gikan bir bozukluk oldugu ilk olarak Leach ve Nesheim (1965)
tarafindan bildirilen TD, en fazla uzun kemikleri etkilemektedir (Rennie ve ark 1993).
Bununla birlikte, geng broilerlerde, en hizl bilyliyen kemik olan tibiotarsus’ta (Pourus ve ark
1998) daha fazla goriildiigiinden dolay: hastalik, tibial diskondroplazi (TD) olarak
isimlendirilmistir (Edwards ve Veltman 1983, Farquharson ve Jefferies 2000). Hastalik
coguniukla tibiotarsusun biiylimesine en ¢ok katkida bulunan proksimal biiylime plakasmnin
genislemesiyle karakterizedir (Farquharson 1999).

TD anormal bir kikirdak gelisiminden kaynaklanmaktadir. TD lezyonu, mineralize
olmayan, avaskiiler bir kikirdak kiitlesinin bilylime plakasindan metafize dogru yayiimasi
seklinde gozlenir (Leach ve Gay 1987). Lezyonun biiyiikligi, olgudan olguya degisiklik
gostermekte ve kiigiik bir kikirdak kiitlesi olabilecegi gibi metafize kadar uzayan bir kikirdak
kiitlesi halinde de goriilebilmektedir (Farquharson ve Jefferies 2000). Kig¢ik lezyonlar
subklinik seyrederken, genis lezyonlar onemli kemik deformosyanlan topalliklara neden
olmaktadir (Lynch ve ark 1992).

TD’ de olusan hiicresel defektin sebebi belli degildir. Bu konuda birgok hipotez ileri
siiriilmiigtiir. Haynes ve ark (1985), 3 hipotez ileri siirmislerdir. Bunlarin ilki; metafizeyal
damarlardaki bozuklugun sonucu olarak damarlarin bilyiime plakasmna invazyonlarinda olusan
bozukluktur. Ikincisi ise; kan damarlar1 normal yaprya sahip olmalarina ragmen, biiyiime
plakasindaki anormal gelisgim sonucu metafizeal damarlarin bilylime plakasina invaze
olamamamalaridir. Ugiincii hipotez de; kikirdak dokusunun, kondroklastlar tarafindan yetersiz
derecede rezorbe edilmesidir. Sonugta, metafizeal damarlar biylime plakasmna invaze
olamadigindan, kikirdak dokusunun yikilarak yerini kemik dokusunun almasi gecikmekte ve
etkilenen hayvanlarda bilylime plakasi genislemektedir. Nitekim, Farquharson (1999) ile
Farquharson ve Jefferies (2000), TD’nin vaskiilarizasyonla mineralizasyonu baglatan ve
terminal diferensiyasyon asamasindaki kondrositlerin maturasyonunda olusan bir aksamadan
kaynaklandigim ileri stirmektedirler. TD lezyonunun histolojik g6riiniimii, prehipertrofik
kondrositlerin artis1 sonucu ortaya ¢ikan tranzisyonel zondaki genislemedir. Bu yiizden,
lezyon bolgesinde bol miktarda, prehipertrofiye ve immatiir kondrosit topluluklarina
rastlamr. Bu anormal immatiir kondrosit artigi, normal kondrosit farklilagsmasi1 ve
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olgunlagsmas1 siirecinde olusan bir aksamadan kaynaklanmaktadir (Rennie ve ark 1993,
Farquharson ve Jefferies 2000). Nitekim, normal biiylime plakasindaki kondrositierin
ortalama capr 50 um iken, TD lezyonundaki kondrositlerin ¢ap1 20 um’ dir. Lezyon
sahasindaki kondrositlerin ¢ogu nekrotik hiicrelerdir (Hargest ve ark 1985, Farquharson ve
Jefferies 2000). TD lezyonunun bu karakteristik yapisi, bilylime plakasindaki proliferatif ve
hipertrofik zonlarin geniglemesiyle ortaya ¢ikan kalinlasma ile karakterize olan hipokalsemik
ve hipofosfatemik rasitizm lezyonlarindan ayirmaktadir. Hipokalsemik rasitizmde proliferatif
zondaki kondrositler rastgele dizilerek birikirlerken, hipofosfatemik rasitizmde hipertrofik
zonun genislemesi séz konusudur (Farquharson 1999, Farquharson ve Jefferies 2000).

Kondrosit olgunlasmasinda aksamaya yol agan ve heniiz aydinlatilamamis olan
problem, hastaligin etiyolojisinde primer etken olarak dikkate alinirken; vaskiilarizasyondaki
aksama ve mineralizasyon eksikligi, seskonder etken olarak kabul edilmektedir.

Otuz y1l 6nce 6nemsiz bir saglik problemi olan TD, giinimilzde broilerlerin en az
%50’sini ¢esitli derecelerde etkilemektedir (Leach ve Nesheim 1965). Leach ve Nesheim
(1972), TD insidensinin, biiyilk oranda heniiz identifiye edilememis olan rasyon kaynakh
faktorlere bagli oldugunu ileri stirmiislerdir. Yiiksek enerjili rasyonlar insidensi arttwrmaktadir.
Son yillarda yapilan ¢aligmalar (Edwards ve Veltmann 1983, Edwards 1988), TD’nin
insidensinin ve neden oldugu kayiplarin broiler rasyonlarinin ve beslenme programlarinin
modifikasyonu (6rnegin erken dénemde yem kisitlamasi yoluyla bilylimenin baskilanmasi) ile
biiylik 6lgiide azaltilabilecegini gostermistir. Ancak; ilgingtir ki, TD goriilme sikhig1 ile viicut

agirhig1 arasinda 6nemli bir genetik korelasyon bulunamamustir (Farquharson 1999).

Rasyondaki Ca/P oramnin disiik olmasinin, TD’nin gorilme sikligim artiedigi,
rasyona Ca'? ilavesinin ise TD’nin goriilme sikhgim azaltugn bildirilmektedir (Edwards
1988). Hastaligin ortaya ¢ikisinda rasyondaki bakir yetersizliginin de énemli bir rolii oldugu
bildirilmektedir. Bakir, kollagen molekiillerinin birbirleriyle ¢apraz baglar kurmasinda gérev
alan lizil oksidaz enziminin bir ko-faktoriidiir. Rasyonda bakirin yetersiz oranda bulunmasi,
s6z konusu ¢apraz bag olusumunda aksamalara neden olacag i¢in TD’nin gériilme siklii da
artacaktir. Ayni sekilde sistein ve homosistein gibi gerek bakir yetersizligine neden olan ve
gerekse de lizil oksidaz enzimini inhibe eden maddeler de dolayl yollardan, TD’nin goriilme
sikligim artirmaktadir (Farquharson 1999).
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Mikotoksinlerle kontamine olan yemlerle beslenen broiler piliglerde de TD’nin
goriilme sikhig1 artmaktadir. Lawler ve ark (1988) Fusarium equiseti ile kontamine olmus
yemlerle beslenen civcivilerin gogunda bilateral TD’nin spontan olarak gelistigini
bildirmektedir. Bu etkinin sorumlusu olarak F. equisefi’ nin toksik metaboliti olan
fusarokromanone gosterilmektedir. Bu maddenin TD’yi indiikleme mekanizmas: heniiz tam
olarak anlagilamamis olmasina ragmen, immiin cevapta neden oldugu diisiisle ya da mineral
dengesinde neden oldugu bozuklukla iliskili oldugu diigiiniilmektedir. Ciinkii rasyonda bakir
ve ¢inko diizeylerinin artiriimasi, yemdeki fusarokromanonun neden oldugu TD insidensini
azaltmaktadir (Walser ve ark 1982, Haynes ve ark 1985, Lawler ve ark 1988, Rennie ve ark
1993, Farquharson 1999).

Vit. D metabolitlerinin rasyona ilavesi de TD’ nin gdriilme sikligim1 azaltmaktadr. Vit.
D’nin aktif metaboliti olan 1,25- dihidroksikolekalsiferol’iin TD’yi tamamen onleyebilecegi,
25-hidroksikolekalsiferol’iin ise TD’nin insidensini azaltabilecegi yapilan ¢alismalarla ortaya
konulmustur (Newbrey ve ark 1988, Farquharson 1999, Rennie ve ark 1993, Farquharson ve
Jefferies 2000).

TD’nin kalitsal oldugu y6niinde gii¢lii kanitlar bulundugundan, genetik seleksiyon ile
hastaliga direngli hatlarin gelistirilmesine de ¢aligilmaktadir (Farquharson 1999).

Biiyiime plakasim olusturan zonlardaki kondrositlerin asama asama diferensiye
olduklar1 ve programh hiicre 6liimi ile yikimlandiklar agiktir (Erenpreisa ve Roach 1999,
Orth 1999). Hiicre diferansiyasyonunu aksatan herhangi bir faktdr, bu zonlarin kalinlagsmasina
yol agabilir. Diigiik dozda yumurtaya verilen AFB,’in neden oldugu spesifik bir embriyonik
disk anomalisinin, AFB,’in hiicre diferensiyasyonu {izerindeki etkisine bagl olarak ortaya
¢ikabilecegi ileri siiriilmiigtiir (Celik ve ark 2000a, Sur ve Celik 2003). AFB;’in biiyiime
plakasindaki kondrosit diferansiyasyonu tizerindeki etkileri hakkindaki bilgiler ise oldukca

sinurlidir,

Bu ¢alismada, dollii tavuk yumurtasina farkli dozlarda verilen AFB,’in, broilerlerin
tibialarinin proksimal ve distal biiyiime plakalan ile orta hattimn embriyonik dénemdeki
gelisimi  tizerindeki etkilerinin, histolojikk ve histometrik g¢ahsmalarla belirlenmesi
amaglanmistir. Ayni zamanda, kulugkadan ¢ikisin ilk giind ile ¢ikigt takip eden ilk iki hafltada

alinan kemik dokusu ornekleri de incelenerek kulugkadan g¢ikistan sonraki tibia gelisimi de
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incelenmigtir. Bunlara ilave olarak, AFB,’in neden oldufu embriyonik 6liim oranlar1 ve
olusan yapisal kusurlarla, rolatif embriyo agirhiklan tizerindeki etkileri de belirlenmigtir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Yumurta materyali:

Bu amagla, yemlerinde diizenli olarak aflatoksin kontrolleri yapilan ve Glgiilebilir
diizeyde (<1 ppb) aflatoksin igermeyen yemle beslenen Hubboard ki broiler damizliklara ait
toplam 1024 adet kulugkalik yumurta kullanildi.

3.1.2. Aflatoksin By:

Calismada, kristalize haldeki saf aflatoksin B, standardi (Makor Chemical Co.,
Jerussalem, Israel) kullanildi.

3.2. Metot

3.2.1. Aflatoksin B, soliisyonlarinin hazirlanmasi

Kristalize haldeki saf aflatoksin By (AFB,) standardi, benzen icinde ¢ozdiiriilmek
suretiyle 20 pg/ml konsantrasyonunda AFB, igeren stok soliisyon hazirlandi Bu soliisyondan
¢alismada kullanilacak olan her bir konsantrasyon grubu igin gerekli olan AFB,’i igeren
miktarlarda farkli tiiplere aktarilarak; karanlikta bekletildi ve benzenin tamamen ug¢masi
saglandi. AFB, igeren tiiplere 6nceden belirlenen miktarlarda %99.9’luk etil alkol ilave
edilerek AFB,’in tamamen ¢6ziinmesi saglandi. Takiben etil alkol konsantrasyonunu %30’a
diistirmek amaciyla, soliisyonlara steril bidistile su ilavesi yapilarak; enjekte edilen 20 ul
hacmindeki ¢Ozeltide istenilen konsantrasyonlarda AFB,; igeren ¢aligma soliisyonlan
hazirlandi. Bu soliisyonlarin, istenilen konsantrasyonlarda AFB; igerip igermedikleri, standart
aluminyum plakalar (Merck) kullanilmak suretiyle Ince Tabaka Kromatografisi (Thin Layer
Chromotography, TLC) ve Floresans Spektrofotometre (Camag II. Basel, Switzerland;
emisyon dalga boyu 425 nm, eksitasyon dalga boyu 365 nm) ile kontrol edildi. Caligma
soliisyonlar1 bulunan tiipler aliiminyum folyo ile sarilarak, kullanihncaya kadar buzdolabinda

+4 °C’de muhafaza edildi.

3.2.2. Deney gruplannin olusturulmas: ve AFB; soliisyonlannin yumurtalara verilmesi

Bu amagla yumurtalar 10 gruba ayrildi. Yumurtaya enjekte edilen AFB; miktarlan
ve igerdikleri yumurta adetleri agagidaki tabloda (Tablo 3.1) goriilmektedir.
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Tablo 3.1: Calismada olusturulan gruplar ve bu gruplardaki yumurtalara uygulanan iglemler.

Gruplar ‘ Yumurtalara uygulanan iglem
Kontrol, n=74 Higbir islem uygulanmadi.
Delinip-kapatilan, n=75 | Delinip-kapatildi.
Solvent, n=85 20 pl hacminde %30 ETOH soliisyonu enjekte edildi.
2.5 ng AFB,, n=90 20 pl hacminde %30’luk ETOH igerisinde ¢ozdiirilen 2.5 ng AFB,
enjekte edildi.
5 ng AFB,, n=95 20 pl hacminde %30’luk ETOH icerisinde ¢ozdiriilen 5 ng AFB,
enjekte edildi.
7.5 ng AFB;, n=95 20 pl hacminde %30’luk ETOH igerisinde ¢dzdiiriilen 7.5 ng AFB,
enjekte edildi.
10 ng AFB,, n=100 20 pl hacminde %30’luk ETOH  igerisinde ¢Ozdiiriilen 10 ng AFB,
enjekte edildi.
15 ng AFB,, n=110 20 pl hacminde %30’luk ETOH  igerisinde ¢ozdirilen 15 ng AFB,
. enjekte edildi.
17.5 ng AFB;, n=150 20 pl hacminde %30°luk ETOH  igerisinde ¢ozdiirilen 17.5 ng AFB,
enjekte edildi.
20 ng AFBy, n=150 20 pl hacminde %30’luk ETOH  igerisinde ¢dzdiiriilen 20 ng AFB,
enjekte edildi.

Enjeksiyon islemlerinden 6nce tiim yumurtalar hassas terazi (Sartorius, PT 120) ile
tartildi ve takiben Kkiit uglar1 %96’ lik etil alkolle dezenfekte edildi. Tiim enjeksiyonlar hava
kamarasi yoluyla ve kulugka baslangicinda gergeklestirildi. Delikler 6zel yumurta delicisi ile
a¢ildi ve enjeksiyonu takiben hemen sivi parafinle kapatild. Enjeksiyonlar steril uglu
mikropipetle (Sealpette, Jencons, Finland) gergeklestirildi. Kulugka iglemleri, S.U. Veteriner
Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dal’ndaki 1000 yumurta kapasiteli kulucka
makinesinde (Gostyn, Poland), optimal kosullarda (37.8°C sicaklik ve % 60-84 nispi nem)
gergeklestirildi.

3.2.3. Yumurtalann acilmasi ve doku 6rneklerinin ahnmas:

Biiyiime plakasimin embriyonik donemdeki gelisim agamalarim incelemek amaciyla
kulugkamn 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17 ve 19. giinlerinde, her gruptan 5’er adet yumurta agildi.
Hamburger-Hamilton (1951) skalasi esas alinarak embriyolarin gelisme evreleri belirlendi ve
takiben embriyolarin tiimii hassas teraziyle tartildi. Kemik dokusunun gelisimini incelemek
amaciyla da kulugkanmn 11, 13, 15, 17 ve 19. giinlerinde agilan embriyolarm tibialar1 alind1.
Kemikler, yumusak dokular1 uzaklastirildiktan sonra hassas teraziyle tartidilar. Dijital
kumpasla (Electronic Digital Caliper, 0-150 mm/6") boy ve kalinliklar1 ii¢ farkh bolgede




(proximal bolge, orta hat ve distal bbige) 6lgiildii. Daha erken dénemlerde (5, 7 ve 9.giinler)
agilan yumurtalardan elde edilen embriyolar ise, kemigin ¢ok kii¢iik olmas1 nedeniyle total
olarak tespit edildi ve takiben % 0.1 Alizarin Red-S ile boyand: (Stevens 1990). Boyanan
embriyolarin tibia boylar1 Stereo mikroskopta, ¢izgisel okiiler mikrometreyle olgiildii.

Kulugkadan ¢ikisin ilk giintinde, her gruptan S’er ve kulugkadan ¢ikisi takip eden 1.
hafta ile 2. hafta sonunda da her gruptan 3’er hayvanin tibialart alindi. Kemikler, yumusak
dokular uzaklagtirildiktan sonra hassas terazide tartildi ve dijital kumpas ile boylar1 ve
kahinliklar: ti¢ farkli bolgede (proximal bolge, orta hat ve distal bdlge) belirlendi.

Genel histolojik yapinn belirlenmesi amaciyla; alinan kemik dokusu 6rnekleri, fosfat
tamponlu (0.1 M, pH: 7.4) formol soliisyonunda tespit edildikten sonra % 5’lik nitrik asit
solﬁsyonuﬁda dekalsifiye edildi. Doku Omekleri; bilinen histolojik ydontemlerle yikama,
dehidrasyon ve parlatma islemlerini takiben parafinde bloklandi. Bloklardan alinan 6 pum
kalinhigindaki kesitler Crossmon’un ii¢lii boyast (Culling ve ark 1985), hematoksilen-eozin
(Culling ve ark 1985), Schmorl’un pikro-tiyonin metodu (Stevens ve ark 1990), Alizarin red-
S (Stevens 1990) ve von Kossa (Stevens ve ark 1990 ) metotlariyla boyand:.

Hazirlanan preparatlar Leitz Laborlux-12 model aragtirma mikroskobunda incelenerek,
bilylime plakasindaki zonlarin genislikleri, iki lateral taraf ve bir orta hat olmak iizere li¢ ayn
bolgede ¢izgi okiiler mikrometre ile 6lgiildi. Gerekli goriilen bdlgelerin fotograflari, DS-5M
dijital kamera ve DS-L1 kamera kontrol iinitesiyle donatilan Nikon E-400 model mikroskopla
cekildi.

3.2.4. istatistiksel analizler

Gruplarin embriyonik mortalitelerinin hesaplanmasinda gruplardaki fertil yumurta
sayilar1 esas alindi. Embriyonik mortalite verilerinin degerlendirilmesinde khi-kare testi
uygulanirken, rélatif civeiv agirliklan ile tibiadan elde edilen sayisal veriler One-Way Anova
istatistik yontemi ile (SPSS 8.0, 1997) analiz edilerek gruplar aras: farklarin 5nem dereceleri
belirlendi.
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4. BULGULAR

4.1. Embriyonik Oliim Oranlan

Calismada tespit edilen infertilite ve mortalite degerleri Tablo 4.1’de verilmigtir.
Tabloda da goriildigt gibi ¢aligmada kullamlan 1024 adet yumurtanin 965 adedi fertil olup,
ortalama infertilite oram % 5.76 olarak hesaplanmistir. Kontrol grubunda mortalite % 2.85
iken, yumurtalarin delinip-kapatildig1 grupta bu deger % 11.11 olarak bulunmustur (Tablo
4.1). Solvent grubunun mortalitesi % 16.86 olarak hesaplanmugtir. Tablo 4.1’de goriildiigii
gibi aflatoksin B; (AFB, ) verilen gruplarin mortaliteleri, doza bagh olarak diizenli bir artig
gostermekte ve kontrol gruplarin mortalite degerleri ile karsilastirildiginda 6nemli derecede
(P<0.05) yiiksek olduklar: dikkati ¢gekmektedir. Bu degerler, 2.5 ng, 5 ng, 7.5 ng, 10 ng, 15 ng
AFB,/yumurta gruplarinda sirasiyla % 21.68, % 23.65, % 28.08, % 31.52, % 45.19 olarak
hesaplanmustir. Ozellikle, 17.5 ng AFB,/yumurta ve 20 ng AFB)/yumurta verilen gruplarin

mortaliteleri (swrasiyla % 60.28 ve % 65.21) diger gruplarinkilerden oldukga yiiksektir
(P<0.05, Grafik 4.1).

Kontrol, delinip-kapatilan ve solvent grubunda embriyonik gelisim Hamburger-
Hamilton (1951) (H-H) skalasina uygun bir seyir izledigi halde; AFB; gruplarinda, doza
bagli olarak artan oranlarda embriyonik gelisme geriligi ve farkli yapisal anomaliler ortaya
¢ikmustir (Sekil 1 ve 2). Bu anomali tipleri arasinda genel geligme geriligi yaninda makas

gaga ve linilateral anoftalmi en sik rastlanan anomali tipleriydi (Sekil 3).

AFB, gruplarindan; 2.5 ng, 5 ng, 7.5 ng ve 10 ng AFB;/yumurta gruplarindaki
embriyonik 6liimler, ¢ogunlukla kulugkanin ilk 7 giiniinde (HH-31’e kadar) yogunlastigi
halde; 15 ng, 17.5 ng ve 20 ng AFB,/yumurta gruplarindaki embriyonik 6liimlerin daha erken
dénemlerde ve dzellikle de ilk 4.5 giinde (HH-25"ten dnce) gergeklestigi dikkati gekti (Grafik
4.2).

4.2. Rolatif Embriyo Agirhklan

Kontrol ve deney gruplarindaki embriyolarin ortalama rolatif canli agurhklarmn
kulugka giinlerine gore dagilimlan grafik 4.3’de verilmistir. AFB, gruplarindaki embriyonik
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gelisimin oldukga baskilanmis oldugu (Sekil 1 ve 2) ve bu gruplarin rolatif agmwliklarnm,
verilen AFBy’in dozuna bagh olarak belirgin bir sekilde distiigt gorildi (Tablo 4.2, Grafik
4.3).

Kulugkanin besinci giiniindeki ortalama rélatif embriyo agrliklan, 6zellikle 10 ng, 15
ng, 17.5 ng ve 20 ng AFB /yumurta gruplarinda, kontrol ve diger gruplarinkilerden 6nemli
derecede (P<0,05, Tablo 4.2) diisiik bulundu.

Kulxi;kanm yedinci giiniinde ise, 17.5 ng ve 20 ng AFB,/yumurta gruplarimn ortalama
r6latif embriyo agirliklari; kontrol, delinip-kapatilan, solvent ve diger gruplarmnkilerden
onemli derecede (P<0.05) disiiktii (Tablo 4.2).

Kulugkanin dokuzuncu giiniinde de deney gruplarinin ortalama rolatif embriyo
agrhklar; kontrol, delinip-kapatilan ve solvent gruplarininkilerden daha disiik olup;
gruplarin ortalama degerleri arasindaki farklar istatistiksel 6neme (P<0.05) sahipti (Tablo
4.2).

Kulugkanin on birinci giiniinde ise, 10 ng ve daha yiiksek dozlarda AFB,; verilen
gruplarin ortalama rélatif embriyo agirliklary;, kontrol, delinip-kapatilan, solvent ve diger

AFB, gruplarininkilerden 6nemli derecede (P<0.05) diisiik bulundu (Tablo 4.2).

Kulugkanin on iigiincii giiniinde, deney gruplarimin ortalama rélatif embriyo aguliklari;
kontrol, delinip-kapatilan ve solvent gruplariminkilerden 6nemli derecede (P<0.05) diistiktit
(Tablo 4.2).

Kulugkamn 15, 17 ve 19. giinlerinde, AFB, verilen gruplarin ortalama rélatif embriyo
agirliklariyla, kontrol, delinip-kapatilan ve solvent gruplarinkiler arasinda 6nemli farklar
(P<0.05) tespit edildi (Tablo 4.2). Bu donemlerde de deney gruplarmm rdlatif embriyo
agirliklar: daha diigiiktii.

Kulugkadan ¢ikisin ilk giiniinde, AFB, verilen gruplarin ortalama canh agirhklann 7.5
ng AFB,/yumurta grubundan itibaren kontrol, delinip-kapatilan ve solvent gruplarininkilerden
onemli derecede (P<0.05) diisiikti (Tablo 4.2).
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Kulugkadan ¢ikisi takibeden 1. haftada, 10 ng AFB,;/yumurta ve daha yiiksek dozlarda
AFB, verilen gruplarin ortalama canh agirliklari, kontrol, delinip-kapatilan ve solvent
gruplarininkilerden énemli derecede (P<0.05) diisiik oldugu halde (Tablo 4.6), kulugkadan
¢ikisi takip eden 2. haftada gruplarin ortalama canh agmliklan arasmdaki farklar istatistiksel
o6neme sahip degildi (P>0.05, Tablo 4.6). Bununla birlikte; diigik dozda AFB, verilen
gruplardan yliksek dozlara dogru gidildikge, gruplarin canh agirhk ortalamalarinda dikkati
¢eken distsler gozlendi.

4.3. Tibia’dan Elde Edilen Buigular

Kontrol ve deney gruplarinin embriyonik donemdeki tibia uzunluklari ve tibia
agirliklar: grafik 4.4 ve 4.5’ te gosterilmigtir. Sonuglar, AFB, verilen gruplarda tibia uzunlugu
ile agirhginin 6nemli derecede diisiik olmas1 yaninda, iskelet sisteminin genel gelisiminin de
baskilanmis oldugunu ortaya koymaktadir (Sekil 4, 5, 6 ve 7). Bu bulgulan rélatif embriyo
agirliklarindaki 6nemli diisiisler de desteklemektedir.

Kulugkanin 9 ve 11. giinlerinde, AFB; gruplarinin tibia uzunluklari; kontrol, delinip-
kapatilan ve solvent gruplarminkinden 6nemli derecede (P<0.05) daha diislik bulundu (Tablo
4.3). On birinci giinde, AFB, gruplarinin tibia agliklari da komntrol gruplarindan 6neml
derecede (P<0.05, Tablo 4.4) daha disiikti.

Kulugkanin on ti¢iincii giiniinde 5 ng AFB,/yumurta grubundan itibaren gruplarn tibia
uzunluklari énemli derecede (P<0.05) diisiik iken (Tablo 4.3); tibia agirliklar1 17.5 ng
AFB)/yumurta grubundan itibaren 6nemli derecede (P<0.05, Tablo 4.4) azalmist. Bu
donemde tibia’nin proksimal bolgesi, orta hatti ve distal bdlgesinin kalinliklari, 10 ng
AFB,/yumurta grubundan itibaren diger gruplara gore 6pemli derecede azalmisti (P<0.05,
Tablo 4.5).

On besinci giinde, AFB, verilen gruplarin tibia uzunluklan ile tibia agirhklar: kontrol,
delinip—kapatllah ve solvent gruplarininkilerden 6nemli derecede (P<0.05) daha diisiikti
(Tablo 4.3, 4.4). Tibia’nin proksimal bolgesi, orta hatt1 ve distal boigesinin kalinliklar1 10 ng
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AFB,/yumurta grubundan itibaren diger gruplara gore 6nemli derecede (P<0.05, Tablo 4.5)
diigiik bulundu.

Kulugkanin on yedinci giliniinde, ortalama tibia uzunluklan 15 ng AFB;/yumurta
grubundan itibaren daha yiiksek AFB, dozlarinda diger gruplarinkilerden 6nemli derecede
diisiik oldugu halde (P<0.05, Tablo 4.3), ortalama tibia agirhklan 7.5 ng AFB,/yumurta
grubundan itibaren onemli derecede (P<0.05, Tablo 4.4) disikti. Bu donemde tibia’min
proksimal bélge kalinhigi 17,5 ng AFB;/yumurta grubundan itibaren, orta hat ve distal bolge
kalinhklar i;e 15 ng AFB/yumurta grubundan itibaren diger gruplara gére 6nemli derecede
(P<0.05, Tablo 4.5) azalmist.

Kuiuqkamn 19. giiniinde, 20 ng AFB,/yumurta grubunun ortalama tibia uzunlugu
diger gruplarinkilerden 6nemli derecede (P<0.05, Tablo 4.3) daha diisiikken; AFB; verilen
gruplarin ortalama tibia agirliklari 6nemli derecede (P<0.05, Tablo 4.4) azalmis durumdayd.
Tibia’nin orta hatti ile distal blgeleri AFB, gruplarinin tamaminda 6pemli derecede (P<0.05,
Tablo 4.5) incelmisti. Tibia’nin proksimal bdlge kalinliklar ise kontrol ve deney gruplarinda
birbirlerine oldukg¢a yakindi (P>0.05, Tablo 4.5).

Kulugkadan ¢ikisin itk giiniinde deney gruplarinin ortalama tibia uzunluklan ve
agirliklar ile proksimal ve distal bdlgelerinin kalinliklari, kontrol, delinip-kapatilan ve solvent
gruplariminkilerden dnemli derecede diisiik bulundu (P<0.05, Tablo 4.3, 4.4, 4.5). Tibia’mn
orta hattimin genisligi ise 17,5 ng AFB,/yumurta dozundan daha yiiksek doz gruplarinda
Snemli derecede (P<0.05, Tablo 4.5) azalmugits.

Kulugkadan ¢ikistan sonraki ilk iki haftada elde edilen histometrik verilerin
istatistiksel analiz sonuglari, embriyonik donemdeki sonuglarla biiyiik benzerlik
gostermekteydi. Tibia uzunluklar1 ve agirliklar1 15 ng AFB,/yumurta grubundan itibaren daha
yiiksek doz gruplarinda 6nemli derecede (P<0.05, Tablo 4.7, 4.8) azalmis durumdaydi.
Bununla birlikte, ilk haftada AFB, verilen gruplarda tibia’min proksimal bblgesi, 15 ng
AFB/yumurta ve 17,5 ng AFB,/yumurta gruplarinda énemli derecede (P<0.05, Tablo 4.9)
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daha ince iken, 2. haftada orta hat bolgesi 17,5 ng AFB,/yumurta grubunda diger gruplara
gore daha inceydi (P<0.05, Tablo 4.9).

4.4. Tibia’min Proksimal Biiyiime Plakasinda Yapilan Okiim Sonuglan

Kulugkanin besinci giiniinde, gruplarin tamammda tibia’nin kikirdaktan olustugu ve
Alizarin Red-S ile yapilan boyamalarda ossifikasyon odaklarinin heniiz sekillenmemis oldugu
gézlendi (Sekil 8).

Kulugkanin yedinci giinde, kontrol ve solvent gruplari ile AFB; verilen gruplardan
alinan embriyolarin Alizarin Red-S ile yapilan boyamalarinda, diafizin merkezi bolgesinde

zayif bir ossifikasyon alani gézlendi.

Dokuzuncu giinde, Alizarin Red-S ile boyanan embriyolar iizerinde yapilan
incelemelerde, onceki donemdekinden biraz daha genislemis haldeki ossifikasyon sahasi,
kontrol ve solvent gruplari ile deney gruplarinin tamaminda gézlendi (Sekil 9). Yapilan
mikroskopik incelemelerde, kikirdak modelin orta bblgesinde ve periosteum’un hemen altinda
baslayan manson bi¢imindeki mineralizasyon sahasi belirgin olarak izlendi (Sekil 10) .
Bolgenin hemen altinda oldukga iri, hipertrofik kondrositlere rastlandi ($ekil 11). Bu
donemde kontrol ve solvent gruplariyla deney gruplarmn tibialarmmin histolojik yapilar:

arasinda belirgin farklar gézlenmedi.

On birinci giinde, tibianin histolojik kesitleri {izerinde yapilan incelemelerde, manson
bigimindeki mineralize sahadan kikirdaga dogru vaskiiler invazyonun baslamus oldugu tespit
edildi. Sahanin merkezindeki kikirdak dokusunun yikimlanmaya basladig1 ve bolgenin ilik
dokusuyla doldurulmaya basladig: dikkati gekti (Sekil 12). Tibiamn distal ve proksimal
boliimlerindeki koni bigiminde ve hipertrofik kondrositlerden olusan kikirdak kiitleleri
belirgin durumdaydi (Sekil 13). Onceki donemle kargilastirildiginda; bu donemde, daha dnce
sekillenmis clan kemik trabekiillerinin genisledikleri, mineralizasyonlarinin artmis ve
birbirlerine paralel tarzda tertiplendikleri gozlendi (Sekil 14). Kontrol ve solvent gruplariyla
deney gruplarinin tibialarmun histolojik yapilani arasinda bu donemde de belirgin farklar
gozlenmedi. Ancak; Alizarin Red-S ile boyanan tibia Orneklerinde deney gruplarindaki
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iskelet sistemi, gelisimdeki gerilemeye bagli olarak; onemli 6lgiide etkilenmis ve tibialar
belirgin bigimde kisalmug goziikmekteydi (Sekil 15 ve 16).

On Ugiincil giinde, tibiadaki primer kemik dokusu sahasinin genislemis oldugu ve
trabekiiller arasinda gelismis bir kan damarlari agimn bulundugu dikkati gekti. Diyafiz
boyunca sekillenmis olan ilik boslugu, ilik dokusuyla doldurulmus durumdayd: (Sekil 17).
Koni bigimindeki kikirdak kitlesi bu donemde de varligim stirditrmekteydi. Kikirdak kitlesine
az sayida kan damarmun invaze oldugu dikkati gekti (Sekil 18). Primer kemik dokusu
trabekiilleriyle kikirdak kitlesinin ylizeylerinde oldukg¢a yogun bir osteoblastik aktiviteye
rastlandi (Sekil 19). Bu dénemde ve sonraki gelisme dénemlerinde, biiyiime plakasini
sekillendirecek olan koni bigimli kikirdak kitlesindeki kondrosit zonlar1 oldukga belirgin
durumdayd (Sekil 20 ve 21). Bu donemde, deney gruplarinin proliferatif zonlarmin, kontrol
gruplariminkilerle karsilastirildiginda 6nemli derecede (P<0.05, Tablo 4.10) daralmis oldugu
ve AFB;’in dozundaki artigla birlikte, bu zonun daha da inceldigi dikkati gekti. Tranzisyonel
zon ise 17.5 ve 20 ng AFBy/yumurta gruplarinda; kontrol, delinip-kapatilan ve solvent
gruplan ile diger AFB,; gruplarindan daha genisti (P<0.05, Tablo 4.10). Gruplarin biiyiime
plakalarmin hipertrofik zon genisliklerinin ise birbirlerine olduk¢a yakin (P>0.05, Tablo 4.10)
oldugu belirlendi.

| Onbesinci giindeki kemiklesme, onceki donemdekinden daha ileri sathada olup, kemik
dokusu periost ile kikirdak kitlesi arasinda daha fazla yayilmis durumdaydi Biitiinligi
bozulmamis olan koni bigimli kikirdak kitlesi iginde daha fazla sayida kan damar: kesitine
rastland1 (Sekil 22). Primer kemik dokusu 6zelligindeki trabekiillerin yiizeylerinde yogun bir
osteoblastik aktivite gozlendi (Sekil 23). Biiylime plakasindaki kondrosit zonlari bu dénemde
daha belirgin durumdaydi (Sekil 24, 25 ve 26). Bu donemde de kontrol ve deney gruplarimn
tibia’larinin histolojik yapilar1 birbirlerine olduk¢a benzemekle birlikte; deney gruplarinda,
genel gelisme geriliginin bir sonucu olarak, tibia’daki biiylime de geri durumdaydi. AFB;
verilen gruplarin biiylime plakalarinin 6zellikle proliferatif ve hipertrofik zonlari, kontrol ve
delinip-kapatilan gruplara gore 6nemli derecede (P<0.05) incelmisken; sadece 20 ng/yumurta
dozunda AFB, verilen grupta tranzisyonel zon, diger gruplardan istatistiksel olarak 6nemili
derecede (P<0.05) daha genisti (Tablo 4.10).

51



On yedinci giinde de periost ile kikirdak kitlesi arasinda yayilmis durumdaki kemik
dokusu, primer kemik 6zelligindeydi. Kikirdaga daha fazla sayida kan daman penetre olmustu
(Sekil 27). Bu dénemde koni bigimli kikirdak kiitlelerinin biitiinliikleri bozulmamsti (Sekil
28). Kemik iligi, diyafizden metafize dogru genislemis durumdaydi ($ekil 29). Bu dénemde,
kontrol ve solvent gruplari ile deney gruplarinin tibia’larinin histolojik yapilar1 arasinda
Oonemli farklar tespit edilmedi. Biiyiime plakasinda yapilan Olglim sonuglari; 15 ng
AFBi/yumurta ve bunun iizerindeki dozlarda AFB, verilen gruplarin proliferatif zonlarinin
dnemli derecede (P<0.05, Tablo 4.10) incelmis oldugunu ortaya koydu. Buna karsmn, 17.5 ng
ve 20 ng AFBi/yumurta gruplarinin tranzisyonel zonlarinda ise diger gruplarla
kargilastinldiginda belirgin bir genisleme dikkati ¢ekti (P<0.05, Tablo 4.10). Hipertrofik
zonda ise 7.5 ng AFB)/yumurta grubundan itibaren 6nemli daralma tespit edildi (P<0.05,
Tablo 4.10).

Kulugkanin on dokuzuncu giiniinde, tibiada daha dnce sekillenmis olan primer kemik
dokusunun yerini yer yer lamelli tipte sekonder kemik dokusunun aldig: tespit edildi (Sekil 30
ve 31). Kemik yapim: devam ederken, ayni hizda da kemik yikimi olaylan siirmekteydi (Sekil
32). Hem metafiz ve hem de epifizdeki vaskiilarizasyon belirgindi (Sekil 33). Biiyiime
plakasinda yapilan 6lgiim sonuglari; proliferatif zon genigliginin, kontrol grubundan itibaren
diger gruplarda Onemli derecede daraldigimi (P<0.05, Tablo 4.10) ortaya koymaktadir.
Tranzisyonel zon genisligi ise 10 ng AFB;/yumurta grubundan itibaren diger deney
gruplarimin tamaminda 6nemli derecede (P<0.05, Tablo 4.10) genisledigi halde, hipertrofik
zon 17.5 ng ve 20 ng AFB,/yumurta gruplarinda 6nemli derecede daralmis durumdaydi
(P<0.05, Tablo 4.10).

Kulugkadan ¢ikisin ilk giiniinde, daha 6nce sekillenen kemik dokusu, hemen hemen
tamamen sekonder kemik Ozelligi gostermekteydi (Sekil 34). Bir taraftan kemik yapimi
siirerken, diger yandan da yikim islemi gergeklestiginden, kesitlerde yer yer primer ve
sekonder kemik dokusu alanlarina birlikte rastlandi (§ekil 35). Bu donemde, koni seklindeki
kikirdak kiitleleri de ileri derecede yikilmanmis durumdaydi (Sekil 36). Embriyonik donemde
gdzlenmeyen rezerv zon ilk kez bu donemde belirgin bigimde ayirt edildi (Sekil 37). Metafiz
ve epifizin vaskiilarizasyonu 6nceki donemle Kkarsilastirildiginda daha da ilerlemis
durumdaydi. Biiylime plakasinda yapilan 6lgiim sonuglari; rezerv ve proliferatif zonun kontrol

ve delinip-kapatilan gruplardan itibaren tiim deney gruplarinda 6nemli derecede (P<0.05,
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Tablo 4.10) daraldigini, tranzisyonel zonun 6zellikle 20 ng AFB; /yumurta grubunda diger
gruplardan 6nemli derecede genislemis oldugunu (P<0.05, Tablo 4.10), hipertrofik zonun ise
10 ng AFB/yumurta grubundan itibaren tiim deney gruplarinda $nemli derecede incelmis
oldugunu (P<0.05, Tablo 4.10) ortaya koymaktadir.

Kulugkadan ¢ikistan sonraki ilk haftada, epifiz ve metafizdeki damar invazyonunun
daha da ilerlemis oldugu; metafizeal damarlarin, tranzisyonel zon ile hipertofik zonun
birlesme hattina kadar penetre olduklar dikkati ¢ekti (Sekil 38). Epifizdeki vaskiilarizasyon
da oldukg¢a ilerlemis durumdaydr Kikirdak dokusunun rezorpsiyonu devam ettiinden,
bodlgede yer yer primer kemik dokusu odaklarina da rastlanmakla (Sekil 39) birlikte; sekonder
kemik dokusu olduk¢a iyi gelismis durumdaydi (Sekil 40). Bu dénemde, biiylime plakasinda
yapilan olgiim sonuglari; rezerv ve proliferatif zonun AFB,; verilen gruplarda kontrol ve
delinip-kapatilan gruba gore onemli derecede daraldigi (P<0.05, Tablo 4.11), tranzisyonel
zonun ise AFB, verilen gruplarda 6nemli derecede (P<0.05, Tablo 4.11) genisledigi dikkati
cekti.

Kulugkadan ¢ikis1 takip eden ikinci haftada, Onceki dénemler boyunca tibianin
proksimal ve distal uglarinda goézlenen koni bigimli kikirdak tamamen yikimlanmis
durumdaydi. Metafizin vaskiilarizasyonu bu dénemde daha da ilerlemis gozikmekteydi
(Sekil 41). Diyafiz tamamen paralel yerlesimli sekonder kemik trabekiillerinden olusmaktaydi
(Sekil 42). Biiyiime plakas: iizerinde yapilan dlglim sonuglar; rezerv zon ve proliferatif
zonun tiim deney gruplarinda, kontrol grubuna gore 6nemli derecede (P<0.05, Tablo 4.11)
daraldigini, tranzisyonel zonun ise 2.5 ng AFB}/yumurta grubundan itibaren 6nemli derecede
(P<0.05, Tablo 4.11) genisledigini gostermekteydi.
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5. TARTISMA VE SONUC

Tavuk yemlerinde bulunan aflatoksinler (AF) tavukguluk sektoriinde, birden fazla
asamada etkilerini gdstermektedir. Broiler scktériinde en iyi bilinen direkt etki, kronik
aflatoksikozisli hayvanlarin canh agirlik kazanci ve yemden yararlanma oranlarinm
diismesidir (Kubena ve ark 1998, Oguz ve ark 2000b). Bu sekilde ortaya ¢ikan Onemli
ekonomik kayplara (Sanli 1995) ek olarak, hayvanlarin immiin sistemlerinin baskilanmast
nedeniyle hastaliklara daha duyarli hale gelmeleri de ilag ve tedavi giderlerini arttrmaktadir.

Gerek yedirme denemeleri ve gerekse de saha taramalan sonuglar, yem ile alinan
aflatoksinlerin 6nemli bir kismiun kanath dokularina ve yumurtaya gegebildigini ortaya
koymaktadir (Agagdelen ve Acet 1993, Aldemir 1992, Jacobson ve Wiseman 1974, Trucksess
ve ark 1983, Sudhakar 1992, Oliveira ve ark 2000). Yapilan ¢aliyma sonuglan dikkate
ahinarak yapilan hesaplamalar, aflatoksinin yemden yumurtaya gegis oraninin 1/2000-1/2500
arasinda oldugunu ortaya koymaktadir (Hamilton 1982).

Tarim, Orman ve Koy isleri Bakanligi’nin konuyla ilgili tebligi (1997) ile iilkemizde
karma yemlerde bulunmasina izin verilen total aflatoksin diizeyinin 50 pg/kg (50 ppb) yem ve
AFB, diizeyinin de 20 pg/kg yem (20 ppb) oldugu dikkate alinarak; bu diizeylerde AFB; ve
total aflatoksinle kontamine olan yemden giinde 130 gr tiiketerek giin asin yumurtladig:
varsayllan bir tavugun yumurtasinda, yumurtaya gegis oram 1/2000 olarak kabul edilmek
suretiyle yapilan hesaplama sonuglari, yumurtada bulunmas: muhtemel olan toplam AF
diizeyinin de 6.5 ng/yumurta oldugunu géstermektedir (Hamilton 1982, Celik ve ark 2000a).
Ayrica, dogal aflatoksinlerin %87.4’tiniin AFB, (Oguz 1997) oldugu dikkate alindifinda
miisaade edilen 50 ppb’lik total AF diizeyi, yumurtaya muhtemelen 5.68 ng AFB,’in
gecmesine neden olacaktir. Eger yemde bulunmasina miisaade edilen AFB, diizeyi olan 20
pg/kg yem (20 ppb) dikkate alimilirsa, yukaridaki sartlarda yem yiyen ve yumurtlayan bir
tavugun yumurtasinda ise 2.6 ng AFB, bulunacaktir.

Broiler yemlerinde yapilan tarama sonuglar1 (Kaya ve ark 1990, Nizamlioglu 1996,
Oguz ve Kurtoglu 2000), AF diizeyinin 5-100 pg/kg yem (5-100 pbb) arasinda degistigini,
¢ogunlukla da 50 pug/kg’m (50 ppb) altinda oldugunu gdstermektedir. Bununla birlikte, AF’in



hayvansal dokular ve hayvansal kokenli gida maddeleriyle, insanlara kiimiilatif tarzda gectigi
diistiniildiigiinde; pratikte bu seviyelerin bile insan saghgi agisindan 6nem arz edebilecegi
ortaya ¢ikmaktadir. Nitekim yapilan bir tarama c¢ahgmasinda (Tuncer 1987) Ankara’da
tilketime sunulan yumurta Omeklerinde 120 ng/yumurta diizeyine ulasan AFB, tespit
edilmigtir. Yumurtaya gecen aflatoksinlerin biyikk ¢ogunlugunu AFB,’in aktif
metobolitierinin olusturdugu dikkate alindifinda, olayin ciddiyeti artmaktadar.

Jelinek ve ark’nin (1985), Tavuk Embriyotoksisite Testi-I (Chicken Embryotoxicity
Screening Test-1, CHEST-I) ile total aflatoksin i¢in tavuk embriyolarinda belirlemis olduklari
embriyotoksik doz siurlan 0,3-30 ng AFB,/yumurta iken, teratojenik doz smrt 3-30 ng
AFB\/yumurta’dir. Bu sonuglar, yemlerde bulunmasmma izin verilen diizeylerde bile,
yumurtada-embriyotoksik diizeyde AF bulunabilecegini gostermektedir. Yukarida bildirilen
embriyotoksik ve teratojenik doz sinirlan arasinda tespit edilen mortalite %33, kalp anomalisi
orant %12 ve viicut duvari anomalisi oram ise %4 olarak tespit edilmistir (Jelinek ve ark
1985).

Bu ¢alismada da 7 farkli AFB, dozu uygulanmis olup, AFB,; dozundaki artisa paralel
olarak embriyonik mortalitenin de arttig: tespit edilmistir (Tablo 4.1). Kontrol ve delinip-
kapatilan grupla, deney gruplarinin mortaliteleri arasinda farklar 6nemli (P<0.05) iken; %30
ETOH, 2.5 ng AFB)/yumurta, 5 ng AFB,/yumurta ve 7.5 ng AFB//yumurta gruplarinin
mortaliteleri arasindaki farklar Onemsizdir (P>0.05). Deney gruplarindan; 15 ng
AFB/yumurta verilen grupla 17.5 ve 20 ng AFB,/yumurta gruplarinin mortaliteleri arasindaki
farkin 6nemli oldugu (P<0.05) halde, 17.5 ng AFB, /yumurta grubuyla 20 ng AFB,/yumurta
gruplarimin mortaliteleri arasindaki farkin 6nemsiz (P>0.05) oldugu tespit edilmistir (Tablo
4.1). Solvent grubunun mortalitesi %16,86 olup; Celik ve ark (2000a)’ nin bildirdikleri
degerden (%11,11) yiiksek olmakla birlikte; Prelusky ve ark (1987)’nin bildirdigi %20.8’lik
mortalite ile Sur ve Celik (2003)’in bildirdigi %20.25’lik degerlerin arasindadir. Bu sonuglar,
yumurtaya verilen AFB,'in embriyotoksisitesinin doza bagimli olarak arttifm bildiren
arastiricilarin (Dietert ve ark 1985, Prelusky ve ark 1987, Neldon Ortiz ve Qureshi 1992b,
Kérenlampi 1987) sonuglariyla uyumludur. Delinip-kapatilan grubun mortalitesi %11,11 iken,
kontrol grubunun mortalitesi %2,85 olarak bulunmus olup, bu iki grubun mortaliteleri
arasindaki fark istatistiksel 6neme sahip degildir (P>0.05, Tablo 4.1). Sur (2001) ise, dehnip-
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kapatilan gmbun mortalitesini %7,89 olarak tespit etmis ve kontrol grubu ile arasindaki farkin
6nemli ( P<0.05) oldugunu bildirmistir.

Tavuk embriyolari iizerinde yapilan embriyotoksisite ¢alismasiyla (CHEST), farkh
maddelerin emriyotoksik doz sirlariyla olusturduklari teratojenik etkiler hakkinda, hem
kalitatif ve hem de kantitatif veriler elde edilmektedir (Jelinek ve ark 1985, Kemper ve
Luepke 1986). Eger toksikolojik doz simirlarimin belirlenmesi amaglaniyorsa, ¢ok erken
embriyonik donemdeki enjeksiyonlar tercih edilmekte; eger teratolojik etki tipleri
belirlenecekse, kziraciger ve bdbreklerin gelismelerini tamamladiklari daha geg donemler
tercih edilmektedir (Kemper ve Luepke 1986). Bu nedenle, Jelinek ve ark (1985) iki agamali
tavuk embriyotoksisite testi (CHEST I, ve II) gelistirmislerdir. Bu testin ilk boliimiinde
(CHEST-]), s6z konusu maddenin metabolize olmamus haldeki embriyotoksik doz sinirlari, o
maddenin .geometrik dizi halinde hazrlanan konsantrasyonlary, erken donemde doll
yumurtalara verilmek suretiyle belirlenmektedir. CHEST-II’de ise, CHEST-1 ile
embriyotoksik doz sinirlar1 saptanan bir maddenin teratojenik etkileri belirlenmektedir ve bu
ikinci test CHEST-I’i tamamlamaktadir. Bu ¢alismada, AFB,’in metabolize olmamis, yani
dogal (intact, native) formunun embriyotoksisitesi ve tibianin gelisimi {izerindeki etkilerinin
belirlenmesi amaglandigindan, inkiibasyon dncesi donemde yapilan enjeksiyon tercih edildi.
Bu eﬁjeksiyon doneminde belirlenen mortalite ve embriyonik Olimlerin, Hamburger-
Hamilton (1951) skalasina gore dagilimlan, dnceki aragtiricilarin (Verret ve ark 1964, Celik
ve ark 2000a, Sur ve Celik 2003) sonuglariyla uyumludur. Verret ve ark (1964), inkiibasyon
Oncesi yapilan AFB, enjeksiyonunun maximum mortaliteye neden oldugunu ve Gliimlerin ilk
8 giinde yogunlastigini ileri siirmekle birlikte; Celik ve ark (2000a) ile Sur ve Celik (2003)
olimlerin inkiibasyonun ilk 7 giinii icerisinde yogunlastigina dikkati ¢ekmislerdir. Bu
calismada da, embriyonik Oliimlerin ilkk 7 gilindeki embriyonik gelisme evrelerinde
yogunlagtig1 ve dozdaki artiga bagli olarak erken embriyonik Olimlerin de arttif: tespit
edilmistir (Grafik 4.2). Bu durum, mitoz bolinme ve hiicre farklilasmasmn son derece hizh
oldugu, erkeén embriyonik gelisme evrelerinde, embriyonun fiziksel ve kimyasal uyaranlara
kars1 son derece duyarh olmasiyla agiklanabilir (Kucera ve Burnand 1987).

Bu caligmada, uygulama kolayligi, yumurtalarin enfekte olma riskinin en diisiik
diizeyde olmasi, verilen soliisyonun homojen ve hizli bir sekilde diffiize olmasmin yam sira,
diger yontemlerde soz konusu olan yumurta i¢i basmcin artisina neden olmadigindan (Stoloff
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ve ark 1972, Kemper ve Luepke 1986, Celik ve ark. 2000a, Sur ve Celik 2003), ideal hacim
olan 20 pul’lik test solisyonunun, hava kamarasina enjeksiyonu tercih edilmigtir.

In ovo embriyotoksisite testlerinde; kullanilan solventin tiiri ve konsantrasyonu, test
soliisyonunun hacmi ile uygulanacak olan dozlar ve her doz i¢in kullanilacak yumurta sayisi
da onemlidir. Etil alkol AF i¢in en uygun solventlerden biridir. Etil alkoliin (ETOH) AF igin
iyi bir solvent olmas1 yaninda embriyotoksisitesi de digiiktiir (Prelusky ve ark 1987, Celik ve
ark 2000a). S6z konusu ¢oziicii i¢in ideal konsantrasyon ise steril bidistile suyla hazirlanan
%30’luk konsantrasyonudur. Prelusky ve ark’nin (1987) bir ¢aligmasinda 20 pl hacmindeki
%30’luk ETOH’un mortalitesinin %20.8 iken, aymt hacimdeki %95’lik ETOH’un
mortalitesinin %43.1 oldugu tespit edilmistir. Bu ¢aliymada ise %30’luk ETOH grubunun
mortalitest %16.86 olarak tespit edilmistir (Tablo 4.1). Bu deger, Prelusky ve ark’nin (1987)

sonuclarindan daha diisiiktiir.

CHEST’te elde edilen sonuglarin giivenilir olmasi i¢in, her doz grubunda kullamlan
yumurta sayist olduk¢a énemlidir. Baz1 aragtiricilar (Verret ve ark 1964, Kemper ve Luepke
1986, Prelusky ve ark 1987) her doz grubu i¢in 20 yumurtanin yeterli oldugunu bildirirken;
Celik ve ark (2000a) 56’sar, Jelinek ve ark (1985) 120°ser, Kucera ve Burnand (1987) 150°
ser, Sur ve Celik (2003) ise 80-120 arasinda yumurta kullanmuglardir. Bu ¢alismada, yliksek
AFB; doz gruplarinda fazla sayida olmak {izere kullamilan yumurta sayilan 74 ile 150

arasindadur.

Aflatoksinlerin etki mekanizmasi {izerinde yapilan ¢aligmalarda, dogada en yaygmn
olarak bulunan ve en tehlikeli olan aflatoksin tiirtiniin AFB, oldugu belirlendiginden, etki
mekanizmasi en detayli bigimde aydinlatilmis olan aflatoksin de AFB,’dir (Busbee ve ark
1990, Leeson ve ark 1995). Genel olarak DNA, RNA ve protein sentezini inhibe ederek
etkiyen bir toksin olup, metabolize edilmesi sonucu olusan metabolitleri daha toksiktir
(Jeffery ve ark 1984, Leeson ve ark 1995, Kaya 1998). AFB,, karacigerde sitokrom p-450’ye
bagh karma islevli oksidaz (cyto chrome p-450 dependent mixed function oxydases, MFO)
enzim sistemiyle metabolize edilerek epoksit tirevierine (AFB;-8,9 epoksit) doniistiiriildiikten
sonra sitotoksik, karsinojenik, mutajenik ve teratojenik aktiviteleri giiglenir (Leeson ve ark
1995, Mayura ve ark 1998). Bununla birlikte, kanath embriyosunda metabolik reaksiyonun
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gerceklesmesi, karaciger ve bobreklerin aktive olduklan, embriyonik donemin 5-6.
glinlerinden sonra miimkiindiir (Hamilton 1982). Daha &nce yapilan ¢alismalarla (Celik ve ark
2000a, Sur ve Celik 2003) bu ¢alismada, kulugkamin baslangicinda verilen AFB;’in
metabolize olmadan da siddetli embriyotoksik etkisi g6zlenmis ve Oliimlerin erken
embriyonik donemlerde yogunlastigi dikkati ¢ekmigtir (Grafik 4.2). Bu sonuglar, AFB;’in
dogal halinde de siddetli derecede embriyotoksik bir madde oldugunu gdstermektedir.

AFB,’in embriyonik hiicreler izerindeki etki mekanizmasi heniiz tam olarak
aydmlatilamamistir. Bununla birlikte, Celik ve ark (2000a) ile Sur ve Celik (2003), nispeten
orta dozda AFB, verilen yumurtalarda gelisen embriyolarda, diskus embriyonalisin area
pellucidasinin disa dogru fitiklagsmasiyla karakterize olan bir anomali tespit etmiglerdir. Bu
bulgulara dayanarak arastiricillar (Celik ve ark 2000a, Sur ve Celik 2003), AFB,
molekiiliiniin, embriyonik hiicrelerin  diferansiyasyonu bozmak suretiyle s6z konusu
anomaliye neden olabilecegini ileri siirmiislerdir. Bu ¢ahsmada da benzer erken embriyonik
gelisim anomalileri yaninda, degisen oranlarda embriyonik gelisme geriligi de tespit
edilmistir. Eger Celik ve ark (2000a) ile Sur ve Celik’in (2003) ileri siirdiikleri gibi,
embriyonik hiicrelerin 6liimiine neden olan dozun altindaki dozlarda verilen AFB; hiicre
diferansiyasyonunu bozuyorsa, bu etki; hiicre ¢ogalmasi ve farklilagsmas:1 ile apoptozis
olaylarmin yogun bigimde gergeklestigi bilyiime plakalarinda da gozlenecektir. Bu konuda
yeterli bilgi bulunmamakla birlikte, yem ile alinan AF’lerin, eriskin kanathlarda kemik
gelisimi lizerinde Onemli zararh etkilerinin oldugu bildirilmektedir (Farquharson 1999).
Nitekim, AFB;’in diigik dozlarmin dahi broiler civcivlerde kemiklerin dayanikliligim
azalttif1 ve kinlganligini arttirdig gosterilmistir (Maurice ve ark 1983, Wyatt ve Jensen 1990,
Farquharson 1999).

Bu ¢aliymada dzellikle embriyonik dénemin 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19. giinlerinde,
kontrol ve deney gruplarinin rélatif embriyo agirhiklari ve kulugkadan ¢ikig giinii ile kulugka
sonrasi 1. haftada rolatif civciv agirliklar: arasinda 6nemli ( P<0.05 ) farklar tespit edilmistir
(Tablo 4.2, 4.6). Bu durum, genel viicut gelisiminde olugan gerilemenin bir sonucu olarak,
hayvanlarin iskelet sisteminin gelisiminin de yavaslamasindan kaynaklanmaktadir. Nitekim,
etkilenen embriyolarin tibia uzunluklann ve tibia agirhiklan deney gruplarinda kontrol
gruplarininkinden 6nemli derecede (P<0.05 ) daha distik bulunmugtur (Tablo 4.3, 4.4, 4.7,
4.3).
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Bu c¢ahigmada tibia kesitleri {izerinde yapilan 151k mikroskobik incelemelerde;
kulugkanin besinci giiniinde, hem kontrol ve hem de deney grubu hayvanlarda ossifikasyon
alanlarina rastlanmamistir. Bu bulgu, Syftestad ve ark (1985) ile Pourus ve ark’min (1998)
bulgulariyla uyumludur. Bununla birlikte, Hall (1987), kanath tibia’sinda ilk ossifikasyon
odaklarinin biraz daha ge¢ donemde, kulugkanin 5.5-6. giiniinde sekillendigini ileri
stirmektedir-Courtin ve ark (1997) gore ise, kanatli tibia’sindaki ossifikasyon biraz daha geg
donemde, inkiibasyonun yedinci giiniinde ve subperiostal alanda baglamaktadmr. Yine aym
arastiricilara (Courtin ve ark 1997) gore diyafizin orta bolimiinii saran kalsifiye kemik
manson, kulugkanin onuncu giiniinde ortaya ¢ikmakta ve hizla diga dogru genislemektedir.
Kuluckanin on birinci giiniinde, periostal kemik trabekiilleri uzayip genislemekte ve diafizeal
bolge yeni eklenen trabekiillerle gittikge kalinlagmaktadir. On birinci giinde, subperiostal
kikwdaga vaskiiler invazyonun baslamasiyla birlikte, diyafizin ortasindaki kikirdak
dokusunun' erozyonu baslamakta ve yerini tedricen genisleyen kemik iligi almaktadir. Bu
caligmada da kulugkanin dokuzuncu giiniinde, diyafizin ortasinda mineralize kemik manson
sekillenmis durumdaydi. On birinci giinde ise mineralize kemik manson, yeni periostal kemik
trabekiillerinin eklenmesiyle daha da gelismis ve kalinlasmis durumdaydi. Orta bélgedeki
kikirdak dokusuna kan damarlarinin invazyonu da bu bdlgede baslamis durumdaydi. Bu
bulgular Pechak ve ark’nin (1986a) bulgulartyla da uyumludur.

Pechak ve ark (1986b), subperiostal kemik gelisiminin embriyonik donem boyunca
devam ettigini, ilk kemik sekillenmesinin diyafizin orta bslgesinde ve kikirdak dokusu ile
periosteum arasinda bagladigimi bildirmislerdir. Arastiricilar (Pechak ve ark 1986b), kan
damarlanimin  periosteumdan girerek merkezi bolgedeki kikirdak dokusunu erozyona
ugratiim ve bu dokunun tedricen kemik iligi ile yer degistirdigini de tesbit etmislerdir.
Ayrica, sise mantari gibi tibianin iki ucunu tikayan koni seklindeki kikirdak kiitlesinin
kulugka doénemi boyunca varhigini siirdirdiigii ve kulugka sonrasinda ortadan kalktifi
bildirilmistir (Pechak ve ark 1986b). Bu ¢alismada yapilan histolojik gdzlem sonuglan,
broilerlerde ilk kemik gelisiminin subperiostal sahada bagladigini ve koni seklindeki kikirdak
kiitlesinin embriyonik dénem boyunca varligim siirdiirdiigiinii gostermektedir. Syftestad ve
ark da (1985), tavuk embriyolarindaki kemik gelisiminin subperiostal sahada basladigini
bildirmekle birlikte; Pechak ve ark’min (1986b) goriisleriyle, bu caliymada elde edilen
bulgularin aksine kikirdagin, tedricen ilerleyen endokondral kemiklesmeyle kemik dokusuyla
yer degistirdigini ileri stirmiiglerdir. Riddell’e (2003) gore, uzun kemiklerin u¢ kisumlarinda
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bulunan koni bigimindeki kikirdak kiitlesi, kulugka dénemi boyunca ve kulucka sonrasi 5 ve
7. giine kadar varhigm siirdiirmektedir. Bu ¢aligmada yapilan histolojik incelemelerde de,
tibia’nin her iki ucunda, kulucka dénemi boyunca varligimi siirdiiren kikirdak konisinin

kulugka sonrasi 1. haftada ortadan kalktig: tespit edildi.

Germiller ve Goldstein (1997), biiyiime plakasiin, benzer kondrosit tiplerinin
olusturdugu farklt zonlan igerdigini ve her zondaki kondrositlerin diferensiyasyon siirecinin
belirli bir evresinde oldugunu bildirmislerdir. Her ne kadar Orth (1999), kanathlarin biiyiime
plakasinda rezerv zon, proliferasyon zonu ve hipertrofik zon olmak iizere 3 farkli zon
tanumlamus ise de, gogu arastirict broilerlerin biiylime plakalarinda; epifizden metafize dogru,
rezerv zon, proliferasyon zonu, tranzisyonel zon ve hipertrofik zon olmak iizere 4 farkli zon
tamimlamaktadr (Haynes ve ark 1985, Leach ve Gay 1987, Germiller ve Goldstein 1997,
Farquharson ve Jefferies 2000). Bununla birlikte, embriyonik dénemde rezerv zon aynd
edilememektedir (Germiller ve Goldstein 1997). Bu c¢alismada da, biiyiime plakasmin,
embriyonik donem boyunca proliferatif zon, tranzisyonel zon ve hipertrofik zon olmak iizere
3 zondan olustugu ve rezerv zon bulunmadigi tespit edildi. Bu zonlari olusturan hiicre
stitunlart olduk¢a uzun olup, hiicreler rast gele dizilmis durumdaydi. Bu bulgu, Kember ve
ark’nin (1990) bulgulariyla uyumludur. Bu galigmada incelenen kulugka sonrasi dénemlerin

tamaminda, biiyiime plakasinda rezerv zon agik¢a belirlenmistir.

Kulugkanin 13. giiniinde biliyime plakasinda yapilan Glgim sonuglari, deney
gruplarinin  proliferatif zonlarimin, kontrol ve solvent gruplarminkilerden 6nemli derecede
(P<0.05) daha dar oldugu halde, tranzisyonel zonlar1 yliksek AFB, dozlarinda (17,5 ng ve 20
ng AFB; /yumurta) 6nemli derecede (P<0.05) genislemistir (Tablo 4.10). Bu donemde
hipertrofik zon genislikleri birbirine olduk¢a yakin (P>0.05) bulunmustur. 15. giinde ise AFB,
verilen grurlarin proliferatif ve hipertrofik zonlarinin kontrol ve delinip-kapatilan gruba gore
Oonemli derecede (P<0.05) daraldigy gozlenirken, tranzisyonel zon sadece 20 ng AFB;
/yumurta dozunda diger gruplardan istatistiksel olarak 6nemli derecede (P<0.05) daha genis
bulunmugstur (Tablo 4.10). Kulugkanin 17. giiniinde de 15 ng AFB,; /yumurta ve iizerindeki
dozlarda AFB, verilen gruplarin proliferatif zonlarimin nemli derecede (P<0.05) daralmig
oldugu, tranzisyonel zonda ise 17,5 ng ve 20 ng AFB; /yumurta gruplarinda diger gruplara
gore belirgin (P<0.05) bir genislemenin oldugu tespit edilmigtir (Tablo 4.10). Bu donemde
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hipertrofik zon ise 7.5 ng AFB; /yumurta grubundan itibaren diger gruplardan daha dar
(P<0.05) olarak bulunmugtur (Tablo 4.10).

Kulugkadan ¢ikisin ilk giinii ile kulugka sonrasi dénemin 1 ve 2. haftalarinda, biiyiime
plakasindan elde edilen ol¢tim sonuglari, embriyonik dénemde elde edilen sonuglarla biiyiik
benzerlik gostermektedir. Kulugka sonrasi donemlerde deney gruplarinin, rezerv zon,
proliferatif zon ve hipertrofik zonlarimin 6nemli (P<0.05) derecede inceldikleri ve AFB;’in
dozundaki artisa bagl olarak incelmenin daha da arttigi dikkati gekti (Tablo 4.10, 4.11).
Halbuki, deney gruplarinda tranzisyonel zon, verilen AFBy’in artan dozlarina bagh olarak
daha da kalinlagsmaktaydi. Yapilan ¢alisma sonuglarina (Kember ve ark 1990, Germiller ve
Goldstein 1997, Farquharson ve Jefferies 2000) gore, memelilerde kemigin longitudinal
bliylime hizim belirleyen faktdr, biiyiime plakasindaki hipertrofik zonun genisligi iken;
kanathlarda bu faktor proliferatif hiicre zonunun genisligidir. Kanatlhlarda, biiylime plakasinin
proliferatif zonundaki hiicrelerin bolinme ve biiylime hizlari, kemiin uzama hizini
belirlemektedir.

Bu ¢aligmada, AFB, verilen gruplarda rélatif civciv agirhiklarinda olusan diigiislerin de
gosterdigi gibi, ortaya ¢gikan genel gelisme geriliginin bir sonucu olarak, iskeletin gelisimi de
aksamus ve tibianin agirlik ve uzunlugunda da 6nemli distisier meydana gelmistir. Tibianin
proksimal biiylime plakasi lizerinde yapilan histolojik 6l¢lim sonuglari da, AFB, verilen
deney gruplarinda, hem kemigin boyuna uzamasimnin saglayan proliferatif zonun ve hem de
hipertrofik zonun daraldigini; aksine, tranzisyonel zonun genisledigini gostermektedir. Bu
histolojik bulgular, 6zellikle broilerlerde oldukg¢a sik goriilen ve 6nemli ekonomik kayiplara
neden olan tibial kondrodisplazide (TD) biiylime plakasinda olusan lezyonlarin histolojik
goriinimiine olduk¢a benzemektedir. Nitekim, Hargest ve ark (1985), Rennie (1993),
Farquharson (1999) ile Farqubarson ve Jefferies (2000), buylime plakasinda sekillenen TD
lezyonunun, tranzisyonel zonu olusturan prehipertrofik kondrositlerin artis1 ile karakterize
oldugunu bildirmektedirler. Arastiricilar (Hargest ve ark 1985, Rennie 1993, Farquharson
1999, Farquharson ve Jefferies 2000), biiyime plakasinda ortaya ¢ikan bu olgunlagmamig
kondrosit birikiminin, normal kondrositlerin farklilagsma siirecinde meydana gelen bir
aksamadan kaynaklandigim ileri siirmektedirler. Bu sonuglar, embriyonik dénemde maruz
kalinan hiicre $liimiine neden olan dozlarin altindaki AFB,’in, diger etkileri yaninda
kondrositlern farklilasma siirecinde de aksakliklara yol agabilecegi ve bu aksakliklarin da
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gerek embriyonik ve gerekse de kulugkadan ¢ikistan sonraki donemlerde iskelet sisteminin

gelisimini dogrudan etkileyebilecegini akla getirmektedir.

Bu c¢alismada elde edilen bulgular, AFB,’in, kondrositlerin transformasyonlariyla
diferansiyasyonlari iizerindeki etki mekanizmasinin belirlenmesi ve bu etki mekanizmasinin
aciklanabilmesi bakimindan yetersizdir. AFB;’in Ozellikle, embriyonik hiicrelerin hiicre
sikluslan iizerindeki ve programli hiicre 6liimii izerindeki etkilerinin belirlenmesi, konunun
aydinlatilmasinda Onemli ipuglari verebilir. AFB,’in DNA’ya baglanarak onun davramgini
degistirdigi bilindiginden, genetik ¢ahigmalarin yapilmasi da konu hakkinda oldukga 6nemli
bilgiler saglayabilir. Bu nedenle, konu iizerinde daha detayli ¢aligmalarin yapilmasina ihtiyag

vardir.

Sonug olarak; bu ¢ahigmada; kontrol, delinip-kapatilan ve sovent gruplariyla degisik
dozlarda AFB, verilen deney gruplarinin mortaliteleri arasinda 6nemli (P<0.05) farklar tespit
edilmistir. Verilen AFB;’in dozundaki artiglara bagli olarak mortalite de artmustir. Diigiik
dozlarda AFB; verilen gruplardaki embriyolarin tamaminmin 6lmemesi ise, AFB,’e karsi
bireysel direncin bulunabilecegini akla getirmektedir. Bu konuda yapilacak olan seleksiyon

calismalariyla, AFB| e nispeten daha direngli irklarin gelistirilmesi de miimkiin olabilir.

Embriyonik donemin farkli evreleri ile kulugka sonrasi donemlerdeki rélatif embriyo
agirhiklan ve civeiv agirliklar,, AFB, verilen gruplarda kontrol ve solvent gruplarininkinden
onemli derecede (P<0.05) diisiik bulunmustur (Tablo 4.2, 4.6). Aym donemlerde; AFB,
verilen gruplarin tibia agirliklari ve tibia uzunluklar1 da kontrol, delinip-kapatilan ve solvent
gruplarindan 6nemli derecede (P<0.05) daha diigiiktiir (Tablo 4.3, 4.4, 4.7, 4.8). Tibia’nin
proksimal béigesi, orta hatti ve distal bdlgelerinin genislikleri de AFB, verilen gruplarda
kontrol, delinip-kapatilan ve solvent gruplarininkilerden onemli derecede (P<0.05) daha
diisiik bulunmustur (Tablo 4.5, 4.9). AFB, verilen gruplarin biiyime plakalar {izerinde
yapilan 6lgiim sonuglari, doz artigina paralel olarak plakadaki proliferatif ve hipertrofik
zonlarin 6nemli derecede (P<0.05) inceldigini, aksine tranzisyonel zonun kalmlagtigini ortaya
koymustur (Tablo 4.10, 4.11). Bu bulgular; AFB,’in embriyonik donemde iskelet gelisimini

olumsuz yonde etkiledigini gostermektedir.
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Yumurtaya verilen aflatoksin B,’in, etgi pili¢lerin kemik dokularinin embriyonik

gelisimi {izerindeki etkilerinin belirlenmesi

Bu ¢alismada, yumurtaya verilen aflatoksin B; (AFB,)’in broilerlerde, tibia’nin ve
bunun bilyiime plakasmnin embriyonik gelisimi {izerindeki etkileri histolojik ve histometrik

yontemlerle belirlenmistir. Cahsmada, AFB,’in embriyotoksik etkileri de incelenmistir.

Materyal olarak, ticari bir isletmeden temin edilen Hubbard wki broiler damuzliklara
ait olan toplam 1024 adet kulugkalik yumurta kullamldi Yumurtalar asagidaki gruplara
ayrildi; 1-kontrol grubu, 2-delinip-kapatilan grubu, 3-solvent grubu, 4-2.5ng AFB)/yumurta ,
5-5ng AFBy/yumurta, 6-7.5ng AFB/yumurta, 7-10ng AFB,/yumurta, 8-15ng AFB;/yumurta,
9-17.5 ng AFB,/yumurta, 10-20 ng AFB,/yumurta grubu. Inkiibasyonun hemen &ncesinde,
her yumurtaya 20 pl test soliisyonu, hava kamarasi yoluyla enjekte edildi. Embriyonik
donemin farkh giinlerinde agilan yumurtalardan elde edilen embriyolarin gelisme evreleri
Hamburger-Hamilton skalasina gore tespit edilerek, embriyonik Sliimlerin bu skalaya goére

dagilimlar belirlendi. Elde edilen sayisal veriler istatistiksel yontemlerle analiz edildi.
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Kulugka donemi boyunca agilan yumurtalardan elde edilen embriyolarin rolatif
embriyo agirhklarn hesaplanarak, gruplar arasindaki farklarin 6nem dereceleri belirlendi.
Sonuglar; AFB, verilen gruplarin rélatif embriyo agirliklarinin kontrol, delinip-kapatilan ve
solvent gruplariminkilerden 6nemli derecede (P<0.05) diisiik oldugunu ortaya koymaktadir.
Kuluckadan ¢ikigm ilk giini ile kulugkadan ¢ikisi takip eden 1. haftada, ortalama civciv canh
agirliklarinda da s6z konusu gruplar arasinda 6nemli (P<0.05) farklar bulunmakla birlikte, 2.
haftada ortalama civciv canli agirhiklan birbirine olduk¢a yakindir (P>0.05).

Verilen AFBy’in dozundaki artiglara paralel olarak, gruplannn embriyonik
mortalitelerinin de arttig1 tespit edildi. Kontrol grubu ve delinip-kapatilan grupla deney
gruplarinin mortaliteleri arasindaki farklar 6nemli (P<0.05) iken; solvent, 2.5 ng, 5 ng ve 7.5
ng AFBy/yumurta gruplarinin mortaliteleri arasindaki farklar 6nemsizdi (P>0.05). Deney
gruplarindan; 15 ng AFB),/yumurta grubuyla 17.5 ve 20 ng AFBj)/yumurta gruplarinin
mortaliteleri arasindaki fark ise dnemliydi (P<0.05). Bununla birlikte, 17.5ng AFB,/yumurta

grubuyla 20ng AFB,/yumurta gruplarinin mortaliteleri arasindaki fark Onemsiz bulundu
(P>0.05).

Calismada, kuluckamin degisik donemleri ile kulucka sonrasi dénemlerde tibia
ornekleri alindi. Alinan tibia dmeklerinin agirliklari ve uzunluklarimin tespit edilmesi
yaninda, tibiamin proksimal bolgesi, orta hatti ve distal bdlgelerinin kalinhklar 6lgiildii.
Tibianin histolojik yapismin belirlenmesi amaciyla, alinan doku Smekleri uygun histolojik
yontemlerle islenerek preparatlar hazirlandi. Hazirlanan preparatlar 151k mikroskobuyla
incelenerek, proksimal biiylime plakasindaki zonlarin geniglikleri ¢izgi okiiler mikrometre
yardimiyla belirlendi. Her gruptan belirli sayidaki embriyo biitiin olarak (in foto) tespit
edilerek Alizarin Red-S ile boyandi. Elde edilen veriler istatistiksel yOntemlerle analiz
edilerek, gruplar arasi farklarin 6nem dereceleri belirlendi. Sonuglar, AFB1 verilen gruplarin
ortalama tibia uzunluklan ve agirhklarimin, kontrol ve delinip-kapatilan ve solvent
gruplariminkilerden 6nemli (p<0.05) derecede diigiik oldugunu ortaya koymaktadir.

Histolojik kesitler {izerinde yapilan incelemelerde, embriyonik dénemde manson
seklindeki ossifikasyon merkezinin gruplarin tamaminda kulugkanin 7. giiniinde sekillenmis

oldugu dikkati ¢ekti. Hem embriyonik ve hem de kulucka sonrasi donemlerde meydana gelen



kemiklesme olaylarinin, gruplarin tamaminda benzer seyir izledigi tespit edildi. Biiyiime
plakasinda yapilan 6l¢iim sonuglarina gore proliferatif ve hipertrofik zonlar, AFB, verilen
gruplarda onemli derecede (P<0.05) incelmis olduklar1 halde; tranzisyonel zon, 6zellikle
ylksek doz gruplarinda (17.5 ng ve 20 ng/AFB)/yumurta) gruplarinda 6nemli derecede
(P<0.05) genislemis durumdaydi.

Sonuglar, yumurtada 15 ng/yumurta dozundan yiikksek dozda bulunan AFB,’ in
embriyonun iskelet sisteminde gelisme geriligine neden oldugu ve etkilerinin 6zellikle tibia
ile bunun biiyiime plakasinda daha belirgin bigimde ortaya ¢iktigim gostermektedir. Benzer
bulgular kulugka sonrasi ilk iki haftalik donemlerde de gézlenmektedir. Etkilenen
hayvanlarda biiyiime plakasindaki proliferatif ve hipertrofik zonlar daralirken, tranzisyonel
zonun kalmmlagmasi, bu hayvanlarin iskelet sisteminde kulucka sonrasi dénemde bazi

bozukluklarin ortaya ¢ikabilecegini gostermektedir.
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7. SUMMARY

Determination of toxic effects of aflatoxin B, given in ovo on the embryonic bone

development in broiler chicken.

In this study, detrimental effects of aflatoxin B; (AFB;) on the embryonic
development of tibia and its proximal growth plate were determined by means of histological

and histometric methods. In the study, embryotoxic effects of AFB, were also investigated.

For this purpose, 1024 eggs of Hubbard parent stocks were used. The eggs were
divided into the groups as follows:1. controls, 2. Drilled-sealed group, 3. solvent group, 4. 2.5
ng AFB,/egg group, 5.5 ng AFB,/egg group, 6. 7.5 ng AFB,/egg group, 7. 10 ng AFB,/egg
group, 8. 15 ng AFB,/egg group, 9. 17.5 ng AFB,/egg group and 10. 20 ng AFB,/egg group.
Test solutions were injected via air-sac just prior to the settlement of the eggs into the
incubator. Eggs from each group were opened on various days of the incubation and
developmental stages of embryos were determined according to the Hamburger-Hamilton
scale. Number of dead embryos from each group were determined and mean embryonic

mortalities of the groups were calculated. Data was analysed by using statistical methods.

Relative embryo weights were calculated and displayed as percentages, through the
incubation period. Significance of the differences between mean values of the groups were
determined statistically. Also mean live chick weights of the groups were determined at 1%
and 2™ weeks of post hatch. The results have revealed that mean relative embryo weights of
controls, drilied-sealed and solvent groups were significantly (P<0.05) higher than those of
the AFB, treated groups. Moreover, mean chick live weights were also lower in the treatment
groups at 1% weak of posthatch. However mean chick weights of both nontreated and AFB;
treated groups were quite similar (P>0.05), at 2™ weak of post hatch period.

The higher doses of AFB,; caused higher mortality values. The differences between
controls, drilled-sealed group and AFB, treated groups were significant (P<0.05) whereas, the
mortality values of the groups solvent ang 2.5 ng, 5Sng, 7.5 ng AFB,/egg groups were quite



similar (P>0.05). From experimental groups, 15 ng AFB,/egg group had significantly lower
mortality (P<0.05) than 17.5 ng and 20 ng AFB,/egg groups. Nevertheless, there was no
significant difference (P>0.05) between 17.5 ng and 20 ng AFB//egg groups.

In the study, tibial tissue samples and tibial measures were also taken at differemnt
periods of the incubation and at 1% and 2" weeks of posthatch. Tibial weights, tibia lengths
and also widths of proximal, midd portion and distal regions of the tibia were determined . In
order to observe histology of tibia, the tissue samples were decalcified when it is necessary,
dehydrated, cleaned and immersed in paraffin blocks by means of routine histological
techniques. The blocks were cut into 5 pm thick sections and stained with suitable staining
methods and observed with light microscope. Histometric measurements on the tibial growth
plate were-done using a linear ocular micrometer. From each group, some of the embryos
were fixed as a whole (in toto) and stained with Alizarin Red-S. The data were also analysed
with statistical methods and the significance of the differences between the groups were
evaluated. 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).

In microscopic observations of the tibial sections, the diaphyseal osseus collar was
observed in all groups at 7™ day of the incubation. Osseos tissue development displayed
similar course in all groups. The results of the measurements of the growth plate have showed
that both proliferative and hypertrophic zones get significantly (P<0.05) narrowed in all AFB,
treated groups whereas, the transitional zone thickened, specifically in 17.5 ng AFB, /egg and
20 ng AFB, /egg groups when compared to the controls, drilled-sealed and solvent groups.

The resuls have revealed that the AFB, when found in the fertilized egg higher than 15
ng might interfere skeletal development and cause reterdation in the development of the
embryonic skeletal system and the effects are more pronounced in tibia and its proximal
growth plate. Similar results were also found through the first two week of post hatch period.
Since both the proliferative and hypertrophic zones of the affected animals narrowed whereas,
the transitional zone thickened, the results have showed that some skeletal deformities might

be expected at further stages of the posthatch period in the affected animals.
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9.SEKILLER

Kontrol ; 20 ng AFB
5. glin 5. glin

Sekil 1: Kulugkanin besinci giiniinde kontrol ve 20 ng AFB; grubuna ait embriyolar
goriilmektedir. AFB, verilen embriyodaki gelisme geriligi oldukga belirgindir.

Kontrol 20 ng AFB:
9. giin

Sekil 2: Kulugkanin dokuzuncu giiniinde kontrol ve 20 ng AFB, grubuna ait embriyolar
goriilmektedir. 20 ng AFB, verilen embriyodaki geligme geriligi oldukga belirgindir.
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Sekil 3: 20 ng AFB,/yumurta grubunda kulugkanin on dokuzuncu giiniindeki bir embriyo
goriilmektedir. Makas gaga ve unilateral anoftalmi goriilmektedir.

Kontrol 20 ng AFB,
13. giin

Sekil 4: Kuluckanin on dgiincii giininde kontrol ve 20 ng AFB,/yumurta grubuna ait
embriyolarin tibialari gériilmektedir. AFB, grubuna ait tibia’nin daha kigiik oldugu
dikkati gekmektedir.



Kontrol 20 ng AFB,
15. giin

Sekil 5: Kulugkanin on besinci giiniinde kontrol ve 20 ng AFB,/yumurta grubuna ait
embriyolarin tibialari goriilmektedir. AFB, verilen gruba ait tibia’nin daha kiigikk oldugu
dikkati gekmektedir.

Kontrol 15 ng AFB, 20 ng AFB.
17. giin

Sekil 6: Kulugkanin on yedinci giniinde kontrol, 15 ng ve 20 ng AFB,/yumurta
gruplarina ait embriyolarin tibialar1 goriilmektedir. AFB, verilen gruplara ait tibialarin
daha kiigitk olduklari dikkati gekmektedir.
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Kontrol 20 ng AFB.
19. giin

Sekil 7: Kulugkanin on dokuzuncu giiniinde kontrol ve 20 ng AFB,/yumurta gruplarina
ait embriyolarmn tibialan goriilmektedir. AFB, verilen gruba ait tibia’nn daha kiiglik
oldugu dikkati gekmektedir.

20 ng AFB. grubu
S. giin

Kontrol grubu
5.giin

Sekil 8: Kulugkanin besinci giininde kontrol ve 20 ng AFB,/yumurta gruplarmna ait
embriyolar goriilmektedir.Bu donemde her iki gruptan alman embriyolarda da
ossifikasyon odaklarinin heniiz sekillenmedigi dikkati gekmektedir. Alizarin Red- S

boyamasi
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Sekil 9: Kulugkanin dokuzuncu giiniinde kontrol grubuna ait bir embriyo gorilmektedir.
Tibia’nin diafizinde yedinci giinde sekillenen ossifikasyon sahasmnin genislemis oldugu
goriilmektedir . Alizarin Red- S boyamasi.

Sekil 10: 15 ng AFB,/yumurta grubuna ait 9 giinliik bir embriyonun tibiasmndan alman
kesit goriilmektedir. Periosteumdan (2) koken alan subperiostal kemik trabekiilleri (3)
goriilmektedir. 1. Epifiz, 4-5. Hipertrofik kondrositler. Alizarin Red- S boyamasi, Bar:
272.45m.
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Sekil 11: Kontrol grubuna ait 9 ginlik bir embriyonun tibiasindan almnan kesit
goriilmektedir. Subperiostal kemik trabekiilleri (1) ve kikirdak modelin merkezi
béliimiinii dolduran hipertrofik kondrositler (2) goriilmektedir. Alizarin Red- S boyamasi,
Bar: 123.51 pm.

Sekil 12: Kulugkanmn on birinci giiniinde solvent grubuna ait bir embriyonun tibiasindan
alinan transversal kesit goriilmektedir. Periosteum’un (1) altinda, kikirdagi manson
bigiminde saran mineralize sahadan ( 2,3) hipertrofik kondrositlerden olusan merkezi
kikirdak (4) igine vaskiiler invazyon (5,6,7,8) baslamis durumdadir. Alizarin Red- S
boyamast, Bar: 123.51 pm.
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Sekil 13: Kulugkanin on birinci gininde kontrol grubuna ait bir embriyonun tibiasmmn
longitidunal kesiti goriilmektedir. Tibiada hipertrofik kondrositlerden olusan (4) kikirdak
konisi goriilmektedir. 1.Periosteun, 2. Subperiostal kemik trabekiild, 3. Koninin ug
kisimlarindaki mineralizasyon sahasi. Alizarin Red- S boyamasi, Bar: 332,33 pm.

Sekil 14: Kulugkanin on birinci gilniinde kontrol grubundan bir embriyonun tibia kesiti
goriilmektedir. Periosteun’un (1) hemen altindan itibaren kemik trabekiilleri (2) ile
bunlarin arasinda sckillenen ve kemik iliginin dolduracag alanlar (3,4) ve kikirdak
konilerinin tepe bélgelerindeki giiglii ossifikasyon sahalan (5,6) goriilmektedir. Alizarin
Red- S boyamasi, Bar: 332,33 pm.
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Kontrol  11. giin

|
Sekil 15: Kulugkanin on birinci giiniinde kontrol grubuna ait bir embriyonun tibialari
goriilmektedir. Diyafizdeki genis ossifikasyon sahasi goriilmektedir. Alizarin Red- §
boyamasi.

Sekil 16: Kulugkanin on birinci giininde 15 ng AFB,/yumurta grubuna ait bir
embriyonun tibialari goriilmektedir. Tibia'mn nispeten kiigik oldugu ancak
ossifikasyonda aksama olmadig dikkati gekmektedir. Alizarin Red- S boyamasi.
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Sekil 17: Kulugkanin on dgiincii gininde 2.5 ng AFB,/yumurta grubuna ait bir
embriyonun tibia kesiti goriilmektedir. Periosteumdan (1) koken alan primer kemik
dokusu yapisindaki genis trabekiiller (2) ile bunlarin aralarindaki kan damarlar ag1 (3,6)
ve kemik iligi boslugunun (4,5) diyafiz boyunca sekillenmis oldugu goriilmektedir. Ugltl
boyama, Bar: 332,33 um.

Sekil 18: Kontrol grubuna ait 13 ginlik embriyonun tibiasindan alman kesit
goriilmektedir. Koni bigimindeki kikirdaga az sayida kan damarmm (3) invaze oldugu
dikkati gekmektedir. 1. Periosteum, 2. Kemik iligi, 4. Hipertrofik kondrositler. Ugli
boyama, Bar: 332,33 pm.

91



» =Y
ot

:QQQ n"
¥

]
TAY

Ge

Sekil 19: Solvent grubuna ait 13 ginlik embriyonun tibiasindan alnan kesit

goriilmektedir. Primer kemik trabekiilleri (1,2,3) ile kikirdak kiitlesinin (4) yiizeyinde
yogun bir osteoblastik aktivite gorilmektedir. Ayrica kemikiligi (5) ve kikirdaga invaze
olan kan damari da (6) goriilmektedir. Hematoksilen-Eozin, Bar: 139,23 pm.

A e C <y i i N S
Sekil 20: 5 ng AFB, grubuna ait I3 ginlik embriyonun tibiasindan alinan kesit
goriilmektedir. Epifiz kikirdagi (1) ve proliferatif zon (2) goriilmektedir. Hematoksilen-
Eozin, Bar:70.49 pum.
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Sekil 21: 5 ng AFB,; grubuna ait 13 giinlik embriyonun tibiasindan alnan kesit
goriilmektedir. Tranzisyonel zon (1) ve hipertrofik zon (2) goriilmektedir. Hematoksilen-
Eozin, Bar:164.28 pm.

Sekil 22: inkiibasyonun on besinci giniinde kontrol grubuna ait bir embriyonun tibia
kesiti goriilmektedir. Primer kemik doku trabekiillerinin (2) periost (1) ile kikirdak kitlesi
(6) arasinda yayildig, kikirdak kitlesinin biitiinligiiniin bozulmamis oldugu ancak ok
sayida kan damarinin (3,4,5) invaze oldugu goriilmekte ve kikirdak koni yiizeyinde giiglii
bir ossifikasyon (7) dikkati gekmektedir. Von Cossa boyamasi, Bar: 314,37 pm.
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Sekil 23: 2.5 ng AFB,/yumurta grubuna ait 15 giinlitk embriyonun tibiasindan alinan
kesit goriilmektedir. Primer kemik dokusundan olusan trabekiillerin (5) yiizeylerinde
youn osteoblastik aktivite (1, 2, 3, 4) dikkati cekmektedir. Uglii boyama, Bar: 68,07um.
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Sekil 24: : Kulugkanin on besinci giniinde 17.5 ng AFB,/yumurta grubuna ait bir
embriyonun tibia kesiti goriilmektedir. Epifiz kikirdag: (1) ve proliferatif zon (2)
goriilmektedir. Hematoksilen-Eozin, Bar: 72,28 pm.
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Sekil 26: Kulugkanin on besinci giniinde 17.5 ng AFB/yumurta grubuna ait bir
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Sekil 25: Inkiibasyonun on besinci giiniinde 17.5 ng AFB,/yumurta grubuna ait bir

embriyonun tibia kesiti gdriilmektedir.

Proliferatif zon (1) ve tranzisyonel zon

goriilmektedir. Hematoksilen-Eozin, Bar: 57,83 pm.

e 10 T NG

“cui

embriyonun tibia kesiti goriilmektedir. Biiyiime plakasindaki hipertrofik kondrositler (1)
ve kikirdak yiizeyindeki kemiklesme sahalari (2, 3) ile primer bir kemik trabekild (4)

belirgindir. Hematoksilen-Eozin , Bar: 72,28 pm.
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AT (1} 419. 16gm

Sekil 27: Kontrol grubuna ait 17 gimlik embriyonun tibiasindan alman kesit
goriilmektedir. Periosteum (1) ile kikirdak kitlesi arasinda gelisen primer kemik dokusu
ozelligindeki trabekiiller genislemis durumda (2, 6), kikirdaga daha fazla sayida kan
damarinin (3, 4, 5) penetre oldugu, trabekiiller arasinda da yaygin bir vaskilarizasyon (7,
8) dikkati gekmektedir. Ugli boyama, Bar: 419,16 pm.
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(1) 314.37um

Seckil 28: Kontrol grubuna ait 17 gimlik embriyonun tibiasmdan alman kesit
goriilmektedir. Koni bigimindeki kikirdak kiitlesinin bu dénemde de biitiinliginin
bozulmadigi dikkati gekmektedir. 1. Periosteum, 2. Subperiostal kemik trabekiild, 3.
Hipertrofik kondrosit sahasi, 4-5. Kikirdaga invaze olan kan damarlan dikkati
gekmektedir. Hematoksilen- Eozin, Bar: 314,37 um.
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Sekil 29: Kontrol grubuna ait 17 ginlik embriyonun tibiasindan alinan kesit
goriilmektedir. Miyeloid dokunun (5) metafize dogru yayllmis oldugu dikkati
cekmektedir. 1. Periosteum, 2. Kemik Trabekild, 3-4. Trabekiiller arasindaki kan
damarlari, 6. Hipertrofik kondrosit zonu. Uglii Boyama, Bar: 260,47 pum.

PR ~ - P A

Sekil 30: Kulugkanin on dokuzuncu gininde 5 ng AFB,/yumurta grubuna ait bir
embriyonun tibia kesiti goriilmektedir. Primer kemik dokusu (4, 5) ile birlikte sekonder
kemik dokusunun da (2,3) sekillenmis oldugu dikkati gekmektedir. 1.Periosteum. Ugla
Boyama, Bar: 167,88 pum.
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Sekil 31: inkiibasyonun on dokuzuncu gininde 5 ng AFB,/yumurta grubuna ait bir
embriyonun tibia kesiti goriilmektedir. Primer kemik dokusu (2) yaninda sekonder kemik
dokusu (3, 4) ozelligindeki trabekiller de goriitmektedir. 1.Y1kimlanmakta olan kikirdak
dokusu, 5. Hipertrofik kondrosit zonu, Nicoll’iin kemik boyamasi, Bar: 161,90 pm.

Sekil 32: Kulugkanin on dokuzuncu giininde 2.5 ng AFB,/yumurta grubuna ait bir
embriyonun tibia kesiti gorillmektedir. Kondroklastlar (3,4) tarafindan kikirdak
dokusunun yikimlanmasi ve kemik dokusunun (1, 2) yapimi gdrilmektedir.
Hematoksilen-Eosin, Bar: 73,49 pum.
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Sekil 33: Kulugkanin on dokuzuncu giniinde 5 ng AFB/yumurta grubuna ait bir
embriyonun tibia kesiti goriilmektedir. Biiyiime plakasmdaki epifizeyal (4, 5) ve
tranzisyonel zona invaze olmus kan damarlan kesitleri (6) goriilmektedir. 1. Epifiz, 2.
Bilyiime plakasinin proliferatif zonu, 3. Tranzisyonel zon. Hematoksilen-Eosin, Bar:
129,50 pm.

Sekil 34: Kulugkadan gikigin ilk giniinde kontrol grubuna ait bir civcivin tibia kesiti
goriilmektedir. Kemik dokusunun sekonder kemik yapisinda oldugu (2, 3) dikkati
cekmektedir. 1. Periosteum, 4. Hipertrofik zon, 5. Kan damari. Uglil boyama, Bar: 89,75
pm.
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Sekil 35: Kulugkadan gikigm ilk giniinde kontrol grubuna ait bir civeivin tibia kesiti
goriilmektedir. Kikirdak dokusunun yikimlanmasiyla olusan primer kemik dokusu

trabekiilleri (4, 5) gorillmektedir. 1. Periosteum’un 2. Peri ’un

1

hiicresel katmani, 3. Sekonder kemik trabekiild. Uglii boyama, Bar: 94,58 pm.

e i = e~ i, o

Sekil 36: Kulugkadan gikigin ilk giininde kontrol grubuna ait bir civcivin tibia kesiti
goriilmektedir. Embriyonik dénem boyunca varligmi sirdiiren koni geklindeki kikirdak
kiitlesinin (3, 4) kan damarlarmin invazyonu ile (5, 6, 7) bitinliginin bozulmaya
bagladig1 dikkati gekmektedir. 1. Periosteum, 2. Sekonder kemik trabekaldt. Ugl boyama,
Bar: 386,22 pm.

i uRuti®
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Sekil 37: Kulugkadan ¢ikigin ilk giniinde solvent grubuna ait bir civcivin tibia kesiti
goriilmektedir. Biyiime plakasmda embriyonik donem boyunca gdzlenmemis olan
rezerv zon (2) ile proliferatif zon (3), tranzisyonel zon (4), epifiz kikirdag (1) ve bilylime
plakasina invaze olan epifizeyal bir damar kesiti (5) izlenmektedir. Hematoksilen-Eozin ,
Bar: 167,88 pm.
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Sekil 38: Kulugkadan ikisi takip eden birinci haftada kontrol grubuna ait bir civcivin
tibia kesiti goriilmektedir. Metafizeyal vaskilarizasyonun oldukga ilerlemis oldugu ve bu
damarlarin tranzisyonel zon ile hipertrofik zonun birlesme hattma kadar penetre olduklar
(8, 9, 10, 11) dikkati gekmektedir. 1. Periosteum, 2. Sekonder kemik trabekild, 3.
Yikimlanmakta olan kikirdak, 4-5 Hipertrofik Kondrosit zonu, 6-7. Primer kemik dokusu.
Uglii boyama, Bar: 296,40 pm.
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Sekil 39: Kulugkadan gikist takip eden birinci haftada 2.5 ng AFB,/yumurta grubuna ait
bir civcivin tibia kesiti goriilmektedir. Kan damarlarmm invazyonu (2, 3, 4, 5, 6) ile
kikirdak dokunun rezorpsiyonu sonucunda yeni sekillenen primer kemik dokusu (7, 8)
sahalar1 dikkati cekmektedir. Uglii boyama, Bar: 149,89uum.

P 2y

Sekil 40:. Kulugkadan gikist takip eden birinci haftada delinip-kapatilan gruba ait bir
civcivin tibia kesiti goriilmektedir. Periosteum’un (1) altinda sekonder kemik trabekild
(2) izlenmektedir. 3. Hipertrofik kondrosit topluluklari. Nicollin kemik boyamasi, Bar:
287,42 pm.
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Sekil 41: Kulugkadan gikisi takip eden ikinci haftada kontrol grubuna ait bir civcivin

tibia kesiti goriilmektedir. Kulugkadan gikistan sonra yikimlanmaya baslayan kikirdak

konisi ortadan kalkmis durumdadir. 1. Rezerv zon, 2. Proliferatif zon, 3. Tranzisyonel

zon, 4-5. Primer kemik dokusu, 6-7. Kan damarlari, 8, Hipertrofik kondrosit zonu.
Hematoksilen-Eozin, Bar: 305,44 pm.
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Sekil 42: Kulugkadan gikist takip eden ikinci haftada 5 ng AFB,/yumurta grubuna ait bir
civeivin tibia kesiti goriilmektedir. Periosteum (1) ve oldukga genislemis sekonder kemik
trabekiilleri (2) izlenmektedir. 3. Hipertrofik kondrositler. Nicoll’tin kemik boyamast,
Bar: 165,48 pm.

103



Y01

(50°0<d) IPZISWAUQ IB{IE} 1EPUISEIE JO[19aD UA[IPA SPEJ S[IS[LEY 1UAE {(500>) UM [[WSUP Je[1) IEPUISEIE 1211239 US]IPD 9pejt 12y IIe] EpUNIDS WUAY 5,

* * * * * * * * *
DLSSOFIL'OF | ,S60°EF LLTE| 389L°S F 9T'LI| E9TTF1¥°91 LI6L°0FE6'9| 600 F TS JL800F€61] LS0I°0FS6°0| ,S€0°0FCI0| "4V suQg
0SS 0FSOLY | LIITOF YT'LE OLLOFO00'VT| Sb9V'0 F 4T'81 9LT0 F8S'8 7870 F 6T°F SSPED F 10°T] 5l 01°0FH0°L ,620°0F61°0 | 'dIV BUS'L]
2099E 0FS0°8Y | 2p8LO°0F60°6E | ,,191°0 FST'9T| ,TO9TF 1191 LISTOF68°L| pILTTFS9Y 2g6ST1°0 F €9°C HP8I0FBIT | ,£T0°0F0T0| 'ddV Bugy
g€CE 0F90°87 | 40S9°0F 90°'F¥ pLEOT F61°6T| HEITTFI9°0T| LITOFTHII sqILV O F IS | 5e670°0 F vLT| @E60°0FSIT L,EP0°0FCT 0| 'gAv Su o1
wal PP OFPI8Y | 5o8LSTFRT I | 5,90S°1 F 9L°97| »I86'0F €9°1T| ,T0SOF6LTL 0200 FE€8°C| 910 F 66°7| @OTL0FHIL 2 LT0°0F6T0| 'ddV Bug,
wCT8 1FCL6Y | SE91°TF ¥S 1+ | 550680 F TS'LT 2588 0F #9°1T| ,h6I0F 9V 11| ¢060°0 F LL'S| 5qlST'OF89T| 59S0°0FEQT 4S10°0¥92°0 'ddv Bu g
50e 0CE0F89°67 | oST80 FSr'sh | #86°0 FHT0E| TE8DFOLTT| poLOI0FITTI| oSSH0FT8'S 2L60°0 FOET| @ETIOFLLL wL20°0F6T°0 | 'ddV dugg
Tonuoy
e VEL'OFOL6Y | oqT80TFFF'EY | (6E1°0 F SI°SE (£1T°0 F LF'ST JE6T0FSLTL | OTEOF TS| Hq081°0 F 85°T| @TSOOFHI'T | wETOOFOTO .Eo>ﬁ_mom
uepiedey
SLISTHRI0S | OIFIFLTSY | (Z8S0F pS'hE| FLIOFHTST| OI6OFIEEL| WLLTOFOSO| oSBO0VFOLT| TELOFOTT EP0°0F8T0 -dupg
SLOT TFOL0S 08T 1F8E6Y | EE8°0FETBE| 160 FEI'LT LIV IFPIST $CSE0 F ¥T9 L8€0°0 F 16°T| «S80°0FITT| LEE0'0FIED [0uo3
(sSFX) (sSFx) (sS¥x) (sSFx) (sSFx) (sS¥x) (sSFX) (sSFX) c-u
un3 ‘1z uns ‘61 w3 L] uns | ung ¢ s 1| un3 ‘L uns °g 3
RATAINQA VONTINN tejdnio
“(3) epI[age 0A1IqUIS JT1E[QI BUIB[BMIO US[IPS 1dSd) SpULIA[WAUQP 1[378) utuednny 7'y o[qe L
(§0°0>d) 1Y WUQ JE[1e] DIPPUISEIE J[QN[EHOU US[IP3 3PEJY SIBY IPHE} BpuUnIpS 1UAY 4,

65 0vE 201 uregdoy,
1759 al 06 051 'g4v 3u 07
.8T°09 6 S8 01 'gAV SUSLI
6l 9 Ly 011 'g4v 8ug]
2sCSTE 8 6T 001 'g4v 3u o[
12808 9 ST S6 g4V BuS’L
#S9'ET 7 %4 S6 'givSug
5:89'1C L 81 06 g4V 8u ST
19891 z [l S8 [0NUOY-1U3A[OS
Bl 1L € g SL ue[edey-diureq
W8T 3 z [ [onuoy|

J)I[BLON] 1s1ABS BUnWINA [193U] 1SIABS 0ALIqUR DO ISIABS BlNWN A UR[IUB[[NY] repdnin

“(9%) TIO[OI[EIIOU ALIEY AN[THIAJUI A LIB[IABS BUNWNA [HIOJUT ‘LIE[TALS 0ALIGUIS NQ “LIe[IALs BlWNA uLednio) *I'p ojqe L

AVIOTIV.L 01




So1

(50'0<d) JIPZISWaUQ Jep{E) HEPUISEIE Jo[2Fap U[IPa PEJ1 ALIBPEY 1UAE £(50°0>d) USM IWAUQ Je|iey PEpUISELe Jo[3ap USJIPS 3PBy! J[rey I{re) epunins WY\,

* * * * * *

L110°075Z°0 FE0°0 FITO 1S€0°0 ¥ 60°0 (100 ¥ 90°0 ,700°0 F Z£00 ,700°0 ¥ 900°0 'g4v 3u oz
02007820 41£0°0 ¥ 820 5L00°0 F 91°0 15:800°0 F 80°0 5l 10°0F €00 ,L00°0 ¥ 900°0 'gIv SugLl
26£0°0F6Z0 48€0°0 ¥92°0 ,ST00 FE1°0 200 F L00 5sL00°0F0¥0°0 51000 ¥ 800°0 'gqv Sug|
010°0FCED 4120°0 F 0€°0 261070 F81°0 1pP00°0 F L0°0 21 10F 9€0°0 ,100°0 ¥ 800°0 'g4v Su o]
wLEOOFIED 120°0 F 0€°0 2910°0 F 81°0 2C0°0 F 60°0 S00°0F 9¥0°0 ,100°0 ¥ 600°0 'gdv Su gL
»S10°0FZE0 4ST0°0 ¥ 870 2gsL00°0 F 1T°0 2050070 F 60°0 55:100°0F0$0°0 ,100°0 ¥ 800°0 'gqv 3ug
»010°0FZE0 G£€0°0 F 620 2510°0 F81°0 7000 F Z1°0 +E10°0F9+0°0 ;0000 ¥ 800°0 'giv 3ug'g
5q780°0FEE 0 4$50°0 F0E°0 2820°0 F 02°0 5q€0°0 ¥ 01°0 800°0F9+0°0 5q100°0 F 600°0 [OUOY-JURA[OS
SE0°0F8E°0 #00°0 F SE0 010°0 F 12°0 100 F €10 :800°0F8+0°0 100°0 F 10°0 ue[edey-diunq
690°0F57°0 H70°0 F LED 4810°0 F £2°0 E100FEI0 +700°0F870°0 51000 ¥ 100 [03u0y

(ss¥%) (ssF%) (s57%) (ss¥%) (58%) (ss7%)
w3 ‘[z 3 61 s L1 3 5] uns ‘g un3 1] g=u
NIATAANQA VDN TN Tepdnin

*(3) Lep{I[I3e BIqT) BWIE[EHO0 US[IPA JdSa) SPULIS[WISUQP I[Y1e} urueydn|ny “p*p O[qEL

(50°0<d) IPZISWaUQ Je[3{e] PEpUIseIe Jo[2Fop UA[IP3 3peyt A[IBPILY TUAT £(G0°0>d) UM [ Te]Ie) D{EPUISEIE Jo|aFap USTIPS 3pey! A[Iey IPjre) epunins WAy ,,

* * * * * * »

p6E8°0FS8°LT | PTHPFRONT | LCAOEFELVL | SHO'TFT8SI LPrr0 F 10°T1 505070 F9S°L 2590°0 F €T 'ddv 3u 07
OLEOFIOLT | ITEOFTH'ST | 16860 F86'61 | 1uplL8°0 F ISII SSSETFEP LI SS8T°0 F €8°L S00€°0 F0SY 'gdvuc/]
LTS 1786°9T | L£6€0FFPST | L6LI'EFESLL | LEL8'TFTSSI 19T F86°11 257T0 T 68°8 p8CT0F LY 'gqv Sug|
2o VESTFELLT | o19€°0769°9T | l9ITFTETT | spolEP 0F 6E°LI 2££8°0 F 68°T1 L,E10°0 F09°8 2£9T0 FH9Y EECALI
2o0ELSOFEL'ST | oS69°0FH8T | 5qS91°0 F 480 | 1opoI8TTF 60°LI 806 1F 0S°T1 24800°0 F TI°6 LE10°0 F T8 gV Su gL
L9V 0F61°6T | «SY90F8LIT | 5uC8E'0FITTT | poCEE0FSYLI oV CE 1 0P T LE71°0 7 00°6 0970 F 85 g4V Bu g
VESOFOI6T | oLSTOFSEIT | 2qul¥6°0 FLOTT | 5SSST0F I6°LI Se9LEOF PEEL (8T0F 816 57000 7 28°F g4V Sug'z
20098L°0FSERT | WL9STFCTLL | SIBOF IVTT | €60 F €T I 2qe0EE0F6EEL 760 F 68°8 4000°0 F LE'S [01)UOY-)URA[OG
J1S90FSH6T | oL860F 19°LT | TIEDFSBET | oS6E0OF8S6I :895°0F81°P1 #9170 F L6 4P00°0 F 9€°S uegedey-diureq
J8ETF60°1E | 6EETFC8LT | C6L0FISET | 0SS0 F 9861 9ST°0 F SEHL 9£T°0 F C8°6 W0LT0 FE9°S [03U0Y]

(ss¥%) (s57%) (ss¥%) (5s7%) (ss¥x) (ss¥x) (5s7)
3 ‘[g un3 ‘61 un3 /] w3 g1 3 ‘€] un3 ‘[ ] un3 ‘6 g=u
RIATAENQA VIONTNM Tepdnin

*(Wt) Lep{n[unZn BIqr) BWE[ENO0 US[Ipa JIdSa) SPULIS[WISUQP IP{Ie} wuednny *¢'f ojqeL



901

'(S0°0<d) JIPZISWAUQ J[YIe} DEPUISEIE J2[1235P UD[IP3 IPe! SI[FIeY TUKE £(50°0>d) US! [[WIAUQ Je[3Ie) BEPUISEIE JORF0D US[IP3 3PBy! S[eY I[Ie) epumps WAY ,.,

* ¥ * * * - * * » * * »* * » ¥
80T0| 82070 o8€1°0| #6170 -€80°0| ,091°0| .88T°0| ,6€1°0| oFEO| oLTI0| o820°0| o8IT0| opPT0O| o#S0°0| wTIEQ g4V
FECY|  F8ST FBYE| F9SE| F6SU| FL6'E| F8IT| FLIT| FseT| FSI'T|  F60'L F61°7|  FCET| FILO|  FOKT 8u Qg
SHT0| 6EE0|  ES1°0[5qEET0 | 00810 | 296970 | pag6L00| 890°0| qTTTO| 2po801°0| oqlEID| pgbFI0| pPEI0| 9E0T0| pagILI'O 'gav
FLTY|  FSTL FLTY| FL'p| FILT| F86°€| FCI'E| FOTT F19T|  FreT|  FLIT F867|  FCSI| FI90|  FrbT SugL]
20910  @hST°0|  (8TE0[s6LED| SOT0| (€82°0| ,TITO| o160°0| 9970 apoghTTO| oqITI0| oSIEQ[ o68E°0| 5£50°0| HT¥10 g1V
FIEY |  FHL FLTY| F8IY| FC81| F66'E|  F6LT| Forl| FoOTE| FLET| FITI 17| F9TU| FLLO|  FTLL Sugy
4ql0€0| @6SI0 P9T°0 | 2gSPT0 | 5qP10°0 [ 2S09°0 | o6ET0| o0L01°0|  oESFO| opPLOD| oqebSTO| opOVEQ|  pTSED| 56¥0°0| pogbLI'0 'V
TS| FeL TP | F0Oy| FOLT| FEI'Y| F6S'€|  F0ST FHCE|  F6TT| FECI FEET| FHICT| F9LO|  FLS'T Bu Q1
29SE0] 0T1°0| 9790 [aqtOE 0| oL60 [oV8LO|  I9°0| 2068070 FETO| oEPTO| opELO0O| oSLTO| 56620 -890°0| ST11°0 GEYZ
Frr'y | F68°1 FOv'y | FC8E| FHLL| F8EY|  FOr'E|  FIST F8EE|  FO9T|  FECT FHTT| F9EST| FS80|  F08'T Sugy

SIT0| @ITI0|  q#PS0|xq66v0| 08€0| 8010 | 0600| @OI1°0| +C0T0| pol€10| 6600| 9910 poaZlI0[ $SLOD| poglOT0
786y |  T08T|  Few| Feov| F60°7| Feo'e|  Fv'e|  Fe9'l|  Fwe'e| Fes'|  FOCU|  Fror| F09s°I| F8LO| FesI| 'AAvBug
60T0| OTI0|  G0SE0 [ oqOEH 0| QOTT0| (6SE0| pItF 0| o@0CC0| 90T 0| poplTh 0| lOI0| pagl€E0| swVETO| GELOTD| 542010 GEvZ
F19%|  FIST|  F8IV| F60| FO8°I| Fre's| 86| Fes'r|  Fee's| FosT|  #8CU|  FLST|  FHLL| FH60|  F69 Sugg
L0T0| @9TI0|  ZSED |oqhTL0| o801°0 | (LSS0 | ~p0ZT0| ~wll00| €0 | opSOL0| oqlSIO| o801°0] oeS9I0 | @SSO0| selSTO|  [OMUOY
F9%|  FIST|  F8IY| FIOW| Fe8U| 80|  Fore| w1  F8TE| Feow| FOTU| 7897  FSLU| FIOL|  FSLI| -lueajog
STT0| @EEC0| ILED|:ql€C0 | OLI 0| wSTI0| @8SE0| 95070 | o£SCT0| @9EC0| LLOO| oSPTO| oPE€00| (2O10| oLSED| uemedey
FS6p | F8LI| T8V | F96°c| FC6I| FESH|  FOME 7o'l |  F8c'e| F9T|  Feel|  FeL'z|  F06°1| F$0°1| F90z| -dmumea

FP00|  F80°0|  88°0| 98T0| qIP0°0| STED| HII0| o180°0| LZ0SO| PBIO| oI80°0| LE6TO| SEPED| OVOD| 9850
FCI's|  FI6T|  F69'S| F89%| FS81| F6by| F99°E| F89T| Fes'e| F89T|  FREI| FETE| FLOL| FLOT| F60T|  [0HUOYN
3810q| 9310q| 9019q| o91eq| 99ioq| 991eq| 98l9q| 95i19q| 9510q| adieq| ad1eq| 931eq|  Bleq| aBjeq|  aB[eq
1e1siq BMO|  SYoud | [eisid| ®MO| SYoud | [esiq BUO |  'sYoud | [Esid Q|  SYoid| [ESId| EMO| SYoid

(s§F%) (ss¥x) (ss¥%) (s§¥x) (ss¥x)
un3 ‘1z un3 ‘6] w3 L] un3 ‘g1 un3 g1 g=u
RITAENQA V0NN Jepdnin

() 1IP{ISTUSS Bweelio UIuLIa[a8[Qq [EISIP @A 1598]Qq €10 ‘[eumsyold utuerqr) SpuLIs[WauQp I3Iej uueydnny 'Sy ojqeL



LOT

(S0°0<d) HPZISWUQ IB{E) D[EPUISEI JAI9FoP US(IP3 SPEJL S[IAIEY IUAR $(500>d) USN! [[WAUQ Je[Te) DEPUISE.e Jo[2F0p US[ID SPeyl SIey I[Ie} Bpunins WAY .,

* *
oLLS 0F99°F€ J00°TF00°EE gV SugL]
 pLLS'0F99'tE SPST TFIEEE 'gqv Sug|
8S€PF00°6E WLLS 0FEE9E gy Su 0l
5oL TS 1799°6€ 00°1F00°9€ 'V 3ugL
2qs100°0F00°CY FS1°1F99°9€ 'gv Su g
5¢000°TF00°0 5qCEL TFO0VE 'gdv 3ugg
22988°TF99°1 ¥ »qe100°0F00°SE [0UON-JUSA[OS
V1T EF99°EY aLLS0FI9°SE uejedey-diuneq
«100°0F00°SY FSIIFEE9E [ouOD
(sS¥x) (s§¥X) €=u
BYey'T egey ‘|
AATNANQA ISVINOS VIONTNM Jednip

-(Tuw) TIR[UNZN BIqI} BWE[BLIO0 US[IPa 1dsa) aptuauQp ISeIuos eXdn[ny ‘L y O[qeL

(S0°0<d) IPZISWAUQ Te[3{8} PEPUISEIE I[P U[IP IPEJI SIBBY IUAE £(0°0>d) USM! [[UIAUQ Te[JE] DEPUISETe JA[I0FOP US[IPD SPEJL S I8y I[}18} BpUMNS WUAY o,

- *
STTTFI'LY STPL'OFTE €Y VAL
L6S°0FIL89 €65 TFIS €Y 'gqv Sug]
0FL°9FT8°99 JCLEVFISTS 'gAv Su Q[

IS EIFLY 1L 0 108°9FCT9§ '€V Sug'L
1L9°9F€E1°TL S8 FF60°LS 'gdv Bu g
617 PFTIbL LL60FOY'SS 'giv Sugt
Y6E9FITL $0PTHF6L 6S [OUOY-1UAA[OS
LSS EFE9'6L +IZE0F00°19 ueqiedes-drurag

9TT0IF0I°18 S6EPFSSTY [ou0y
(ss¥%) (s§¥X) g=u
eyey ‘g eyey |
MATAANQA ISVANOS VIIN TN JTednin

“(3) WeP{I[IIFe AIOALD BUIE[E}O UANIPa 11dSa) SpWauQp ISeIuos eY3n[ny| *9°p o[qe L,



801

(50°0<d) IPZISWAUQ JEP{IBY DIEPUISLIE 15[1933P US[IP3 APEJI A[[JIeY 1UAE (50°0>d) USM! [[WRUQ JEIE] DIEPUISEIe JO[1IFOp UR[IPD opey

1 S[J4BY 1[}48 BPUNIDS TUAY .,

* *

100°0F0L°0 =100°0F0£°0 100°0F0L°0 LS0°0F95°0 100°0F02°0 410007050 'gdv BugLl
100°0F0L°0 5100705020 100°070L°0 10007050 100°0¥02°0 oLSO0FES0 'ddv Su gl
00T°0F0L 0 oLS00FIT0 00Z0FOL 0 001°0709°0 LSO'0FET0 WLS0°0FE90 'gqv Su g1
LS0°0798°0 «100°0FEE0 LS0°0798°0 LS0°0F£9°0 LSO°0FET0 LLS0°0799°0 'ddV Su gL
100°0F0L°0 _ %100°070£°0 LS0°0798°0 LSO'0FE9°0 100°0F0€°0 +LS0°0F99°0 'gdv Su g
001°0708°0 «100°0F0E°0 001°0508°0 100°0F09°0 100°0F0Z°0 oLS00FEY0 'gdv Bug'T
[o1uoy
LS0'0FIL0 wLSO0FEED 001°0¥08°0 100°0F09°0 LS0°0F9T0 LSO°0FEY0 -JUSA[OS
uepijedey
SII‘0F9L0 *100°0F0€°0 S11°0%€8°0 LS0°0799°0 LSO'0FETO L500799°0 -diueg
001°0708°0 LS00F9E0 S11°0%€8°0 L50°0509°0 LSO0°0FETO L00°0F0L0 [01u0Y|

23]0q [e3SI 33[eq BHO 28109 "sYoId 38194 [e151d a310q BHO a8]q "sj0id

(ss¥%) (ss¥%)

BYEY T ByEy | g=u
ATTANINQA ISVANOS VN TN Jejdnin

“(rar) LoHSTUST BUiB[elI0 UIULIS[95]Qq [BISIP 9A 1Sa5[0q B0 ‘T[ewnsyold Uruelqr) SpuauQp 1Seitos eydnny ‘6" O[qeL

(50°0<d) IPZISWAUQ TePYILy YEPUISEIE JO[150p UA[IPD SPEJI SIO[LEY 1UAE {(50°0>) USM [[WAUQ Je[y1] IEPUISEIE 12]1930P U3[Ip3 9Pey! dp1ey IPiIe] epunyns kY .,

* »
,S0°0785°0 ,500°0787°0 g4V Su gLl
5500°0F85°0 501007050 'gdv Su gl
(EP10FPLD 4590°0F55°0 'gqv Su o1
£80°0708°0 4500°0755°0 'gdv 3ugL
010°0F6L°0 :0T0°0F29°0 g4y Bug
901°0778°0 0P0°0FF9°0 gV 3ugT
$990°0798°0 L010°0779°0 [0JUOY-JURA[OS
« 0°0F06°0 4090°0F€9°0 uejiedes-diuraq
990°0F16°0 CE0°0FLI0 [onuoy
(s87%) (s8+%) c—u
eyey T eyey ‘| =
AITAINOA ISVINOS Vo010 Tejdnin

“(8) Lep{I[NIZe BIqD) BWE[EL0 US[Ipa 11dsa) SpuSuQp ISLIUOs eYdn[ny 'y O[qe L,




601

uoz ygonsadi :uoZ ‘diH ‘U0Z [QUOASIZUEI], :U0Z "UBL], ‘UOZ JUBIRJI0I] :UOZ '[01] ‘UOZ AISZIY 1UOZ ‘Z3Y

(50/0<d) PZISWAUQ TeIE} TYEPUISEE Jo[1250p U[IP SPEJI SIR[LEY 1UAB {(0°0>) UM [[WISUQ JE[3{Iey DEPUISE.IE 12}1532p USIP3 3pej1 ey IYIey EpUNIns WAy ,,
* * * * * * * * * * * * * = * *
P ® 29 ® v q M 8
LY'TELT | T1'8ST | ;ELOT oS | S'T9ET | 60°981 | (TETOL | H81°LLY | 0E°€99 | #0991 280°9LS | €C°L9T | o8T'EL| 8'SEV o£L91 | PS8L 'gav
FOIET | F00TT FOLT | ¥ST| F08LC FIL8 FCLE FOLLL | FTITI F6T FCe91 F066 F9¢€ | FOSTT FCL6.| FCLE Suog
!
q8 3P 2q 2 qe 2 q 1
wOELOT | €5°806 | LOIT| €LT | T6VLL | 9L°9TL | 9181 | (9S'L8T | 61'TH | qE'TS | poqeSTLIS | LE'O6L | 8EWY | 8491 <€ | L1'8SI 'gav
FOPEE | FOSLI FCIE. | FCE | “FOSSE F8SL FHLE F0ET |  FIT6 FT9¢ FOYTT | F8E9 Iy | F0L1T | Fv08 | FTie | BugiLl
I
q a q q P q B q
267866 | 68°VLS | pLOBE | 1S9 | 9U'VL | 9187 | fITIT| IFEIOL | vS'96 | LE'STT | poeBL'08E | O1°E0T | SE1'8S S ELY | oLO'19 | ,£6'8L gV
F088¢ | FOISI FOPE | FOE | FO68% F0L FOTH FOELL FT18 FOPE FOSIT | F0S9 FP9€ | FOE9T | FHOS F0S Sugy
£
3 q q e
O1°L80L | 88'OLI | SP9T | LV'S | TEHET | oS1T8 | pOU'SL | slb'TTL | 9F'9E | o6V'SS | apubTTIS | oLI'IS oLT8Y | TEOS | (00°LS | 0L'99 'gav
FOELE | FOEST FO6C | FbE | F00TS F066 FhLy FO00E | FrS9 Fr6S FOLOT FT9¢ FH8S | FOTLT | FO8Y | FOES Suql
1
q ® p q ® q ?
qu6V'879 ol | pESE | LS| 9L09T | 49906 | pETOL | ooSP'T8S | LOBIL | 6V'¥ST | PP OLY | OL'OTI | LI'EVL | 99T €0V | SLO'T9 'V
FOSLY | FO8EL F8PE | FHE | FO¥9S F8LS FCLS F099C | F088 F898 FOEBI F8PS FO6Y | FOTYT | FHIS | FFSS Sugy
0
E) q qe
259069 | qL1'9ET | oqlL'TE | ¥6'8 | EESOL | q9S'9S | +pEL'OT | wBE'BLT | o61°TH | 9069 | spoalt'91S | qIFEL | 061 | 6'1TH qC0ET | 208'CT 'g4v
F08pS | FO8EI FI8E | F6E | FOS9Y F0SS FPES F059¢ FrEL 89 F060T Fr19 F9£9 | F099C FI1¢6 885 Sug
14
9 qe 12 2 9 q q
@OV'8TS | oql'THT | 5qIL'SE | 9S8 | 9F'6SS | 6EOFS | (TOTEL | @L8OEY | oSI'TS | €T19 | pouEOOTE | €8'SOL | 5q69°6Y OVLL | 9S°TIT | 5l 1'18 gy
F0S8F | FI8EI FSRE | FOE | FOVOY FrE6 Frbs FOVIE | FTLY | FOSS FOIPT | FOE9 FCSS | FILT | FTER | Fr6S Sugg
[4
qe q8 qe q
61°0V01 | -€€96 | q08TT | 401 | 80°0T9 | S6SIT | 2q60°ST | 2468979 | SS'E6L | T80 | P8TBT | qI¥'6S | 69PL | 8'9TL | oSP'OT PPl | [onuoy
F086% FIL8 FYCP | FOP | FOLLY FIEL 29 F096T | Fr68 FO0L FOOLT | FOL9 FH09 | F8IT | TFO6F | TFOI9 | -JUSA[OS
e ] 9 ' V u
wLV'OIS | 2T0S8 | (LI'LY | LS| THEGE | qLP'BE | (T8'0E | GEF'E08 | oLI'96 | 08'8ST | aOL'09T | (OV'IL | oIT'IT| 8T8 S8SYS | wSEEY | Eluedey
F099% F988 FITY | F6¥ | FI9ES FrSt F0S9 FO1Z€ FOP9 |  FTLY F06ST |  FrS9 FOTL | FOST FpIs | F9L9 | -dunpQ
2 13 B ' e M
eEF°09% | OL'9IT | 6198 | LV'S | SLYIT| 968 | PL9E | $9°9TEL | £8'1% | SO'IST 8SEEY | 0E9S | H£TT19 | 88ST | OTHE | LT'SY
F089S F868 F9SS | Fo¥ | FIIS F908 FOSL FOOIy | F0¥9 FOIL FOPLT |  F8IL FOOL | FIET | FTEY | FOCL | Jonmuoy
uoz uoz uoz | uoz uoz u uoz uoz uoz uoz uoz uoz uoz uoz
dig ‘uel], ‘odd | ‘zoyg dig | o'ueip ‘1044 | voz “dig ‘uel], ‘[oid | wuoz ‘dig ‘uel], ‘1014 diq ‘uel], ‘101
(55%% G5s7) G50 s TS
ups [z up3 ‘61 und L] und ‘g1 und €1 g=u
RIFTAANQA VONTNM Tefdnip

() Bepy$1Us3 WuLIe[uoZ 210Ny Dyepuisexe[d SwnAnqg [elqr SpULIR[WAUQP IPjE] WIURSN[NY 01 °p 0lqeL,




Ol

107 yyonuadif :uoz ‘dif ‘U0z [SUOASIZUEI], :UOZ "UBL], ‘UOZ JIJRIJI[01] UOZ [0I] ‘UOZ AISZIY :UOZ 'Z3Y
(S0°0<d) PZISWAUQ JB[{1E) DEPUISEIE 13I0FOp US[IPS SPEy A[ID[LY 1UAE :(50°0>d) UM I[WAUQ IB[3Iey [EPUISEIE B[1op US[IPS 3By 18y {16} BpunIns 1KY .,

*

*

*

*

*

*

'gdv 3u 0z
205°081799°6€T1 LLTS1F99°91¢ F0' TFE8°6S 2SCFI9°HT01 J0EF0SY s9L 0F0F 'gIvBugL]
oCC 1EF0L6 91'STFEE ETS wlF19 o0’ vF99'LY8 2$FS0S SUTFY g4V Sug|
2SS 0EFEE'ETO SSIFSES 3¢S IFEEE9 2C6'LIFEE 608 pES°LTFI918S 80 CFLY 'gdv 3u 0]
pE1'0€F99'9C8 pL1'STFEE'98S J1F0L V9 6FV8L ,09'€F979 pCS'IFIS 'gdv Sug'L
pES'LTFIYISL | pL091F99°919 SCFSL pl I'SEFEEESL 50TF0T9 2l FOS 'gdv Sug
V0 PFEE 669 2P 9FEE LYY plFOL 218'0T¥99'9L9 46T 789 SCFSS g4V 3ug'g
pOC EEFI9' 119 45FS69 ,1§°7F99°'78 LTSIFEE €09 €9LFI9TIL 2§ 1798 [0QUON-JUSA[OS
LTFE6S | 0P 01F99TIL qCS'1799°98 3,£0°SFI9 VLS oLTS1F9991L q1F09 ueede-drurjaq
;85°TIF99°186 S THFI9ILL 5CS 1799°16 §CL'8TFECEVS 05 6£799°T9L 0 PFEE I [03uo
uoz uoz uoz uoz
‘uelay, ‘o4 uoz "zay ‘uelxy, ‘Toud uoz "Zay

(ss7%) (5s7%)
BYEY'T BYRY'[ €=U
WA TAENQA ISVANOS VION TN Tednip

() tapyi§uas ururre[uoz a1ony ryepursexe[d swning [eIqr SpIS[WUQP

1SeIUOS B3NN “[I'p OIqEL




Il

1I9[1932(] AM[eMOIA epuLie[dnin) Aoua(] 94 [01UOY [ YYBID

Bug/L

Bu G|

usabaq ajleHo epulie|dnis Asus( 9A [0JJUOY
Bu o) Bug, Bu g Bugz Hol3 Z10uoy | |jonuoy

o

T

Jw @i@

r0c

roe

4

-0S

09

=0L

(%) @WlepolN

AATIAVED 1




(AR

Lequie(] DOPULIS[IAY SwWSIPD
NIUOALIqUIF USUS[I[A 21Q0) BUISE[eNS UOJIUEH-108Inquiey utisjwnj() YruoAuquiy ueueideg eputrejdniny L3Ua( oA [01UOY (7' YYID

ladv Si
184V 6'LL




€1l

LIRS AIOAID 2A OALIqUIF JNIL[QY BWE[EM() 2100 21o[uns) epuLiejdnin A3us(] 9A [01UOY €' YYBID

lgdvbu  1g4vbu  Lg4vbu  1g4vbu  1g4vbu LgdvBu  jojuoy  uepjedey
(074 G'ZL Gl ol G/ 1a4vbu g G'C Jusajos  -diuiep  joAUOY
: -0
| I ! i - o1
,(, i
, _ 0z
eyey zO :
eyey 'LOd (0]
unb'Lzm@
unb 610
unb -1 @ ov
unb gL
unb gL @ 0S
unb 110 H ._
unb ‘60
unb “L B | | 09
unb s
i 0.
= 08

- 06

(6) 1BiBY AAID A oAuquiz Jiejey




144!

LIR[YN[UNZ() BIQL] BUIER[EL() 2IQD) 21[uny) epulrednid £ud( oA [0NUOY ' YJBID

eyey ZMl
eyey L0
unb 'Lzm
unb 6,0
unb 1@
unb ‘gL 0O
unb gL
unb L0

unb ‘60

1g4vBu  1g4vbu  1g4vbu  Lg4vBu  1g4vbu La4ybu  jonuoy  uejijedey

0c G'/L Sl ol G', lgdvbug sz jusajos  -diujep  |ojuOY

=1 ==
5 4

r GC

oe

ge

ov

°i4

- 08

(ww) nBnjunzn eiqiL




Sll1

LIPSV BIQLL BWE[EMQ 2190 a19[uny) eputiejdniny £3ua(] 2A [0NUOY 1§ ¥ qYBID

Lg4vbu  1g4vbu  1g4vbu  1gdvbu  Lgd4vbu Lg4vbu  jojuoy  uejyedey
(074 G'/L Sl ol G/ lgdavbug  g'z Jusajos  -diullep  |oJjuoy
1 1 1 O
T TIE TR 0T
: - 10
, o)
eyey 'zO i €0
eyey L@ » -
unb 'LzO i
un6 ‘61 , &5
uné 2100 ._ |
unb L0 f | o0
unb gL
unb Lo ._ 70
8'0
L
80
Ly

(6) 1B1BY eqiL




12. 0ZGECMIS

1975 yilinda Erzincan’ da dogdu. ik, orta ve lise egitimini tamamladiktan sonra
1992 yilinda kazandig: Selguk Universitesi Veteriner Fakiiltesi’nden 1997 yilinda mezun
oldu. 1997 yilinda Afyon Kocatepe Universitesi Veteriner Fakiiltesinin Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dal’na Arastirma Gorevlisi olarak atandi. Halen bu gorevini

siirdiirmektedir. Evlidir.
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13. TESEKKUR

Bu ¢alismanin gergeklestirilmesinde yakm ilgi, destek ve yardimlarmi gérdiigiim
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali elemanlarina, bu ¢alismada kullamlan aflatoksin
B,’in temin edilmesinde emegi gegen Dog Dr. Halis OGUZ’ a, istatistiksel hesaplamalarin
yapilmasmda degerli bilgilerinden faydalandigim Prof. Dr. Mehmet Emin TEKIN e

tesekkiir ederim.
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