T.C.
SELCUK UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

HISTOLOJI ve EMBRIYOLOJI (VET) ANABILIM DALI

YUMURTAYA VERILEN AFLATOKSIN B, (AFB, y’IN
TAVUKLARIN LENFOID ORGANLARININ EMBRIYONAL GELISIMI
UZERINDEKI ETKILERININ ENZIM HISTOKIMYASAL YONTEMLERLE

ARASTIRILMASI

DOKTORA TEZI
EMRAH SUR

DANISMAN

i UL
. YOKSEKOCRETIM KO
T&Ww@ﬂ

PROF. DR. ILHAMI CELIK

KONYA-2001



T.C.
SELCUK UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
HISTOLOJI ve EMBRIYOLOJI (VET) ANABILIM DALI
SUAF PROJE NO: 97-101

YUMURTAYA VERILEN AFLATOKSIN B, (AFB, )’'IN
TAVUKLARIN LENFOID ORGANLARININ EMBRIYONAL GELISIMI
UZERINDEKI ETKILERININ ENZIiM HISTOKIMYASAL YONTEMLERLE

ARASTIRILMASI

DOKTORA TEZI

EMRAH SUR

DANISMAN

PROF. DR. ILHAMI CELIK

KONYA-2001



T.C.
SELCUK UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
HISTOLOJI ve EMBRIYOLOJ (VET) ANABILIM DALI

YUMURTAYA VERILEN AFLATOKSIN B, (AFB, )’IN
TAVUKLARIN LENFOID ORGANLARININ EMBRIYONAL GELISIMI
UZERINDEKI ETKILERININ ENZIM HiSTOKIMYASAL YONTEMLERLE

ARASTIRILMASI

DOKTORA TEZI

EMRAH SUR

Bu tez agagida isimleri yazilt tez jiirisi tarafindan 04.05.2001 tarihinde s6zli olarak yapilan

tez savunma smavinda oybirligi ile kabul edilmistir.

(S.B.E. YOn. Kur. Karar tarih ve NO: ....ccccovveerieiieiestcreenrerieecseeteseseeresie e eseneens )

»

Danisman
Uye
Uye

Uye




ACP-az:

A¥FBq:
ALP:
ALT:
ANAE:
AST:
BG-az:
GC:
GDH:
GGT:
ICD:
MGP:
NakF:
PAS:

SDH:

i

KISALTMALAR

Asit fosfataz

Aflatoksin

Aflatoksin By

Alkalen fosfataz

Alanin amino transferaz
Alfa naftil asetat esteraz
Aspartat amino transferaz
Beta glukuronidaz
Germinal merkez
Glutamik dehidrojenaz
GGama glutamil transferaz
Isositrik dehidrojenaz
Methyl-Green Pyronin
Sodyum florid

Periodic Acid Schiff

Sorbitol dehidrojenaz



2122

2123,

2124

214

2.1.5.

2.1.6.

2.1.7.

2.2

221

222

2.3.

231

232

24.

2.4.1.

242

.s
1]

ICINDEKILER

GIRIS 1-2
LiTERATUR BILGi 3.28
ASTALOKSINIET Lottt bt 3
Aflatoksinlerin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri ... 4
Aflatoksinlerin toksikokinetik 6zelliKleri ...........c....oooviveiiiiii e 5
EMILIMI oo e 5
Dagilim 5
BiyotransfOrmasyOnul ... S
VICUHEAN AT ..o et e 7
Aflatoksinlerin etki mekanizmalart ... 7
Yemlerde ve hayvansal trinlerde aflatoksinler ... 8
Hayvanlarda aflatokSIKOZIS ... 12
Aflatoksinlerin immiinotoksik etkileri ..., 16
Aflatoksinlerin embriyotoksik etkilert ... 18
Kanathlarda Timusun Histolojik Yapisi ve Embriyonal Gelisimi........................ 20
Timusun histolofik YaPIST ... 20
Timusun embriyonal geli$imi ... 21
Bursa Fabricii’nin Histolojik Yapisi ve Embriyonal Gelisimi ... 21
Bursa Fabricii’nin histolojik yapist ... 21
Bursa Fabricii’nin embriyonal gelisimi ... 22
Dalagin Histolojik Yapisi ve Embriyonal Gelisimi ..............coooocooiiiiiiiiiie 23
Dalagm histolofiK YaPIST ...t 23

Dalagin embriyonal gelisimi ... 24



iii

25. ASIEFOSTALAZ ..o 24
2.6. Beta-Glukuronidaz ............ccoooooiiiiiii e 25
2.1 Alfa-Naftil Asetat ESTEIaz ............oocoveeiiiiiiiiiieie et 26
3. MATERYAL ve METOT 29-34
3.1 IMIATETYAL ..ot e ettt 29
3.1.1. Yumurtamateryali ..., 29
3120 AfatokSIN B oot 29
3.2 1\ (o OO U ST USRS P UPPPRUUPPRPPRN 29
3.2.1.  Aflatoksin B soliisyonlarinin hazirlanmast ... 29

3.2.2.  Deney gruplarmn olusturulmasi ve AFB; soliisyonlarinin yumurtalara verilmesi... 30

3.2.3.  Yumurtalarin agilmasi ve doku 6meklerinin alinmast ... 31
324  Alfa-naftil asetat esteraz (ANAE) demonstrasyonu ..., 32
325  Asit fosfataz (ACP-az) demonstrasyonu ..o 32
3.2.6. Beta-glukuronidaz (BG-az) demonstrasyonu ... 33
3.2.7.  Istatistiki @n@HZIET ...............cooiiiiitice oo 34
4, BULGULAR 35-50
4.1. Embriyonik Oliim Oranlan ve Makroskopik Bulgular ...........cooocoovovvoiic 35
42 Kontrol ve Deney Gruplarinda Timusun Embriyonal Gelisimi ........................... 36
421, Kulugkanin yedinei GUNG ..o 36
422 Kulugkanmn onuncu QUNG ...............cocoiiiiiiiii e, 36
423, Kulugkanm onikinet SUNU .......coocoiiiiiiiiii e 36
424, Kulugkanin onliglneii UN0 ...t 37
425 Kulugkanim onbesinei SUNI .........ccoooviviiiii it 38
T.C. YOKSEKOCRETIM KURULY

DOKUMANTASYON



iv

42.6. Kulugkamn onsekizinci glnt ............ccooooioiivinii v 39
427  Kulugkadan gikigin ik GUnU ................ccoooiiiiii e 40
4.2.8.  Kulugkadan ¢ikis1 takip eden doérdincii hafta ... 40
43, Kontrol ve Deney Gruplarinda Bursa Fabricii’nin Embriyonal Geligimi .............. 41
43,1, Kulugkanin yedinci SUNl ...........coooiiiiiiieci e 41
432  Kulugkanin onuncu SUN ...............ocooiiiiii e 41
4.3.3. Kulugkanim onikinet GUNI ............oocooiiiriiiii e 42
434  Kulugkanm onO¢inel giinti ... 42
435 Kulugkanin onbe§inet UG ... 43
43.6.  Kulugkanm onsekizinei gUnd ... ... 44
4.3.7.  Kulugkadan gikisim i1k gUNnU ... 45
43.8. Kulugkadan gikisi takip eden dérdiincii hafta ... 46
4.4 Kontrol ve Deney Gruplarinda Dalagin Embriyonal Geligimi ............................ 47
4.4.1.  Kulugkanin onikinei glnil ... 47
442  Kulugkamn onliglnel GUNG ... 47
4.43.  Kulugkanin onbesginci gUnil ... 48
4.4.4.  Kulugkammn onseKizinCi GUNU ..ot 48
4.4.5.  Kulugkadan gikisin ilk giinli ... 49
4.4.6. Kulugkadan ¢ikisi takip eden dordiincii hafta ... 49
5. TARTISMA ve SONUC . . 51-64
6. OZET 65-67

7. SUMMARY 68-69




10.

11,

13.

KAYNAKLAR

SEKILLER

TABLOLAR

GRAFIKLER

OZGECMIS

TESEKKUR......

70-85

86-134

135-137

138-140



Grafik 4.1:

Grafik 4.2:

Grafik 4.3;

Tablo 2.1:

Tablo 2.2:

Tablo 4.1:

Tabhlo 4.2:

Tablo 4.3:

vi
TABLO ve GRAFIK LISTESI
Kontrol ve Deney gruplarinin infertilite hari¢ mortalite degerleri ................. 138
Kontrol ve Deney gruplarinda saptanan embriyonik oliimlerin Hamburger-
Hamilton skalasina goére belirlenen embriyonik gelisme evrelerindeki
dagImMIATT ..o 139
Kontrol ve Deney gruplarinda embriyonal gelismenin farkli donemlerinde
tespit edilen perifer kan ACP-az pozitif lenfosit oranlart ........................... 140

Cesitli arastinicilarin hayvansal doku ve gidalarda tespit ettikleri aflatoksin = 11

AEGETIETT ..o,
Farklt hayvan tiirlerinde AFB;’in ODso degerleri ..........o.ocooooioeiiiieen, 13
Kontrol ve Deney gruplarmin mortalite degerleri ............................. e 135

Kontrol ve Deney gruplarinin embriyonal gelismenin farkli dénemlerine ait 136
olan perifer kan ACP-az pozitif lenfosit oranlary ...
Kulugkadan ¢ikisin ilk giinii ve takip eden dordiincii hafta sonunda perifer
kandaki lenfosit oranlar ile bu hiicrelerde tespit edilen ANAE pozitivite

O AN AT oo et 137



1. GIRIS

Tavuk yemlerinin uygun olmayan kosullarda depolanmasinin ortaya gikardigi en
onemli sorunlardan biri, bu yemlerde tireyen kuflerin irettikleri toksik metabolitlerdir.
Ozellikle Aspergillus cinsi kiiflerin irettikleri toksik metabolitlerden, sahada en sik izole
edilen ve en zararh olam aflatoksin B; (AFB,;)’dir. Yemlerde bulunan bu ve diger
mikotoksinler yumurta verimini dusiirdikleri gibi yumurtaya da gegebildikleri igin insan
saghgr agisindan da onemli bir tehlike olarak kargimiza ¢ikmaktadirlar. Bununla birlikte,
s6z konusu yumurtalarin kulugka randimaninda diisiisler meydana gelmekte ve ayrica bu
yumurtalardan ¢ikan civeivlerin bagigiklik sistemlerinde meydana gelen yetmezlikler,
ileride bu civcivlerden beklenen verimi de énemli oranda diisirmektedir. Zira yumurtaya
gecen AFB,, normal embriyonal geligimi olumsuz yonde etkilemekte, ozellikle timus,
dalak ve bursa Fabricii gibi bagigiklik sistemi organlarinin embriyonal gelisiminde
meydana gelen aksamalar ise daha sonraki donemlerde bagisiklik sisteminde fonksiyonel
yetmezlik olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Béyle hayvanlar gevresel etkenlere karsi gok
daha duyarh olmakta, ayrica yapilan koruyucu agilamalara ragmen, yeterli ve etkili
bagigiklik yamiti olusturamamaktadirlar. Bu durumda asilama programlarina diizenli olarak
uyulmus olsa bile hayvanlarda yeterli bir korunma saglanamadig: icin istenilen verim

duizeyine ulasmak miimkiin olamamaktadir.

Memelilerde oldugu gibi kanathilarda da timus, T-lenfositlerinin gelisip
olgunlastify bir primer lenfoid organdir. Bununla birlikte kanathlarda kloaka’nin
dorsalinde yer alan bursa Fabricii de diger primer lenfoid organ olarak gorev yapmakta ve
B-lenfositlerinin gelisiminde rol almaktadir. Embriyonal dénemin erken evrelerinde 3.-4.
yutak kavisi endoderminden kéken alan timus taslagi ve bagirsak endoderminden kéken
alan bursa Fabricii taslag: igerisine gog eden iri bazofilik koken hiicrelerin dnemli bir kismi
onciil lenfositlerdir. Bu hiicreler cogalip olgunlasarak T- ve B-lenfositlerine 6zgii yiizey
reseptorleri yamnda, ozellikle T-lenfositler fonksiyonel agidan gerekli olan bir takim
enzimleri de kazamrlar. Embriyonal gelisimin farkli dénemlerinde belirli bir sira ile
kazamlan bu enzimlerin kazamlma sirasi ve bunlara sahip olan lenfosit oranlarimin
belirlenmesi, bagisikhk sisteminin embriyonal gelisimi, fonksiyonlann ve canhnin
bagigiklik sistemi hakkinda énemli ip uglart vermektedir. Timus ve bursa Fabricii, canlinin
cinsel olgunluga erismesiyle birlikte involiisyona ugrayarak ortadan kalkmaktadirlar,

Dalak ise, geligip olgunlasan T- ve B-lenfositlerinin kan yoluyla gelip yerlestikleri, primer



lenfoid organlar ortadan kalktiktan sonra da siirekli olarak boliniip ¢ogaldiklar1 sekonder

bir lenfoid organdir.

T-lenfosit olgunlagmas: sirasinda kazamlan enzimlerden biri olan alfa-naftil asetat
esteraz (ANAE), insan, kopek, sigir ve farelerde oldugu gibi tavuklarda da T-lenfositleri
icin spesifik bir enzim oldugundan, 11k mikroskopik seviyede, gerek kan frotilerinde ve
gerekse de doku kesitlerinde T- ve B-lenfositlerinin aymminda yaygmn olarak
kullanilmaktadir. Asit fosfataz (ACP-az) ve beta-glukuronidaz (BG-az) ise insanlarda T-
lenfositleri i¢in spesifik iken, tavuklarda da embriyonal dénemin farkli asamalarinda belirli
bir sira ile kazamlmakta ve kulugka sonrasi donemlerde farkhi kan hiicrelerinde de

bulunabilmektedirler.

Bu enzimlerin embriyonal dénemin hangi evresinde kazamldiklar1 ve kulugkadan
cikigt takip eden erken donemlerde, perifer kandaki bu enzimler i¢in pozitif' reaksiyon
veren lenfosit oranlar ile bu hiicrelerin adi gegen lenfoid organlardaki lokalizasyonlarinin
bilinmesi olduk¢a énemlidir. Zira lenfoid organlarin embriyonal gelisimini olumsuz yonde
etkileyecek olan faktorler, bu enzimlerin ortaya ¢ikiginda da aksamalara neden olacaktir.
Bu durum goz oniine alindiginda, lenfositlerin enzimatik pozitivite oranlar ile lenfoid
dokulardaki lokalizasyonlarinin bilinmesi, toksik maddelerin gerek embriyonal donemde
ve gerekse kulugkadan g¢ikisi takip eden dénemlerde neden olacaklari zararl etkilerinin,
olas1 etkime mekanizmalan ile sonuglarimin ortaya konabilmesinde 6nemli yararlar
saglayabilecektir. AFB; toksini de daha 6nce bahsedildigi gibi yumurtaya gecerek
embriyonun gelisimini olumsuz yénde etkileyen ve saha sartlarinda da sik¢a kargilasilan
onemli bir problemdir. Bu toksinin, lenfoid organlarin embriyonal gelisimi iizerine olan
etkisinin enzim histokimyasal metotlarla belirlenmesi, yemlerle alindiginda yumurtaya da
gegen toksinin, bdyle yumurtalardan ¢ikan civcivlerin bagigikhik sistemi organlarinin
fonksiyonlarinda meydana getirebilecegi zararli etkiler hakkinda énemli bulgular elde

edilmesini saglayacaktir.



2. LITERATUR BILGI
2.1. Aflatoksinler

Aflatoksinler ilk olarak 1960 yilinda Ingiltere’de 100.000 hindinin éliimiine yol
agan ve “Turkey X Disease (Hindi Hastalig1)” olarak isimlendirilen bir toksikozis olay ile
giindeme gelmiglerdir. Bu olaydan kisa bir siire sonra benzeri olimlere 6rdek palazlari ve
suliinlerde de rastlanmig ve toksikasyona neden olan etken olarak, hayvanlarin yemlerinde
yaygm olarak kullamlan Brezilya yer fistifindan siiphe edilmigtir. Daha sonra,
rasyonlarinda yine bu yem maddesi kullanilan sigir, koyun, domuz ve piliglerde de
hastaligin bas gostermesi sonucu yapilan toksikolojik analizler sonrasinda toksinin yer
fistigindan koken aldigi tespit edilmistir. Yapilan daha detayli ¢aligmalar sonucunda ise
toksik madde izole edilmis ve kaynagmin Aspergillus flavus mantar1 oldugu ortaya
¢tkarilmigtir. S6z konusu toksin 1962°de “aflatoksin™ olarak isimlendirilmigtir (Sharby
1978, Istanbulluoglu ve Arda 1979, Cetin 1990, Leeson 1995). Dogada, yem maddelerinde
treyen kuflerin en yaygin ve dnemlisi olan Aspergillus tiirlerinin rettigi aflatoksinlerin
cok biuyiik bir oram (%75-83) AFB;’dir ve bu nedenle aflatoksikozlardan da biiyiik oranda
bu aflatoksin tirt sorumludur (Oguz 1997, Oguz ve ark 2000b).

Aflatoksinler, Aspergillus cinsi iginde yer alan ve ozellikle A. flavus ve A.
parasiticus turti mantarlar (kifler) tarafindan tretilen heterosiklik bir metabolit grubudur.
Aflatoksin kelimesi, Aspergillus flavus’un “A-" ve “-fla” hecelerinin birlestirilmesiyle
olusturulmustur. Onsekiz ayn aflatoksin tirii bulunmasmna karsin, yem ve yem
hammaddelerinde en fazla tespit edilen tiirleri aflatoksin By, Bz, Gi ve Gp’dir (Leeson
1995). Bu simflama aflatoksinlerin ultraviolet ;181 ile aydinlatildiklarinda verdikleri
spesifik floresans ozelliklerine gore yapilmistir. Buna gore mavi floresans verenler (Blue)
“B”, yesil floresans verenler ise (Green) “G” harfi ile simgelendirilmislerdir (Ellis ve ark
1991).

Bu 4 ana aflatoksin tiri disinda, aflatoksinli yemlerle beslenen hayvanlarin
sttlerinde tespit edilen ve “siit toksini-Milk toxin” olarak da isimlendirilen M; ve M,
tiirleri de bulunmaktadir (§anli 1995). Bununla birlikte A. flavus’un kiltir ortamlarindan,
aflatoksin G; ve Gz’nin hidroksi tiirevleri olan aﬂaf;oksin GM; ve GM,; ile dihidroksi

aflatoksin GM3, metabolitleri de izole edilmistir. Benzer sekilde, aym1 mantarin kultiir
ortaminda aflatoksin B, ve G nin hidroksi tiirevleri olan ve nispeten daha az toksik olan
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aflatoksin Bz, ve G, alt fraksiyonlarmin da bulundugu bildirilmektedir (Kaya 1998).
Ayrica aflatoksinlerin en yiiksek toksisiteye sahip tiiri olan aflatoksin B; (AFB;)’in
metabolizma iiriinleri olan aflatoksikol (R,), aflatoksin P; ve aflatoksin Q; de 6nemli

metabolitlerdir (Hatch 1988).

2.1.1. Aflatoksinlerin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

Aflatoksinler difurokumarolakton’lardandir. Molekiiler yapilarinin omurgasini B ve
M tiirlerinde bifuran halkasi, G tiirlerinde ise lakton halkasi olusturmaktadir. Pratik olarak
suda ¢oziinmeyen aflatoksinler degisik oranlarda etanol, aseton, isopropanol, hekzan-
etanol, hekzan-metanol ve hekzan-aseton-su gibi organik ¢oziiciilerde ¢ozindirilebilirler
(Hatch 1988, Leeson 1995, Sanh 1995). Yiksek sicakliklara oldukga dayanikli olan bu
bilegiklerin  ozellikle siitle atilan tiirevlerinin  pastorizasyon isleminden bile
etkilenmedikleri ve yapilarinda ¢ok fazla bir degisiklik olmadigi bildirilmektedir (Kaya
1998).

Kufler klorofil igermediklerinden, kendileri i¢in gerekli olan lipid, karbonhidrat
ve proteinleri sentezleyemezier ve bu nedenle de saprofit ya da parazit olarak yasamak
zorundadirlar (Cavalheiro 1981). Ancak her kiifiin ¢ogalabilmesi igin belirli ortam
kosullarinin ~ saglanmasi  gereklidir. Aspergillus  turlerinin  de gelisip aflatoksin
iiretebilmelerinde belirli gevresel kosullarin optimum diizeyde olmasi gereklidir. Bu
kosullar, depolanan yem maddesinin ve ¢evrenin nisbi nem oram, depolama sicakhgi,
ortam havasinin oksijen oram, depolama zamam ve depolanan yemin niteligidir. Yem
maddesinin nem oraninin %12-14 (Reddy 1992), ortamin nisbi nem oraninin %80-85
(Leeson 1995), depolama sicakhimn 24-25 °C (Hatch 1988), ortam havasimn oksijen
oraninin %20-90 arasinda olmasi ve su aktivitesinin 0,95-0,99 aw. diizeylerinde olmas:
(Ellis ve ark 1991) durumunda 3-4 giin gibi kisa bir siirede kiiflenme gergeklesir. Bununla
birlikte pH’nin 4-5 arasinda olmas1 (Ellis ve ark 1991) ve ozellikle taneli yem
maddelerinin kirilmig olmasi da (Reddy 1992) kiiflenmeyi hizlandirmaktadir. Bu faktérler
dikkate alindiginda, yemlerin aflatoksinlerle kontaminasyonu agisindan en riskli cografi
bolgelerin, tropikal iklim sartlarmin hitkim sirdiigo 1hhman ve nemli bolgeler oldugu
gorilmektedir (Glavitis ve Salyi 1998). Ulkemizde de ozellikle Akdeniz, Marmara ve

Karadeniz bolgelerinde bu kosullar saglanabilmektedir.



2.1.2. Aflatoksinlerin toksikokinetik 6zellikleri
Vicuda giren tiim yabanci molekiiller gibi aflatoksinlerin metabolizmasinda da

emilim, dagilim, biyotransformasyon ve viicuttan atilim agamalari bulunmaktadir.

2.1.2.1. Emilimi: Absorbsiyon, yabanci maddelerin deri ve mukozal membranlar yoluyla
kan dolagimima gegmesidir. Viicutta bulunan absorbsiyon bolgeleri gastro-intestinal kanal,
akcigerler ve deridir. Kimyasal maddelerin viicut membranlarindan gecis orani, onlarin
yagda eriyebilirlikleri ile bagintilidir. Aflatoksinler, yagda iyi ¢oOziinen bilegikler
olduklarindan, genellikle gastro-intestinal kanaldan kolaylikla emilerek kan dolagimina

gecerler (Leeson 1995).

2.1.2.2. Daghm: Aflatoksinler, bilyilk oranda yumusak dokularla yag dokularinda
birikirler. Ancak asil birikim yerleri, toksinin biyotransformasyonunun gercgeklestigi

karaciger ve bobrek gibi organlardir (Leeson 1995).

Aflatoksin By’in farmakokineti3i tzerinde yapilan caligmalar, gastro-intestinal
kanaldan emilen toksinin, lipoproteinlerden ziyade digilk molekiler agirhkli plazma
proteinlerine baglanarak portal dolagima gectigini ve bu sekilde hepatositlere tasindigini
gostermigtir  (Wilson ve ark 1985, Busbee ve ark 1990). Ayrica AFBy’in
konsantrasyonunun lenf sivisinda ¢ok vyavas bir seyirle ve uzun siirede artarken;
plazmadaki maksimum konsantrasyonuna daha mzh ulagti@i ve bu yiiksek seviyesini de

uzun siire korudugu ileri siriilmektedir (Wilson ve ark 1985).

2.1.2.3. Biyotransformasyonu: Aflatoksinlerin biyotransformasyonu Faz-1 ve Faz-II
reaksiyonlar olmak iizere iki asamada gerceklesir. Faz-1 reaksiyonlan hidroksilasyon, O-
demetilasyon, epoksidasyon ve rediiksiyon olaylarini igerir. Bu olaylardan hidroksilasyon,
O-demetilasyon ve epoksidasyondan sorumlu olan enzim, agraniler endoplazmik
retikulumda yer alan sitokrom p-450 enzimi iken; rediiksiyon olaylarindan ise sitosolik

reduktazlar sorumludurlar (Leeson 1995).

Faz-1 reaksiyonlan sonrasinda AFB,’den, AFM;, AFQ;, AFP, ve aflatoksikol (Ro)
gibi suda ¢oziinen metabolitler meydana gelir. Bunlardan AFM; ve AFQ, hidroksilasyon
sonucu, Ozellikle maymun idrarinda tespit edilen AFP; ise O-demetilasyon olaylarinin

sonrasinda meydana gelirlerken;, R, olarak da bilinen aflatoksikol ise rediiksiyon olayi
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sonucunda sekillenir. R,, mikrozomal dehidrojenazlar tarafindan tekrar AFB;’e re-okside
olabildigi i¢in AFBy’in  “depo” formu olarak da bilinir. Epoksidasyon olaymnda ise
DNA’nin niikleofilik bolgelerine yiiksek oranda affinite gosteren ve karsinojenik etkiden

biiylik oranda sorumlu olan 8,9-epoksid tiirevi olusur (Leeson 1995).

Yapilan caligmalarla (Mayura ve ark 1998, Karenlampi 1987, Geissler ve
Faustman 1988, Neldon-Ortiz ve Qureshi 1992a) AFB;’in metabolizmasinda, karaciger
kokenli karma iglevli monooksijenaz enzim sistemlerinin (Mixed function monooxigenase,
MFOQ), sitokrom p-450 ve aril hidrokarbon hidroksilaz enzimlerinin rolleri ortaya

konulmustur.

Neldon-Ortiz ve Qureshi (1992a), MFO’lanin, AFB;’i daha toksik metabolitlerine
donigstirdigini bildirmiglerdir. Nitekim bu arastiricilar (Neldon-Ortiz ve Qureshi 1992a)
onceden MFQ ile muamele edilen AFB;’in, 4 haftalik piliglerin peritoneal makrofajlarimin
koyun eritrositlerini fagosite etme kapasitelerini ¢ok diisitk dozlarda bile 6nemli oranda

baskiladigim tespit etmislerdir.

Kérenlampi (1987) ise fare Hepa-1 ve rat hepatoma hiicre kilttrleri iizerinde
yaptig1t ¢alismada, aril hidrokarbon hidroksilaz ve sitokrom p-450 enzimlerinin AFB;’in
toksik etkisini artirdigint, bunun nedeninin de AFB;’in s¢z konusu enzimlerce daha toksik

metabolitlerine déniistiirilmesi oldugunu ortaya koymustur.

Iwaki ve ark (1990) ise, civciv embriyosu primer hepatosit ve fibroblast hiicre
kiilturlerinde yaptiklan bir galigmada, AFB,’in hepatositler {izerinde daha etkili oldugunu
gozlemigler, bunun nedeninin de hepatosit mikrozomlarinin fibroblast mikrozomlarina

nazaran 10-20 kat daha fazla sitokrom p-450 enzimi igermeleri oldugunu ileri sirmuslerdir.

AFB;’in  biyotransformasyonu, akcigerlerdeki Clara hiicrelerinde de
gerceklesmektedir. Ancak insan akcigerlerinde soz konusu hiicrelerin nispeten daha az
sayida olmasi ve bu hiicrelerde biyotransformasyon igin gerekli olan p-450 enziminin
aktivite yeri olan agraniiler endoplazmik retikulum organelinin az geligmis olmas: farkh
mekanizmalan akla getirmektedir. AFB;’in insan akcigerlerindeki biyoaktivasyonunda p-
450 enzimi ¢ok az bir rol dstlenmekte iken, ko-oksidasyon olayr daha onemli bir role

sahiptir. Ko-oksidatif biyoaktivasyonun insan akcigerlerindeki AFB; karsinojenitesi ile
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olan iliskisi, AFB; 8,9-epoksid’i etkisiz hale getiren glutation S-transferaz (GST)
enziminin blokaji ile ortaya konulmugtur. Akcigerlerdeki bu biyoaktivasyonun dizeyi
hiicre tipleri arasinda 6nemli farkliliklar gostermektedir. Bu olayda en 6nemli role ise

makrofajlar sahiptir (Donnelly ve ark 1996).

Aflatoksinlerin biyotransformasyonunda rol alan Faz-1T reaksiyonlarinda ise, Faz-
T reaksiyonlarinda gekillenen metabolitlerin viicuttan atilhimi kolaylagtinlir. Bu amagla Faz-
I reaksiyonlarinda gekillenen metabolitler, glukuronik asit, siilfat, amino asitler, glutathion,

metil ya da asetil gruplan gibi endojen maddelerle birlestirilirler (konjugasyon).

2.1.2.4.Vuciittan atihm

Metabolize olan aflatoksinlerin atilimi1 konusunda da gesitli gorisler mevcuttur.
Wilson ve ark (1985) koyunlarda yaptiklari bir c¢aliymada, AFB;’in idrardaki
konsantrasyonunun maksimum plazma konsantrasyonundan 70 kat daha fazla oldugunu
bildirmislerdir. Wong ve Hsieh (1980) ise maymunlar da idrarla atilimin, fare ve ratlar da
ise safra ile atlimin daha etkin oldugunu 6ne siirmektedirler. Aym zamanda disk: ile
atilimin yaninda sit ve yumurta ile de énemli oranda bir eliminasyon gergeklesmektedir

(Stubblefield ve ark 1983, Obioha ve ark 1986, Harvey ve ark 1991, Galtier 1998).

2.1.3. Aflateksinlerin etki mekanizmalan

Mikotoksinler ve dzellikle aflatoksinlerin genel etki mekanizmalan, DNA, RNA ve
protein sentezinin inhibisyonu seklindedir (Meneghini ve Schumacher 1977, Jeffery ve ark
1984). Aflatoksin tiirleri igerisinde en toksik tiir olarak bilinen AFB;’in toksisitesinden ise
kendisinin degil, sitokrom p-450 ve aril hidrokarbon hidroksilaz gibi bir takim enzimlerin
etkileri sonucu ortaya ¢tkan metabolitlerinin sorumiu oldugu bildirilmektedir (Karenlampi
1987, Iwaki ve ark 1990, Cavin ve ark 1998).

Molekiiler diizeyde yapilan ¢aligmalar, AFB; metabolitlerinin hiicre DNA’s1 ile
reaksiyona girerek mutasyona sebep oldugunu gostermektedir (Iwaki ve ark 1990,
Vidyasagar ve ark 1997, Gradelet ve ark 1998). Benasutti ve ark (1988), AFB; -8,9
epoksidin DNA’daki N’-guanin ile bir kompleks olusturdufunu ortaya koyarlarken;
Lyman ve ark (1988)’da hedef bazin guanin oldugunu, bununla birlikte ribozomlarin da
AFB,; tarafindan modifikasyona ugratildigim ileri surmislerdir. Civciv  kondrosit

kultirlerinde yapilan bir bagka c¢aliymada ise (Kichou ve Walser 1994) AFB;’in,
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proteoglikan sentezinden ¢ok DNA sentezini inhibe ettigi ve bunun da doza bagh oldugu
ortaya konulmustur. Harris ve ark (1998)’nin rat hepatosit kiltiirleri tizerinde yaptiklari
calismada, AFB,’in kortikosteroid baglayici globulin (CBG), sitokrom p-450 A4F;
(Cyp4F1), alfa-2-mikroglobulin, C4b-baglayici protein (C4BP), serum amiloid A; ve
glutathion S-transferaz Yb2 (GST)’nin sentezinden sorumlu olan m-RNA aktivitesinde
artiglar meydana getirdigini gozlemlemiglerdir. Fakat ozellikle GST miktanindaki artigin,
GST-m-RNA artigina paralel olmamasi, yiksek dozlarda uygulanan AFB;’in RNA-

polimeraz-IT enzimi iizerine olan toksik etkisini akla getirmektedir (Harris ve ark 1998).

AFBy’in kromozomlarda meydana getirdigi hasarlar, dogal olarak genetik
degisimlere (mutajenik etki) de neden olabilmektedir. Nitekim, Albertini ve ark (1988),
AFB;’in in vitro ortamda domuzlarn beyin tubulinlerinin organizasyonunu énemli olgiide
inhibe ettigini, bu durumun da AFB,’in neden oldugu anéploidinin bir sonucu oldugunu
ileri sirmiglerdir. Farelerde yapilan bir ¢aliymada ise (Kaplanski ve ark 1997), AFBy’in
plasenta yoluyla yavrulara gecebildigi ve minisatellit degisimine neden oldugu
gosterilmistir. Dietert ve ark (1985)’da AFB;’e maruz kalan kanath embriyolarinin kan
hiicrelerinin homolog kromozomlan arasindaki parga degisiminin kontrol grubuna nazaran

5 kat daha fazla oldugunu bildirmislerdir.

2.1.4. Yemierde ve hayvansal iirtinlerde aflatoksinler

Giinimiizde, hizla geligen kanath sektoriinde saglanan genetik ilerlemeler
sonucunda yitksek et ve yumurta verimine sahip olan irklarin gelistirilmesi miimkiin
olmustur. Bu yiiksek verim diizeylerine sahip olan hayvanlarin rasyonlarinin
hazirlanmasinda kiiflerin de fazla tiredigi, yiiksek yag ve protein oranlarina sahip olan yem
hammaddeleri kullamimaktadir. Aym zamanda yiiksek oranda yem tiiketimi de s6z konusu
oldugundan, diigik miktarlarda toksin igeren yemler bile 6nemli problemlere neden
olabilmektedir. Ayrica diigik dozlarda alinan aflatoksinlerin hayvanlarda istahsizlik,
halsizlik, zayiflama ve verim diisiikliigii gibi spesifik olmayan semptomlara neden olmast
da sorunun uzun siire gizli bir gekilde seyretmesine neden olabilmektedir (Ozpinar ve ark

1988, Glavitis ve Salyi 1998).

Hayvanlardaki aflatoksikozis 6nemli saglik problemlerine sebep olmasimin yam
sira buyiik ol¢tide verim kayiplarin1 da beraberinde getirmekte ve bu da énemli ekonomik

kayiplara neden olmaktadir (Hafez ve ark 1982). Ayrica hayvan yemlerinde bulunan
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aflatoksinler, belirli oranlarda insan gidasi olarak kullamilan hayvansal triinlere de
gecmekte ve halk sagligim da tehdit edebilmektedir. Zira aflatoksinler bilinen en 6nemli
hepatokarsinojenlerdendir (Eser ve ark 1978, Hamilton 1982).

FAO/WHO/Unicef komitesinin AZustos 1966 tarihli genelgesiyle besinlerdeki
aflatoksin diizeyi 30 pg/kg (0,03 ppm = 30 ppb) olarak belirlenmis (Giiray ve Vural 1968)
olmakla birlikte; Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (Food and Drug Administration, FDA) ise
bu simiri 20 ppb’ye diisiirmistiir. Ulkemizde ise 16 Kasim 1997 tarihli Resmi Gazete’de
yayimlanan teblie gore yumurtact tavuk yemleri icin miisaade edilen total aflatoksin tist
st 20 ppb, AFB; iist sinir1 ise 10 ppb olarak belirlenmistir (Tanim Orman ve Koy Isleri
Bakanlig: Tebligi 1997).

Ulkemizde iiretilen hayvan yemlerinin aflatoksin diizeylerinin belirlenmesine
yonelik olan ¢aliymalarda oldukga farkl sonuglar elde edilmektedir. Kaya (1982), 106 sit
inegi yemi ¢rneginin 21%inde (%19,6) 0,0125 ppm diizeyinde total AF tespit etmig iken;
Ozpmar ve ark (1988), Marmara bolgesindeki 15 yem fabrikasindan topladiklani 74 adet
kanatli karma yemi ve yem hammaddesi 6rneginin %44’tinde 0,2 ile 30,4 ppb arasinda
degisen AFB; diizeyleri tespit etmiglerdir. Caligmada tespit edilen en yiiksek AFB,; diizeyi
ise (30,4 ppb) ise bir yumurta tavugu yemi érnegine aittir. Elaz1g yoéresinden temin edilen
yem hammaddeleri ile karma yemler iizerinde yapilan bir bagka galigmada ise (Sahin ve
Sar1 1996) iretim-yedirme-depolama zinciri goz oniine alindiginda en biyik sorunun
depolama asamasinda ortaya c¢iktifi, bu asamada Ureyen mantar tiirleri arasinda ise

%65,62 ile Aspergillus tirlerinin birinci sirayr aldig belirlenmigtir.

Her ne kadar yemler ve yem hammaddelerinde yapilan ¢aligmalarda elde edilen
aflatoksin diizeyleri nispeten diigiik bulunmusg olsa da, kontaminasyonun yem iiretimi-
depolama ve yedirme zincirinin her noktasinda olabildigi ve bu durumun da uzun vadede
ciddi sorunlara neden olabilecegi vurgulanmaktadir (Sahin ve Sari 1996). Ayrica yemlerle
alinan aflatoksinler degisik oranlarda hayvansal Griinlere de gegebilmektedir. Bu oran
yumurta igin 1/2200 olarak bildirilirken (Hamilton 1982), Agagdelen ve Acet (1993) bir
hafta siiresince giinde 500 ug/giin/tavuk dozunda AFB; igeren yemle beslenen tavuklarin
yumurtalarinda, AFB;’li yem tiiketimi sona erdikten sonraki 3-7. giinler arasinda 0,013 —
0,177 ng/gr/yumurta miktarinda AFB, tespit ettiklerini bildirmektedirler. Tuncer (1987) ise
3 6rnekte 120 ng/yumurta miktarinda total AF tespit etmistir. Yapilan bir bagka ¢aligmada
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(Aldemir 1993) ise giinde 500 ug AFB, tiikketen tavuklarin karaciger, bobrek, kirmiz1 ve
beyaz kaslarinda uygulama sonras1 4. giine kadar olgiilebilir diizeyde (>0,01 ppb) AFB,
tespit edilmistir. Jacobson ve Wiseman (1974) ise 100 ve 400 ppb dﬁzeyiﬁde AFB; igeren
yemle besledikleri yumurtaci tavuklarin yumurtalarinda 0,2-0,3 ppb diizeyinde AFB, tespit
etmiglerdir. S6z konusu galigmada (Jacobson ve Wiseman 1974) 100 ppb AFB; igeren
yemle beslenen tavuklarin yumurtalarinda 10. giinde 9 ng/yumurta miktarinda AFB;’e
rastlamlmigtir. 18 adet yumurtact tavuk tizerinde yapilan bir bagka ¢alismada (Trucksess ve
ark 1983), 7 giin siire ile 8000 ppb diizeyinde AFB; igeren yemle beslenen tavuklarin gerek
yumurtalarinda ve gerekse de tiiketime sunulan yenilebilir dokularinda hem AFB, ve hem
de aflatoksikol (Ro) miktarlar1 belirlenmigtir. Ayn1 ¢alismada (Trucksess ve ark 1983), en
yitksek AFB; ve Ro diizeyleri karaciger ve yumurtada tespit edilmistir. Yumurtada tespit
edilen en yiiksek AFB; miktan (0,2 ng/yumurta) toksinli yem tiketiminin 4-5. giinlerinde
saptanmigtir. Sudhakar (1992) ise 600 ppb (ug/kg) diizeyinde AFB; igeren yemle beslenen
tavuklarin yumurtalarinda 5 ng/gr yumurta miktarinda AFB; tespit eftigini bildirirken,
Oliveira ve ark (2000) 500 ug/kg AFB; iceren yemle beslenen tavuklarin yumurtalarinin 6
ng/yumurta diizeyinde AFB,; igerdigini ileri sirmektedirler. Qureshi ve ark (1998) da 14
giin boyunca 10 ug/kg AFB, igeren yemle besledikleri broyler anaglarin yumurtalarinda 7.
giin sonunda 0,15-0,48 ng/yumurta miktarinda AFB;_ 0,22-0,51 ng/yumurta miktarinda da

aflatoksikol belirlemislerdir.

Yukaridaki ¢alisma sonuglart dikkate alinarak yapilacak olan bir hesaplama yemle
alinan aflatoksinin ortalama olarak 1/2000 — 1/2500 oraminda yumurtaya gegctigini
gostermektedir (Hamilton 1982, Celik ve ark 2000a). Ulkemiz i¢in karma yemlerde
bulunmasina izin verilen aflatoksin diizeyinin 20 ppb oldugu dikkate ahindiginda, giinde
130 gr yem titketen ve giin agmt yumurtlayan bir yumurtact tavugun yumurtasina
gecgebilecek total aflatoksin miktarimin yaklagik olarak 2,6 ng oldugu hesaplanabilir.
Jelinek ve ark (1985), tavuk embriyotoksisite testi-I (Chicken Embryotoxicity Screening
Test-I, CHEST-I) ile tavuk embriyolan igin total AF embriyotoksik doz simrim: 0,3-30
ng/yumurta, teratojenite doz sinirini ise 3-30 ng/yumurta olarak bildirmektedirler. Bu
durumda yemlerde bulunmasina izin verilen aflatoksin diizeyleri bile kanath sektori igin
bilyitk bir risk faktérii olusturabilir. Zira, Jelinek ve ark’mn (1985) bulgulan,
embriyotoksik doz simrindaki AF’nin %33 oraninda mortaliteye neden 61urken, teratojenik
doz simrindaki AF’nin %12 oraninda kalp ve %4 oraninda da viicut duvarinin

kapanmamasi gibi yapisal anomalilere neden oldugunu géstermektedir. Tablo 2.1°de, s6z
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konusu galigmalar ile bu g¢aligmalarda hayvansal doku ve gidalarda tespit edilen aflatoksin

rezidiileri verilmistir.

Tablo 2.1: Cesitli arastiricilarin hayvansal doku ve gidalarda tespit ettikleri

aflatoksin (AF) degerleri.

Aragtinici Hayvan Siire Doz Hayvansal Doku veGidada
Tiiri Tespit Edilen Rezidii
Jacobsen ve Wiseman, Tavuk 10.giin 100 ppb AFB; 9 ng/yumurta AFB,
1974
Trucksess ve ark, 1983 Tavuk 4-5.giinler arast 8000 ppb AFB, 0,2 ng/yumurta AFB,
Tuncer, 1987 Tavuk - Saha taramasi 120 ng/yumurta AF
Agacdelen ve Acct, 1993 Tavuk 3-7.giinler aras1 500 pg/giin/tavuk AFB, 0,013-0,177  ng/g/yumurta
AFB,
Aldemir (1993) Tavuk 4.giin 500 pg/giin AFB, Karaciger, bobrck ve kas,
>0,01ppb AFB,
Sudhakar, 1992 Tavuk 3.hafta 600 ppb AFB, 5 ng/g yamurta AFB,;
Qureshi ve ark, 1998 Tavuk 7.giin 10 ppb AFB, 0,15-0,48 ng/yumurta AFB,;
Oliveira ve ark, 2000 Tavuk 8 hafta 500 ppb AFB, 6 ng/yumurta AFB,
Stubblefield ve ark, 1983  Siitgii inek 3. giin 0,35 mg AFB,/kg canl agir.  Bobrek 57,9 ng/g AF
Meme 25,1 ng/g AF
Karaciger 13.2 ng/g AF
Harvey ve ark, 1991 Siit¢ti inek 7. giin 100 ve 200 ppb AF 0,91 ve 1,85 pg/l. AFM,

Yemlerle alinan aflatoksinler ve tiirevleri siite de gegebilmektedir. Kaya (1982)

106 siit inegi yemi 6rnegi ve 38 ¢ig siit 6rnegi tizerinde yaptigi bir ¢caliymada, yemlerin

%19,6’sinda olgilebilir diizeylerde aflatoksin, siitlerin ise %35,7’sinde aflatoksin metaboliti
olan AFM, tespit ettigini bildirmektedir. Stubblefield ve ark (1983) ise Holstein ik
sigirlar Gizerinde yapmis olduklan deneysel bir galigmada 3 giin siireyle 0,35 mg AFB/kg

canhli agirlik dozunda AFB;’li yem ile besledikleri inegin son uygulamadan 24 saat sonra

alinan beyin, kalp, bagirsak, bobrek, karaciger, akciger, dalak, meme dokusu, iskelet kasi

dokusu, meme lenf yumrusu, dil dokusu érekleri ile siit, safra salgisi, kan, digk1 ve rumen

igeriginde degisik diizeylerde hem AFB; ve hem de AFM; tespit etmiglerdir. S6z konusu

aragtirmada en yitksek total AF diizeyleri bobrek, meme ve karaciger dokularinda ve

sirastyla 57,9, 25,1 ve 13,2 ng/g olarak bulunmugtur. Sit¢i sifirlar tizerinde yapilan bir

baska deneysel ¢alismada (Harvey ve ark 1991), 7 giin siire ile 100 ve 200 pg/kg aflatoksin
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iceren yemle beslenen sigirlarin siitlerinde sirasiyla 0,91 pg/L ve 1,85 pg/L diizeyinde
AFM,; tespit edilmistir.

Yonetmeliklerle belirlenen total AF ve AFB; diizeyleri dikkate alindiginda sézi
edilen ve insanoglunun temel gida maddelerini olusturan hayvansal gidalarda tespit edilmis
olan AF diizeyleri insan saglig1 acisindan kisa vadede 6nemli sorunlara yol agmayabilir.
Ancak oOzellikle anag tavuk yemlerinden dolli tavuk yumurtalarina gegen AF’ler ve
ozellikle de AFB,, kulugka randimaninda neden oldugu kayiplar yaninda, immiin sistem
organlarinin embriyonal gelismeleri esnasinda yol agtigi bozukluklarla tavukguluk

sektoriinde 6nemli ekonomik kayiplara neden olmaktadir.

Halk sagligi agisindan onemle Uzerinde durulmasi gereken nokta ise tanmsal
gidalardaki AF diizeyleridir. Nitekim, Eser ve ark (1978) nin 292 bulgur 6rnegi iizerinde
yaptiklan c¢alisma sonuglan, orneklerin %23’unde 20 ppb’nin, %9’unda ise 100 ppb’nin
tizerinde total AF bulundugunu ortaya koymaktadir. Bulgur érneklerinin Dogu, Giiney ve
Orta Anadolu bélgelerinden toplandigt ve sdz konusu bélgelerimizdeki karaciger kanseri
insidensinin Trakya bélgesi ve Istanbul gevresine nazaran 3 kat daha fazla oldugu gergegi
g6z oniine alindiginda séz konusu arastirma bulgulari oldukga dikkat gekicidir. Nitekim,

AFB, bilinen giiglii hepatokarsinojenlerin en 6nemlisidir (Sengstag 1997).

2.1.5. Hayvanlarda aflatoksikozis

Aflatoksinler hem halk saghgi ve hem de hayvan saghg agisindan oldukga
onemlidirler. Aflatoksinlere duyarhiliklar1 bakimindan hayvan tiirleri arasinda belirgin
farkhiliklar s6z konusudur. En duyarh tiirler arasinda ordek, tavsan, hindi, alabalik, kedi ve
kopekler basta gelirken; orta derecede duyarh tirler arasinda at, sigir, koyun, kegi, kobay,
rat, bildircin ve Leghorn ki tavuklar bulunmaktadir (Hatch 1988). Aflatoksinlere direngli

turler olarak ise fare ve maymunlar gésterilmektedir (Cetin 1990).

Evcil hayvan tiirlerinden aflatoksine en duyarli olam érdek palazlandir. Cinkii bu
tlirin karaciger hiicrelerindeki mikrozomal MFO diizeyleri, diger tiirlerdekinden oldukca
yiiksektir (Reddy 1992). Bunun diginda pilig, hindi (Hatch 1988), bildircin (Dashek ve ark
1983), tavsan (Sahoo ve ark 1993a, Sahoo ve ark 1993b, Krishna ve afk 1991), alabalik
(Bilgi¢ ve Turkmen 1993), sigir (Van Halderen ve ark 1989), koyun (Suliman ve ark
1987), keci (Miller ve ark 1984) gibi ekonomik énemi olan ¢iftlik hayvanlarinin yam sira
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rat (Rogers ve Newberne 1971), fare (Tuzcu 1999), maymun (Rao ve Gehring 1971, Shank
ve ark 1971) gibi laboratuvar hayvanlari da duyarl tiirler arasindadir. Tablo 2.2’de bazi
hayvan tiirleri igin AFB;’in hayvanlarin %50’sini 6ldiiren doz (ODso) degerleri verilmigtir
(Hatch 1988).

Tablo 2.2: Farkh hayvan tiirlerinde AFB;’in ODs, degerleri.

Hayvan Tiirii ODso(mg/kg) Hayvan Tiirii ODsy(mg/kg)
Ordek palaz: (1 giinlik) 0,3-0,6 Sigir (buzagy) 0,5-2
Gokkusag1 Alabaligi, 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 (siitten yeni kesilmig) 5,5

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

Aflatoksikozis’in  neden oldugu klinik semptomlarin, otopsi bulgularinin,
biyokimyasal ve histopatolojik bulgularin toplanmasinda deneysel g¢alisma sonuglar
yaninda dogal aflatoksikozis vakalarindan elde edilen bulgularin da 6nemli katkilar
olmustur. Ingiltere’de 1960 yilinda ¢ikan ve aflatoksinlerin ilk kez giindeme gelmesine yol
agan, 100.000 hindinin 6liimiyle sonuglanan salgmin yam sira, yumurtaci tavuklarda
(Gupta ve ark 1985, Dafalla ve ark 1987a, Raina ve Singh 1991), koyunlarda (Suliman ve
ark 1987), siitgli sigirlarda (Van Halderen ve ark 1989), tavsanlarda (Krishna ve ark 1991)
ve broyler civcivlerde (Okeye ve ark 1988) sporadik vakalar da bildirilmistir. Bu vakalar
her ne kadar kiigiik igletmelerde ve belirli bir bolgede sinirli olarak gozlenmis olsa da,
aflatoksikozis olaylarinin diinyanin hemen her yerinde ve ¢iftlik hayvani olarak yetistirilen
her hayvan tiiriinde ortaya gikabildigini géstermesi bakimindan énemlidirler. S6z konusu
vakalarda hayvanlarin tiikettikleri yemlerin hepsinde de degisik diizeylerde aflatoksin
tespit edilmis, gerek histopatolojik (Krishna ve ark 1991, Van Halderen ve ark 1989) ve
gerekse de biyokimyasal analizler (Dafalla ve ark 1987a, Suliman ve ark 1987) sonucunda

deneysel galigma sonuglarina uygun bulgular elde edilmigtir.

Aflatoksikozis olaylarinda gozlenen klinik bulgular ¢ok spesifik olmamakla

birlikte genel olarak yem tiiketiminin azalmasi, canh agirlik kayb, halsizlik ve ishal, ilk
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olarak goze garpan semptomlardir (Rao ve Gehring 1971, Miller ve ark 1984, Suliman ve
ark 1987, Van Halderen ve ark 1989, Sahoo ve ark 1993b, Ouz ve Kurtoglu 2000, Ouz ve
ark 2000b). Bununla birlikte memelilerde kusma (Rao ve Gehring 1971), sarihk (Rao ve
Gehring 1971, Miller ve ark 1984, Krishna ve ark 1991, Sahoo ve ark 1993b), oksurik,
burun akimntist ve burun kanamasi ile kansizlik gibi belirtiler gozlenebildigi gibi gebe
hayvanlarda yavru atmalar da soz konusudur (Hatch 1988). Akut ve subakut formlarda
go6zlenen bu belirtilerin yaninda, daha yaygm ve daha dnemli sonuglara yol acan kronik
olaylarda yem tiketiminin -azalmasi, yemden yararlanma oranminin azalmasi yaninda canh
agirhk kazancinda disiislere ve sonugta da 6nemli oranda ekonomik kayiplara neden
olmaktadir. Kanatlilarda ise yine akut ve subakut toksikasyon formunda istahsizlik,
halsizlik, kanat ve bacaklarda felg, canli agirlik artisinda azalmanin yam sira yumurta
veriminde, yumurta agirlifinda ve yumurta kabugu kalitesinde 6nemli dusiigler soz
konusudur (Gupta ve ark 1985, Washburn ve ark 1985, Huff ve ark 1986, Fernandez ve ark
1994, Jindal ve ark 1994),

Kanatlilarda ortaya ¢ikan aflatoksikozis olaylarinda, karacigerin biiylimesi,
soluklasip kenarlarinin kiitlesmesi (Krishna ve ark 1991, Oguz 1997, Tuzcu 1999), safra
kesesinin dolgunlagsmas:1 (Krishna ve ark 1991, Tuzcu 1999), bobreklerin biyimis ve
odemli olmalar1 (Van Halderen ve ark 1989, Bilgic ve Yesildere 1992, Tuzcu 1999) ve
dalagin bityiimesi (Balachandran ve Ramakrishnan 1987, Sahoo ve ark 1993b, Oguz 1997)
ile birlikte bagirsaklarin koyu bir igerikle dolu olmasi (Tuzcu 1999) dikkat g¢ekici otopsi
bulgularidir,

Onemli histopatolojik bulgular ise hepatositlerde dejenerasyon (Dashek ve ark
1983, Tuzcu 1999) ve yaglanma (Shank ve ark 1971, Dashek ve ark 1983, Yakigik 1992,
Tuzcu 1999), safra kanali epitel hiicrelerinin proliferasyonu (Dashek ve ark 1983, Okoye
ve ark 1988, Yakigik 1992), bobrek tubulus epitellerinin dejenerasyonu ve nekrozunun
yani sira glomeruluslarda biiyiime (Bilgi¢ ve Yesildere 1992, Tuzcu 1999), dalakta kirmizi
pulpanin nisbi olarak genislemesi (Sahoo ve ark 1993b) ile retikulum hiicrelerinin
hiperplazisinin yaninda (Balachandran ve Ramakrishnan 1987), lenf folikiilleri (Dafalla ve
ark 1987b) ve periarteriyoler lenfoid kiliftaki lenfositlerde azalma (Tuzéu 1999), beyinde
o6dem (Shank ve ark 1971) ve noronlarin dejenerasyonudur (Tuzcu 1999). Ayrnica,
tavuklarda yukaridaki bulgulara ek olarak bursa Fabricii’deki lenf folikiillerinde lenfosit
azalmas:, interfolikiiler epitelde dokiilme (Okoye ve ark 1988) ve fibrozis (Raina ve Singh
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1991) yaminda, timus medullasindaki timositlerde azalma (Okoye ve ark 1988, Espada ve
ark 1992) gozlenmektedir. Timus ve bursa Fabricii’deki bu degisiklikler, anilan organlarin
nisbi agirliklarindaki disisle birlikte ortaya ¢iktigindan (Oguz 1997), soz konusu bulgular
aflatoksinin kanathlarda neden oldugu immiinosiipresyonun agiklamasinda 6nemli bir
ipucu olarak kabul edilmektedir (Kubena ve ark 1990, Espada ve ark 1992). Kanathlarda
dalak, timus ve bursa Fabricii’de meydana gelen hasarlar, hayvanlarin gevresel hastalik
etkenlerine kargt daha duyarli hale gelmelerine neden olmakta, boyle hayvanlar da
enfeksiyonlara daha kolay yakalanabilmektedirlerf Nitekim, Giambrone ve ark
(1985a,b,c)’min hindi palazlan ve broyler piligler tizerinde yapmis olduklan galigmalarda
diisiik dozlardaki aflatoksinin bile hiicresel immiiniteyi baskiladig tespit edilmistir. Miller
ve ark (1984) ise kegilerde olusturduklan deneysel aflatoksikozis siiresince hayvanlarin
kendi mikrofloralarina karst bile duyarli hale geldiklerini; deney grubunu olusturan
hayvanlardé gbzlenen pnémoni ve rhinitis olaylarinin da buna bagli olarak sekillenmis
olabilecegini bildirmislerdir. Rajan ve ark (1989) ise aflatoksikozisli domuzlarin uyuz
hastaligina daha kolay yakalandiklarimi tespit etmisler ve bu durumun, aflatoksinlerin

immiin sistemi baskilamasinin sonucu olarak ortaya ¢iktigint ileri stirmiiglerdir.

Aflatoksikozisli hayvanlarda kanin biyokimyasal ozelliklerinde de klinik, otopsi
ve histopatolojik bulgular1 destekleyen degisiklikler meydana gelmektedir. Hastaligin
erken evrelerinde hepatosit enzimlerinden olan ALP (Rao ve Gehring 1971,
Chattopadhyay ve ark 1985, Lindemann ve ark 1993, Jindal ve ark 1994), ALT (Rao ve
Gehring 1971, Sahoo ve ark 1993a), AST (Rao ve Gehring 1971, Dalvi ve Mc Gowan
1984, Suliman ve ark 1987, Balachandran ve Ramorkrishnan 1987, Lindemann ve ark
1993, Sahoo ve ark 1993a, Jindal ve ark 1994), ICD (Rao ve Gehring 1971), GGT (Sharlin
ve ark 1981, Suliman ve ark 1987, Kubena ve ark 1990, Lindemann ve ark 1993), GDH
(Dafalla ve ark 1987a) ve SDH (Dafalla ve ark 1987b) enzimlerinin serum diizeylerinin
belirgin bir sekilde yiikselmesi, siddetli karaciger hasarinin bir gostergesi olarak
degerlendirilmektedir. Ayrica total protein (Chattopadhyay ve ark 1985, Dafalla ve ark
1987a, Dafalla ve ark 1987b, Mert ve ark 1987, Suliman ve ark 1987, Glahn ve ark 1990,
Lindemann ve ark 1993, Sahoo ve ark 1993a, Jindal ve ark 1994, Kegeci ve ark 1998),
albumin (Sharlin ve ark 1981, Miller ve ark 1984, Huff ve ark 1986, Kubena ve ark 1990,
Lindemann ve ark 1993, Kegeci ve ark 1998, Oguz ve ark 2000a) ve globulin (Miller ve
ark 1984) seviyelerinde olusan belirgin diigigler de Onemli derecedeki karaciger

tahribatinin bir géstergesi olup; serum antikor (Giambrone ve ark 1978, Jonauskiene ve ark
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1998) seviyelerindeki diigiislerin de bu durumla ilgili olabilecegi one siiriilmektedir. Bunun
yamnda, hepatositlerde aflatoksinlerin neden oldugu harabiyete bagl olarak bilirubin
metabolize edilemediginden, serum bilirubin diizeylerinde de artiglar olugmaktadir (Rao ve
Gehring 1971, Suliman ve ark 1987).

Aflatoksinlerin etkiledigi bir diger organ da bobreklerdir. Serum urik asit (Mert ve
ark 1987, Oguz ve ark 2000a), kalsiyum (Dafalla ve ark 1987b, Glahn ve ark 1991,
Fernandez ve ark 1994, Jindal ve ark 1994) ve fosfor (Fernandez ve ark 1994, Jindal ve ark
1994) seviyelerindeki diisiislere karsin, serum kreatin (Chattopadhyay ve ark 1985),
sodyum (Dafalla ve ark 1987a) ve potasyum (Dafalla ve ark 1987a, Dafalla ve ark 1987b)
diizeylerindeki artiglar aflatoksinlerin bobrekler izerindeki toksik etkisinin bir géstergesi
olarak kabul edilmektedir. Kalsiyum ve fosfor seviyelerindeki diisiislerde bagirsaklardaki
emilim yetersizliinin de etkili olabilecegi bildirilmekte (Dafalla ve ark 1987b, Jindal ve
ark 1994) ve bu durumun yumurta tavuklarinda yumurta kabugu kalitesini diisiirdagi
kabul edilmektedir (Fernandez ve ark 1994).

2.1.6. Aflatoksinlerin immiinotoksik etkileri

Farklt mikotoksin tiirlerinin 6nemli immiinosupresif etkilerinin oldugu, cesitli
laboratuvar hayvanlarinin (Reddy ve ark 1987, Reddy ve Sharma 1989, Cukrova ve ark
1991) yam sira yumurtaci tavuklar (Thaxton ve ark 1974, Giambrone ve ark 1978),
broyler tavuklar (Campbell ve ark 1983, Steward ve ark 1985), gen¢ horozlar (Mohiuddin
ve ark 1986), ordek palazlarn (Slowik ve ark 1985) ve hindilerde (Batra ve ark 1991)

yapilan ¢aligmalarla ortaya konulmustur.

Bir fusarium mikotoksini olan T-2 (trichotecene) toksininin (Gerberick ve
Sorenson 1983, Sorenson ve ark 1986, Holt ve De Loach 1988, Corrier ve Norman 1988,
Dugyala ve ark 1994) yam sira okratoksin A (Campbell ve ark 1983, Boorman ve ark
1984, Luster ve ark 1987, Singh ve ark 1990) ve patulin (Sorenson ve ark 1986) gibi
mikotoksinlerin immiinosupresif etkileri ortaya konulmakla beraber, asil gahigmalar
aflatoksinler ve bunun en toksik alt grubu olarak kabul edilen aflatoksin B; (AFB;)
tizerinde yogunlagmigtir (Oswald ve Comera 1998). Zira bu aflatoksin tiirli dogada en fazla

rastlanan mikotoksindir (Leeson 1995).
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Aflatoksinlerin ve dzellikle de AFB;’in immiinosupresif etkisinin mekanizmasi
hakkinda farkh goriigler ileri siiriilmiigtiir. Komplement aktivitesinde (Campbell ve ark
1983, Steward ve ark 1985) ve serum protein diizeylerinde meydana gelen belirgin
disislerin (Campbell ve ark 1983, Sorenson ve ark 1986, Reddy ve ark 1987, Ghosh ve
ark 1990, Jonauskiene ve ark 1998) nedeni olarak karaciger hasar gosterilmektedir. Ancak
aflatoksinlerin, direkt immuinosupresif etkilerinin hiicresel bagigiklik sistemi Uzerinde daha
belirginb oldugu kabul edilmektedir (Mc Loughlin ve ark 1984, Corier 1991). Ozellikle
diigiik dozlarda toksine uzun siirelerle maruz kahinmasi sonucu ortaya ¢itkan bu durumdan
(Giambrone ve ark 1985b,c, Corrier 1991) makrofajlarin fagositik ve mikrobisidal
etkilerinde meydana gelen 6nemli diigiisler sorumlu tutulmaktadir (Mohapatra ve ark 1985,
Mohiuddin ve ark 1986, Neldon-Ortiz ve Qureshi 1992a, Jakab ve ark 1994, Celik ve ark
1996, Dugyala ve Sharma 1996, Cusumano ve ark 1996). Ayrica kemik iligi (Mohiuddin
ve ark 1986, Cukrova ve ark 1991, Dugyala ve ark 1994), timus ve bursa Fabricii (Thaxton
ve ark 1974, Campbell ve ark .1983, Slowik ve ark 1985, Ram ve ark 1988, Kiran ve ark
1998) gibi merkezi lenfoid organlarda meydana gelen hasarlar ile buna baglh olarak ortaya
¢ikan lenfosit populasyonlarindaki azalmalar (Campbell ve ark 1983, Mohiuddin ve ark
1986, Ghosh ve ark 1991, Kegeci ve ark 1995) da aflatoksinlerin immiinosupresif
etkilerinin olast nedenleri arasinda sayilabilir Total lenfosit populasyonlarindaki
azalmalarin ozellikle T-lenfositlerde meydana gelen digsiislerden kaynaklanmasi (Mc
Loughin ve ark 1984, Reddy ve ark 1987, Reddy ve Sharma 1989, Ghosh ve ark 1990,
Ghosh ve ark 1991, Raisuddin ve ark 1993, Celik ve ark 2000b), aﬂatoksinlerip hiicresel

bagisiklik sistemi tizerindeki baskilayici etkilerini destekleyen dnemli bulgulardir.

AFB/’in  imminosupressif etkisinin, aflatoksikozisli hayvanlarda protein
sentezinin aksamasi ile de baglantili oldugu dusiinilmektedir. AFB;’in karacigerde
metabolize edilmesiyle olugan metabolitleri, DNA ve RNA’ya baglanarak DNA-bagimh
RNA polimeraz enziminin aktivitesini baskilamakta, boylece RNA sentezi ve sonugta da
protein sentezinin aksamasi sonucu lenfoid sistem hiicrelerinin ¢ogalip farkhlasmalari
olumsuz yonde etkilenmektedir. Bu olayda immiin sistem hiicreleri arasindaki iletigimi

saglayan sitokinlerin sentezinin baskilanmasi da énemlidir (Dugyala ve Sharma 1996).

AFBy’in immiinosiipressif etkilerinin saha sartlarinda neden oldugu sorunlar,
yapilan agilama ¢aligmalan ile ortaya konulmustur (Ozer ve ark 1989, Batra ve ark 1991,
Gabal ve Azzam 1998). Marek hastahf (Batra ve ark 1991), New Castle (Ozer ve ark

17



1989, Gabal ve Azzam 1998), infeksiydz bronsitis, kanath kolerasi (Hegazy ve ark 1991)
ve infeksiyoz bursal hastalik (Azzam ve Gabal 1997) etkenlerine karst agilanan
hayvanlarin, aflatoksinli yemlerle beslenmeleri durumunda daha diisiik diizeyde antikor
titresine sahip olduklan gozlenmistir. Ozellikle agilamanin aflatoksinli yemin alindif
déneme rastlamasi durumunda, ag1 yararhhginm daha da azaldigi ve akut affatoksikozis
olusturmayacak diizeyde alinan toksinin dahi humoral immiiniteyi baskilayabilecegi (Ozer
ve ark 1989) ve boyle siiriilerde ortaya ¢ikan enfeksiyonlarda agilanan hayvanlardan da
olenlerin bulundugu bildiriimektedir (Gabal ve Azzam 1998).

Memeli hayvanlarda yapilan ¢aligma sonuglari annenin yemle aldig: aflatoksinin
belirli bir oraminin plasenta yolu ile yavruya gegebildigi ve yavrunun immin sisteminin
embriyonal gelisimini baskiladigi ileri sirilmektedir (Oswald ve Comera 1998).
Civcivlerde oldugu gibi memelilerde de yeni dogan yavrunun immiin sistem organlan
normal geligimlerini saglamadiklarmdan, asilamalardan basarih sonuglar alinamamakta ve
boylece diizenli olarak asilanan siiriilerde bile salgin hastaliklar ortaya ¢ikabilmektedir
(Oswald ve Comera 1998).

Yapilan c¢aligmalar (Gerberick ve Sorenson 1983, Sorenson ve ark 1986)
cogunlukla sistemik immiinite iizerinde yogunlagsms olmakla birlikte, mikotoksinler, giris
yollarina bagh olarak sindirim kanalimn lenfoid dokusu (Gut Associated Lymphoid
Tissue- GALT) ile solunum sisteminin brons iliskili lenfoid doku (Bronchus Associated
Lymphoid Tissue-BALT)’larinda da belirgin yetmezliklere neden olmasi kagmilmazdir.
Nitekim bazi arastinicilar tahil yiitkleme ve bogaltma islerinde c¢alisan insanlarm BALT
dokusunda olusan degigikliklere dikkat g¢ekmislerdir (Gerberick ve Sorenson 1983,

Sorenson ve ark 1986, Oswald ve Comera 1998).

2.1.7. Aflateksinlerin embriyotoksik etkileri

Gerek memeli hayvanlar ve gerekse de kanatlilarda yapilan caliyma sonuglan
aflatoksinlerin 6nemli derecede embriyotoksik etkilerinin oldugunu ortaya koymaktadir
(Elis ve Dipaolo 1967, Cilievici ve ark 1980, Geissler ve Faustman 1988, Mayura ve ark
1998, Celik ve ark 2000a). Ratlara gebeligin erken donemlerinde verilen AFB;’in biiylik
oranda emriyonal resorbsiyona neden oldugu, yasayabilen fotislerde de gelisme
geriliklerinin meydana geldigi bildirilmektedir (Mayura ve ark 1998). Rat embriyo kiiltiir

ortamina ilave edilen AFB; ise, embriyoda protein ve DNA sentezini 6énemli oranda inhibe
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etmekte ve sonug olarakta dzellikle noral tiipte dnemli malformasyonlara neden olmaktadir
(Geissler ve Faustman 1988). Yine hamsterlerde gebelik doneminde alinan AFB,, siddeti
erken dénemlerde daha da artan fotal malformasyonlara neden olmaktadir (Elis ve Dipaolo
1967).

Kanathlarda ise memelilerdeki gibi fotal-maternal iliski olmamakla birlikte,
yemlerle alnan aflatoksinlerin belirli oranlarda yumurtaya da gegmesi nedeniyle
embriyonal gelismede ciddi problemler ortaya ¢ikmaktadir. Yumurtaya gecen AFB,,
ozellikle erken donemlerde yiiksek oranlarda embriyonal 6limlere yol agmakta; buna
karsin yasayabilen embriyolarda da geligme gerili§i ve cesitli anomalilerle birlikte kabugu
kirp ¢ikabilen civeiv sayisi da énemli oranda dismektedir (Verret ve ark 1964, Bassir ve
Adekunle 1970, Stoloff ve ark 1972, Cilievici ve ark 1980, Celik ve ark 2000a). Celik ve
ark (2000a) inkiibasyon baslangicinda yumurtaya verilen 100 ng/yumurta dozun(iaki saf
AFB;’in %98 oraninda erken embriyonik olimlere yol agtigim bildirmisler, Cilievici ve
ark (1980) ise inkiibasyonun 96. saatinde 0,01 ve 0,002 ppm olmak iizere ikt farkli dozda
uyguladiklart AFB;’in neden oldugu embriyonik mortalitelerin, sirasiyla %35 ve %26
oldugunu tespit etmigledir. Cilievici ve ark (1980)’nin ¢alismasinda 0,01 ve 0,002 ppm
dozunda AFB, verilen gruplarda spina bifida ve anoftalmus gibi yapisal anomalilere ise

sirastyla %35 ve %13,3 oraninda rastlanmistir.

Embriyonal dénemde maruz kalinan AFB;, merkezi bagisikhik sistemi organlan
olan timus ve bursa Fabricii’nin embriyonal gelismelerinde onemli hasarlara neden
oldugundan (Celik ve ark 2000a) dogum sonrast ya da kuluckadan ¢ikistan sonraki
donemde canlimin enfeksiyonlara karsi daha hassas bir duruma gelmesine yol agmaktadir.
Neldon-Ortiz ve Qureshi (1992b), embriyonal dénemde AFB;’e maruz birakilan ve
yumurtadan ¢ikarak 4 haftahk déneme ulagilabilen piliglerde peritoneal makrofajlarin
sayisinda ve fagositik aktivitelerinde onemli disiisler tespit etmislerdir. Dietert ve ark
(1985) ise embriyonal dénemde AFB;’e maruz kalan civcivlerin doku reddi ve kutandz
bazofil reaksiyonlart gibi hiicresel immiinite fonksiyonlarinda 6nemli disiisler tespit
ettiklerinden, dolli tavuk yumurtasinda bulunan AFB,’in kulugka sonrasi -dénemde
belirgin etkilerinin ortaya gikabilecegini ileri siirmislerdir. Qureshi ve ark (1998) ise, 10
ppm total AF iceren yemle beslenen broyler anaglardan elde edilen dollii yumurtalardan
¢ikan civcivlerin peritoneal makrofaj sayilarinda belirgin distslerin olusmadigmni; ancak

bu hiicrelerin fagositoz kapasitelerinin 6nemli oranda diigiik oldufunu saptamglardir.

19



2.2, Kanathlarda Timusun Histolejik Yapis1 ve Embriyonal-Gelisimi

2.2,1 Timusun histelejik yapsi

Kanathi ve memelilerde timus, T-lenfositlerinin olgunlastiklar: primer bir lenfoid
organdir, Kanathlarda timus, boyunun her iki tarafinda, sulcus jugularis boyunca
arahklarla yerlesmis, oval sekilli yaklagitk 7’ser adet loptan olusur. Bezin her lobu bag
dokusundan ince bir kapstil ile sariimig olup, bu kapsiil organ igerisine girerek orgam tam

olmayan lopguklara ayirir (Hodges 1974).

Lopguklarda korteks ve medulla olmak tizere iki bolge ayirdedilir. Medulla bolgesi
kortekse nazaran daha az sayida lenfosit igerdiginden, rutin boyama iglemleriyle hazirlanan
preparatlarda agik renkte gorilir. Her iki boélgenin stromasini da retikulum hucreleri
olugturur. Memeli timusunun medullasinda siklikla rastlamlan konsentrik lamellerden
olusan Hassal cisimciklerine kanath timusunun medullasinda daha seyrek olarak
rastianmaktadir. Buna kargin, kanatlilarda Hassal cisimciklerinin diffiiz tipi olarak
nitelendirilen ve retikulum hiicrelerinin degisiklige ugramalar ile sekillenen kistik yapilar
gozlenmektedir (Hodges 1974, Hoshimoto ve Sujimora 1976, Sandik¢i ve Celik 2000).

Timusun korteksinde bulunan lenfositlerin (kortikal timositler) biyitk ¢cogunlugu
kugiik tip lenfositlerdir. Bununla birlikte kulugkadan ¢ikisi takiben ilk 5 hafta boyunca
CD4 (+) lenfositlerin (T-helper) korteks ve medullada esit bir dagilim gésterdigi, 9.
haftadan sonra ise bu hiicrelerin korteksi terk edip cogunlukla medullada yerlegtikleri
bildirilmektedir. CD8 (+) lenfositlerin (T-sitotoksik/siipressor) ise kulugkadan g¢ikigtan
sonraki geligim stireci boyunca ¢ogunlukla kortekste yerlegtikleri ileri stiriilmektedir (Khan
ve ark 1998).

Makrofajlar ise timusta, ¢ogunlukla korteks ve medulla sinirinda yerlesirken;
kortekste bulunmayan plazma hiicrelerine ise medullada tek titk rastlanilmaktadir (Kelly ve

ark 1984).

Kulugkadan g¢ikigt takip eden ilk 17 hafta boyunca geligimini siirdiiren timus,
ilerleyen haftalarda yavas yavas kiigiilmeye baglar. Dérdiincii haftada medullada ortaya
¢ikan kistik yapilar da bu siire igerisinde artarlar. Onsekizinci haftada ise korteks hemen

hemen tamamen ortadan kalkar ve organ bir siire sonra biitiiniiyle invole olarak yerinde
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kiigiik lenfoid doku odaklari, yag hiicresi topluluklart ve dejenere retikulum hiicresi
topluluklan kalir (Hodges 1974, Sandik¢1 ve Celik 2000).

2.2,2, Timusun embriyonal gelisimi

Timus taslagr 3. ve 4. yutak ceplerinin endoderminden geligir (Maskar 1976,
Carlson 1981, Kelly ve ark 1984, Latshaw 1987). Bu ceplerin hizasindaki endodermal
hiicrelerin yutak bolgesine gog¢ etmelerinin ardindan, bolgede olusan ektomezenkimal
hiicreler, endodermal epitelyal hiicre topluluklarmi gevrelerler. Olusan epitelyal taslak
icine, komsu kan damarlarinin limenlerinden gé¢ eden lenfoid hiicrelerin 6nciilleri olan iri
bazofilik sitoplazmali hiicreler girer ve burada yerlegirler. Epitelyal hicreler, lenfoid
hiicrelerin Onciillerinin diferensiye olmalarini saglayacak sekilde organize olarak bir ag
sekillendirirler (Backman 1997). llerleyen donemlerde ¢oZalan hiicre kiimeleri
bogumlanarak loplar sekillenmeye baglar (Maskar 1976). Sandikgr ve Celik (2000a)
inkiibasyonun 7. giinlinde organ taslagim olusturan hiicreler arasindaki iri-bazofilik
hicrelerin sayilarimin artti§im, 10. giinde kiiciik lopguklarin sekillenmeye bagladigimi, 13.
giinde ise korteks-medulla aymmminin yapilabildigini bildirmislerdir. Ayrica 13.giinde
medullada tek tiik alfa-naftil asetat esteraz (ANAE) poztivitesi gosteren hiicrelere de
rastlanmistir. Inkiibasyonun 15-18. giinlerinde ise kapsiilde ve lopguklar arasi bdlgelerde
hiicresel ve ipliksel unsurlarda artiglar gozlenmistir. Timusun gelisimi kulugkadan ¢ikisi
takip eden 9-11.giinlerde hemen hemen tamamlanmis durumda olup, ANAE (+) hiicrelere
korteks-medulla sinirinda ve ¢ogunlukla da medulla tarafinda rastlanmildig: bildirilmektedir
(Sandike¢r ve Celik 2000).

2.3. Bursa Fabricii’nin Histolojik Yapist ve Embriyonal Gelisimi

2.3.1. Bursa Fabricii’nin histolojik yapisi

17.ytizyilin itk yansinda Hieronymus Fabricius tarafindan tamimlanan organ bu
aragtiricinin adina izafeten “Bursa Fabricii (Bursa of Fabricius)” olarak isimlendirilmistir.
Kanatlilarin kloakasinin dorsalinde yer alan bursa Fabricii, asil kese, boyun ve kanal
bdlimlerinden olugmaktadir (Kocadz ve ark 1997a). Organ limeni kanal kismu ile
proktodeum’a agihr (Hassa 1955). Histolojik olarak geligimini tamamlamig olan bursa
Fabricii’de igten disa dogru tunika mukoza, tunika muskularis ve tunika seroza katmanlan
ayirdedilir. Organa 6zgii lenf folikiilleri, tunika mukoza katmaninin limene dogru yapmisg

oldugu boyuna kivrimlarda (plika) lokalize olmuglardir. Tunika mukozamn epitelinde
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folikiiller aras: bolgede (Interfolikiler epitel, IFE) yalanci ¢ok katli prizmatik epitel ile
folikiillerin iizerini 6rten bolgede bazal membrani bulunmayan, bol miktarda da lenfosit
iceren ozellesmis bir epitel (Folikiil Iligkili Epitel, FAE) olmak iizere iki farkli bolge
ayirdedilir (Lupetti ve ark 1990, Olah ve Glick 1992).

Organa ait lenf folikiillerinde korteks ve medulla olmak uzere iki bolge
ayirdedilir. Rutin boyalarla daha koyu gozlenen korteks ile hiicreden fakir olmasi
nedeniyle daha agik gozlenen medulla arasinda, IFE’nin devami olan kortiko-medullar
sinir hiicreleri katmam (KMSH) dikkati ¢ekmektedir (Dénmez ve Celik 1998). Primer
lenfoid bir organ olan bursa Fabricii kanatlilarda B-lenfositlerin yapimindan sorumludur.
12.haftadan itibaren epitelde ve folikiillerin medullalarinda kistlerin ortaya g¢ikmasiyla
involiisyon olaylar: baglar. Interfolikiiler bag dokusunun artti31 ve lenfoid doku yapisinn
ortadan kalkmasiyla sonuglanan bu olaylarin hemen hemen |8 haftada tamamlandigi

bildiriimektedir (Kocatz ve ark 1997b).

2.3.2. Bursa Fabricii’nin embriyonal gelisimi

Bursa Fabricii’nin embriyonal gelisimi iizerinde yapilan ¢ok sayida ¢alisma
bulunmaktadir (Hassa 1955, Shiojiri ve Takahashi 1991, Kocatz ve ark 1997a). Bu
¢alisma sonuglar, organin asil kese ve boyun kismuinin epitelinin son bagirsak
endoderminden, lenfoid hiicrelerin ise intraembriyonik mezenkimden kéken aldigini ortaya

koymaktadir (Olah ve ark 1986, Lupetti ve ark 1990).

Kloakaya agilan son bagirsak duvarimin dorsalinde meydana gelen epitel
kalinlagmasinin ardindan, bu hiicrelerin arasinda olusan vakuollerin birlegmesi ile
kulugkanin 7. giiniinde tek bosluklu organ taslag sekillenir (Hassa 1955, Kocaoz ve ark
1997a). Organa oOzgii plikalarin sekillenmeleri kulugkamin 11-12. giininde tamamlamr
(Hassa 1955, Olah ve ark 1986, Kocadz ve ark 1997a). Lenf folikiillerinin gelismesi ise 8.
guinden itibaren, baslangigta organ mezenkimindeki damarlarin limeninde ve epitele uzak
bolgelerde gozlenen iri-bazofilik hiicrelerin, 10. giinden itibaren epitelin bazalinde, belirli
bolgelerde toplanmalan ile baglar (Shiojiri ve Takahashi 1991, Kocadz ve ark 1997a,
Donmez ve Celik 1998). Bu donemi takiben séz konusu iri-bazofilik hiicrelerin etkisiyle
epitelde liimene dogru ¢ikint1 olugturan epitel tomurcuklan sekillenir (Michael ve Ratcliffe
1985, Kocadz ve ark 1997a). Oniiglincli ginden itibaren, epitel tomurcuklarinin

merkezlerindeki bazofilik hiicre toplulugunun, yanlardan ve alt yiizden endodermal kdkenli
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epitel hiicrelerinin devami olan subnodiller epitel hicreleri tarafindan gepegevre
gevrelendikleri, 14. giinde bazofilik hiicrelerin tipik lenfosit morfolojisini kazandiklari ve
15. ginde ise tomurcuklarin orgamn lenf folikillerinin medullalarina 6zgh yapiy:
kazandiklan bildirilmektedir (Koca6z ve ark 1997a). Subnodiiler epitel katmam, 17. giinde
kortiko-medullar simr hiicrelerini olugturmakta ve bunun dig yiizinde toplanan lenfositler
ise lenf folikiiliiniin korteksini meydana getirmektedir (Kocadz ve ark 1997a, Dénmez ve

Celik 1998).
2.4. Dalagin Histolojik Yapist ve Embriyonal Gelisimi

2.4.1. Dalagm histolojik yapis:

Dalak hem memeli ve hem de kanath hayvan turlerinde erigkin hayvanlarda,
viicudun en bityiik lenfoid orgamdir. Sekonder (perifer) bir lenfoid organ olan dalak,
sadece kam siizerek; gerek yabanci organizmalarin ve gerekse de yaslanmis eritrositlerin

dolagimdan uzaklastimlmasim saglar (Kelly 1984).

Organin kapsiilil ve bundan ¢ikan bag dokusu trabekiillerinin olusturdugu sistem
stromay1 olusturur. Kapsiil ve trabekiillerde bol miktarda diiz kas telleri gozlenir. Organin
paransimi ise, bag dokudan olusan trabekiiller arasinda yer alan, beyaz ve kirmizi pulpadan
olusmustur. Beyaz pulpa, arteria sentralis etrafinda toplanmig lenfoid doku ile beyaz
pulpada seyreden damarlar etrafindaki lenfatik kordonlardan olusurken; kirmizi pulpa bol
miktarda kan hiicresi igeren venodz sinuslar ve kirmizi pulpa alanlanndan olugmaktadir

(Kelly 1984).

Pulpanin catisin1 retikulum hiicreleri ile retikulum hiicrelerinin olusturdugu ag
sekillendirir. Retikulum hiicre ve iplikleri arterlerin etrafinda ve lenf folikiillerinin
cevresinde hem daha fazla sayida ve hem de birbirleri ile daha siki bir iligki igindedirler
(Kelly 1984).

Dalakta her tip kan hiicresine rastlamrsa da dogal olarak en bol bulunan hiicreler
lenfositlerdir. Diger sekonder lenfoid organlarda oldugu gibi dalakta da T- ve B-lenfosit
bolgeleri ayirdedilir. T-lenfositler arteria sentralis etrafinda yerlesim gosterirler ki bu bolge
periarteriyoler lenfoid kilif (periarterioler lymphoid sheat, PALS) olarak bilinir. B-

lenfositler ise lenf folikiillerinin germinal merkezi iginde yer alirlar (Kelly 1984). Bununla
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birlikte T-lenfosit alt tiplerinin yerlesimleri de yagla birlikte farkliliklar gosterir.
Tavuklarda yapilan bir ¢aligmada (Khan ve ark 1998) kuluckay: takip eden ilk 5 hafta
igerisinde CD4 (+) hiicrelerin hem PALS’ta ve hem de vendz sinuslarda yogunlastigi
halde, CD8 (+) hucrelerin ilk 5 haftada sadece vendz sinuslarda bulunduklari, bunu takip
eden donemlerde ve 6zellikle de 9-15. haftalar arasinda PALS’a infiltre olduklan ortaya

cikarilmigtir,

2.4.2. Dalagin embriyonal gelisimi

Embriyonal dénemde dorsal mezogastriyumdan koken alan dalak taslaginin
tzerindeki so6lom epitelinden, dalagin peritoneal ortiisii gekillenir (Maskar 1976, Kelly
1984, Latshaw 1987). Bolge mezenkiminden retikulum hiicreleri gelisirken, kan yoluyla
merkezi lenfoid organlardan gelen T ve B lenfositleri taslagin gozeneklerine yerlesir.
Arteria sentralis etrafinda toplanan bu hiicrelerden lenf folikilleri (dalak cisimcikleri,

Malphigi cisimcikleri) olusur (Maskar 1976, Kelly 1984).

Fotal donemde, bir yandan gicle gelen lenfositler dalaga yerlesirlerken, diger
yandan koken hiicrelerden monositler, graniilositer lokositler, eritrositler ve
megakaryositlerin yapimi1 gergeklesir. Eritrosit ve graniilositer 16kositlerin yapim
dogumdan ve kulugkadan g¢ikistan sonra sona ererken; megakaryositlerden trombositlerin
yapium eriskin donemde yalnizca rat ve kedilerde s6z konusudur. Lenfosit ve monosit
yapimi hayat boyunca siirer. Beyaz pulpay1 olugturan lenf folikiillerinin germinal

merkezleri (GC) ise, canh antijenle karstlagtiktan sonra sekillenir (Kelly 1984),

2.5. Asit Fosfataz
Asit fosfataz (ACP-az), miyelositler, polimorf niikleer lokositler, lenfositler,
plazma hiicreleri, megakaryositler, kan pulguklari ve mononikleer fagositik sistem
hiicrelerinde bulunan lizozomal bir enzimdir (Catowsky 1981). Ozellikle makrofajlar ¢ok

giclii ACP-az aktivitesi gosterirler (Li ve ark 1972).

Goldberg ve Barka (1962), insan perifer kan frotilerinde, en gigli ACP-az
aktivitesine monosit ve eozinofillerde rastlamiglar; bazofillerin ise negatif reaksiyon

verdiklerini tespit etmiglerdir.



Bir bagka calismada (Kaplow ve Burstone 1964) ise insan perifer kanindaki
lenfositlerin birkag adet iri graniilden olugan graniiler enzim pozitivitesi gosterdikleri,
monositlerin ise soluk ve sitoplazmaya dagilmig haldeki ince graniillerden olusan diffiiz

pozitivite gésterdikleri belirlenmistir.

Yang ve ark (1982)’nmin neoplastik ve non-neoplastik insan lenf yumrularinda
yapmig olduklart bir caliymada, ACP-az igin biri hem lenf yumrusu ve hem de kan
frotilerindeki T-lenfositlerinde gozlenen globuler pozitivite ile, sadece lenf yumrularindaki

T-lenfositlerinde tespit edilen graniiler pozitivite tiplerini gézlemislerdir.

Kobay, fare ve ratlarin timositlerinde, bir ya da iri birkag granil halinde veya
sitoplazmanin bir kutbunda toplanmis kiigiik graniller tarzindaki ACP-az pozitivitesi
gozlenirken; dalak ve lenf yumrulanindaki lenfositlerde ise diffiiz non-graniiler pozitivite

gozlenmektedir (Tamaoki ve Esner 1969, Seymour ve ark 1978).

Basso ve ark (1980) insanlarda timositlerde erken fotal donemde kazamlan ACP-
az pozitivitesinin dogumdan sonra da perifer kan T-lenfositlerinde de giiclii bir sekilde
gozlendigini bildirmislerdir Bununla birlikte tavuklarda, T-lenfositlerin ACP-az
pozitiviteleri konusunda farkli goérusler vardir. Glick (1988) ile Moriya ve Ichikawa
(1989), bursa Fabricii’deki lenf folikiillerinin korteks ve medullalan ile timus’un hem
korteks ve hem de medullasinda ACP-az iceren lenfositlerin bulundugunu; bu nedenle de
s6z konusu enzimin tavuk T-lenfositlerine 6zgli olmadigim1 bildirmislerdir. Bununla
birlikte, bu enzim pozitivitesinin, kanath lenfoid dokularinin geligimlerinin incelenmesinde
onemh bir kriter olabilecegini de ileri siirmektedirler (Glick 1988, Moriya ve Ichikawa
1989). Bazi arastiricilar (Graczyk 1984, Graczyk 1987, Slowik ve ark 1990) ise neo-natal
dénemde bursektomize ettikleri civcivlerin kan dokulant ile dalaklarindaki folikillerin
GC’lerinde ACP-az pozitif lenfosit oranlarinda onemli diasigler meydana geldigini
bildirmektedirler.

2.6. Beta Glukuronidaz

Asit hidrolazlar grubundan bir enzim olan (Pangalis ve ark 1978, Catowsky 1981)
beta glukuronidaz (BG-az), T-lenfositlerde, B-lenfositlerden daha yiksek oranda
bulunmaktadir (Pangalis ve ark 1978, Seymour ve ark 1978, Machin ve ark 1980).

Lizozomal bir enzim olduguna inamlmakla birlikte (Lorbacher ve ark 1967, Li ve ark

25



1972, Pangalis ve ark 1977), yapilan elektron mikroskopik c¢aligmalar enzimatik
pozitivitenin sitoplazmadaki dagilimi ile lizozomlar arasinda farklar oldugunu ortaya
koymakta ve bu durum da, her lizozomun BG-az icermeyebilecegini akla getirmektedir

(Lorbacher ve ark 1967).

BG-az aktivitesi, lenfoid dokulardaki T-lenfosit bolgelerindeki lenfositlerden
bagska makrofajlar (Lorbacher ve ark 1967, Ramos ve ark 1992), retikulum hiicreleri
(Ramos ve ark 1992) ve trombositlerde de (Lorbacher ve ark 1967) bulunur. Perifer kan
frotilerinde ise T-lenfositleri yaninda eozinofil ve nétrofil granilositler ile monositlerde de
BG-az aktivitesi tespit edilmigtir (Lorbacher ve ark 1967, Machin ve ark 1980).
Lenfositlerdeki pozitivite sitoplazmanmin bir kutbunda toplanmig olan bir ya da birkag
graniiller tarzinda gozlenirken (Lorbacher ve ark 1967, Yam ve Mitus 1968, Machin ve ark
1980, Ramos ve ark 1992), monosit ve makrofajlann pozitiviteleri ise sitoplazma iginde
homojen dagilmis, diffiiz non-graniiler tarzdadir (Lorbacher ve ark 1967, Machin ve ark
1980, Ramos ve ark 1992). Insanlarda ise, fotal dénemden itibaren T-lenfosit
olgunlagsmasmin ilerlemesi ile birlikte BG-az pozitivitesi orammin da arthd

bildirilmektedir (Basso ve ark 1980).

2.7. Alfa Naftil Asetat Esteraz

Alfa-naftil asetat esteraz (ANAE) lizozomal bir enzimdir (Knowles ve ark 1978,
Zicca ve ark 1981). Pratikte, gerek doku ve gerekse de perifer kan frotilerinde T-lenfosit,
B-lenfosit ve monositlerin birbirlerinden ayirdedilmelerinde yararlamilan bu enzimin
(Mueller ve ark 1975, Higgy ve ark 1977, Knowles ve Holck 1978, Pangalis ve ark 1978,
Ranki 1978, Knowles ve Halper 1980, Pruthi ve ark 1987, Ramos ve ark 1992), T-lenfosit
olgunlagmasinin ileri asamalarinda kazamldig bildirilmistir (Basso ve ark 1980). ANAE,
T-lenfosit olgunlagmasi sirasinda son dénemde kazanilan bir enzimdir. Nitekim Celik ve
ark (1992)’'min sigir fotislerinde yapmis olduklann bir c¢aligmada, fotiislerin perifer
kanlarinda ANAE pozitif lenfositlere gebeligin 60. giiniinde rastlamlmig, gebeligin
ilerlemesi ile birlikte pozitif lenfosit oranlarinin da arttig1 tespit edilmigtir. Oteki esteraz
grubu enzimler gibi aktive olan T-lenfositlerin sitotoksik fonksiyonlari ile makrofajlarin
fagosite ettikleri materyalleri parcalamalarinda etkinlik gosterdigine inamlmaktadir
(Mueller ve ark 1975). Basta insan olmak Uzere (Li ve ark 1972, Celik ve ark 1991),
sigirlar (Yang ve ark 1979, Kajikawa ve ark 1983), tavuklar (Maiti ve ark 1990), kopekler
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(Wulff ve ark 1981) ve farelerde (Mueller ve ark 1975) T-lenfositlerin ayriminda

yararlanilan bir enzimdir.

Timus dokusunda yapilan galigmalarda, timusun kortiko-medullar simra yakin
bolgelerindeki medullar timositlerin pozitif reaksiyon verdikleri halde, kortekste lokalize
olan timositlerin negatif reaksiyon verdikleri bildirilmektedir (Mueller ve ark 1975, Ranki
1978).

ANAE pozitivitesi, lenfosit, monosit ve makrofajlarda farkli sekillerde
gozlenmektedir. Insan perifer kan lenfositlerinde iki farkli pozitivite tipi tespit edilmigtir
(Higgy ve ark 1977, Zicca ve ark 1981, Celik ve ark 1991). Bunlardan ilki, bir ya da birkag
adet kirmuzi-kahverengi graniilden ibaret olan nokta tarzindaki pozitivite (Dot Like
Positivity Pattern), T-lenfositlere 6zgii olan pozitivitedir (Higgy ve ark 1977, Knowles ve
Holck 1978, Knowles ve ark 1978, Wulff ve ark 1981, Zicca ve ark 1981, Kajikawa ve ark
1983, Pruthi ve ark 1987, Celik ve ark 1991). Ikinci pozitivite tipi ise ince-graniiler
boyanmadir (Fine Granuler Positivity Pattern). Bu tarz boyanmanin “Null Cells” olarak da
adlandirlan hiicrelere 6zgii oldugu cesitli arastiricilar tarafindan ifade edilmektedir (Higgy
ve ark 1977). B-lenfositlerinin ise ANAE negatif reaksiyon verdigi bildirilmektedir
(Mueller ve ark 1975, Higgy ve ark 1977, Pangalis ve ark 1978, Ranki 1978, Pinkus ve ark
1979, Celik ve ark 1991). Monosit ve makrofajlarda ise sitoplazmada diffiz ve giigli bir
pozitivite gozlenmektedir (Higgy ve ark 1977, Pinkus ve ark 1979, Kajikawa ve ark 1983,
Celik ve ark 1991).

Lenfositlerde tespit edilen pozitivite tipleri goz dnline alinarak, lenfoid dokularda
yapilan ¢aligmalarda; ANAE pozitif hiicrelerin, lenf yumrularinda parakortikal (Mueller ve
ark 1975, Wulff ve ark 1981) ve interfolikiiler bolgelerde, tonsillalarda interfollikiiler
bolgelerde (Knowles ve Holck 1978), dalakta arteriya sentralis’i saran periarteriyoler
lenfoid kilifta (Mueller ve ark 1975, Knowles ve Holck 1978) ve timusta medulla
bolgesinde lokalize olduklan tespit edilmistir. Lenf yumrular ile dalak ve tonsillalarin lenf
folikiillerinin germinal merkezlerindeki lenfositler ile kortikal timositler ANAE negatif
reaksiyon vermektedirler (Mueller ve ark 1975, Knowles ve Holck 1978, Wulff ve ark
1981).
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Farkh tiirlerin perifer kanlarindaki ANAE pozitif lenfosit oranlar1 ise oldukca
degisiklik gostermektedir. Insanlarda %69-%75 (Ranki 1978, Celik ve ark 1991),
kopeklerde %56-%78 (Wulff ve ark 1981), tavuklarda %35 (Pruthi ve ark 1987) ve
sigirlarda ise %47,7 (Kajikawa ve ark 1983) oraninda ANAE pozitif lenfosit
bulunmaktadir.

Bu gahgmada dolli tavuk yumurtasina farkh dozlarda verilen AFB,’in, kanath
timusu, bursa Fabricii’si ve dalaginin embriyonal dénemdeki gelismeleri tzerindeki
etkilerinin belirlenmesi amaglandi. Calismada AFB;’in etkilerinin kulugkadan g¢ikistan
sonraki dénemde de belirlenmesi amaciyla kulugkadan ¢ikigin birinei giinii ve 4. haftasinda
kan ve lenfoid doku 6rnekleri alinarak s6z konusu organlar iizerinde histolojik ve enzim

histokimyasal yontemlerle incelemeler gergeklestirildi.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.2. Yumurta materyali:
Bu amagla, yemlerinde diizenli olarak aflatoksin kontrolleri yapilan ve dlgilebilir
diizeyde aflatoksin icermeyen yemle beslenen Babcock B-380 irki kahverengi yumurtac

damizhiklara ait toplam 651 adet yumurta kullamldi.

3.1.2. Aflatoksin By:
Calhigmada, kristalize haldeki saf aflatoksin B; standardi (Makor Chemical Co,

Jerussalem, Israel) kullamlda.

3.2. Metot

3.2.1. Aflatoksin By soliisyenlarmmin hazirlanmas:

Kristalize haldeki saf aflatoksin B; (AFB,) standardi, benzen icinde ¢ozdurilmek
suretiyle 20 pg/ml konsantrasyonunda AFB; igeren stok soliisyon hazirlandi. Bu soliisyon,
calismada kullanilacak olan her bir konsantrasyon grubu igin gerekli olan AFB;’i igerecek
hacimlerde steril haldeki farkhi tiplere (viallere) aktamlarak; karanlikta bekletildi ve
benzenin tamamen ugmasi saglandi. AFB; igeren tiiplere onceden belirlenen miktarlarda
%99,9’luk etil alkol (ETOH) ilave edilerek AFB; tamamen eritildi. Takiben etil alkol
konsantrasyonunu %30%a digiirmek amaciyla, soliisyonlara steril bidistile su ilavest
yapilarak istenilen konsantrasyonlarda AFB; iceren ¢aligma soliisyonlar1 hazirlandi. Bu
soliisyonlarin istenilen konsantrasyonlarda AFB,; igerip icermedikleri, standart plakalar
(Merck) kullanilarak ince tabaka kromotografisi (Thin Layer Chromotography, TLC) ve
Floresans Spektrofotometre (Perkin Elmer MPF 43-A; emisyon 425nm, eksitasyon 365nm
dalga boyunda) yoOntemleriyle kontrol edildi ve c¢ahgma soliisyonunun istenen
konsantrasyonlarda AFB; igermeleri saglandi. Tupler aliminyum folyo ile sanlarak

buzdolabinda +4 °C’de muhafaza edildi.
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3.2.2, Deney gruplarmmin olusturulmas: ve AFB; soliisyonlarmmin yumurtalara
verilmesi
Bu amagla yumurtalar, enjekte edilen AFB; miktarlan ve igerdikleri yumurta

adetleri agagida verilmis olan 7 gruba aynidi.

1.Grup (Kontrol-1): Hicbir islem uygulanmayan grup. Bu gruptaki toplam 86 adet
yumurtaya hicbir islem uygulanmad.

2.Grup (Kontrel-2): Seksen adet yumurtanin bulundugu bu gruptaki yumurtalar
kiit uglarindan delindiler ve derhal sivi parafinle kapatildiktan sonra kulugka makinasina
yerlestirildiler.

3.Grup (%30 ETOH-grubu): Seksenii¢ adet yumurtanin bulundugu bu gruptaki
yumurtalara kiit u¢larindan agilan delikten, hava kamaras: yoluyla 20 ul hacminde %30 luk
ETOH enjekte edildi.

4.Grup (5 ng AFB,; grubu): Seksensekiz adet yumurtanin bulundugu bu gruptaki
yumurtalara, kiit uglarindan acilan delikten, hava kamarasi yoluyla 20 pl hacminde
%30’luk ETOH icerisinde ¢cézduriimiis 5 ng AFB; enjekte edildi.

5.Grup (10 ng AFB,; grubu): Doksanyedi adet yumurtanin bulundugu bu gruptaki
yumurtalara, kit uglarindan agilan delikten, hava kamaras1 yoluyla 20 pl hacminde
%30’luk ETOH igerisinde ¢ozdiinilmiis 10 ng AFB; enjekte edildi.

6.Grup (20 ng AFB; grubu): Doksanyedi adet yumurtanin bulundugu bu gruptaki
yumurtalara, kit uclarindan agilan delikten, hava kamarasi yoluyla 20 ul hacminde
%30’luk ETOH igerisinde ¢ozdurilmiis 20 ng AFB; enjekte edildi.

7.Grup (40 ng AFB; grubu): Yizyirmi adet yumurtanin bulundugu bu gruptaki
yumurtalara, kiit uglarindan agilan delikten, hava kamaras: yoluyla 20 ul hacminde
%30’luk ETOH igerisinde ¢ozduriilmiis 40 ng AFB; enjekte edildi.

Bu iglemlerden 6nce tim yumurtalar tartildi ve kit uglan %96’lik etil alkol ile
dezenfekte edildi. AFB,’in enjeksiyonu igin hava kamarasi tercih edildi. Tim enjeksiyonlar
kulugka baslangicinda gergeklestirildi. Deliklerin agilmasinda 6zel yumurta delicisi
kullamldi. Deliklerin kapatiimasinda ise siv1 parafinden yararlanildi. Enjeksiyonlar steril
uglu mikropipet (Sealpette, Jencons, Finland) kullamlarak yapildi. Kulugka islemleri
S.U.Veteriner Fakiiltesi’nin Deneme Unitesi’ndeki 16.000 yumurta kapasiteli kulugka
makinasinda (Soktav) optimal kogullarda (37,8 °C sicaklik ve %65 nisbi nem)

gerceklegtirildi.
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3.2.3. Yumurtalarin acilmasi ve doku drneklerinin alinmasi

Timus ve bursa Fabricii’nin embriyonal dénemdeki gelisim agamalarim incelemek
amaciyla kulugkanin 7, 10, 12, 13, 15 ve 18. giinlerinde ve dalagn embﬁyonal gelisim
asamalarini incelemek amaciyla ise kulugkanin 12, 13, 15 ve 18. giinlerinde, her gruptan
6’sar adet yumurta agildi. Hamburger-Hamilton (1951) skalas1 esas alinarak embriyolarin
gelisme evreleri belirlendi. Embriyonal donemin 7 ve 10. ginlerinde ahinan doku
orneklerinin tamami %10’luk tamponlu formol sivisinda tespit edilirken; embriyonal
doénemin 12. giiniinden itibaren alinan doku &rneklerinin yarist %10’luk tamponlu formol
sivisina dier yarist da enzim histokimyasal galigmalarin gergeklestirilebilmesi amaciyla
her enzim igin 6zel olarak hazirlanan tespit sivilarina alindilar. Bu amagla alfa-naftil asetat
esteraz (ANAE) i¢in +4 °C’de tamponlu formol-siikkroz soliisyonu (Knowles ve Holck
1978), asit fosfataz (ACP-az) (Barka ve Anderson 1962) ve beta-glukuronidaz (BG-az)

(Lorbacher ve ark 1967) icin ise formol-kalsiyum soliisyonu hazirlandi.

Kuluckadan ¢ikigin ilk giinii ve kulugkadan ¢ikis1 takip eden 4.hafta sonunda her
gruptan 6’sar hayvandan kan ve doku émekleri alindi. Bu doku érekleri de iki parcaya
ayrilarak; bir yarist %10’luk tamponlu formol soliisyonunda tespit edilirken, diger yarisi da
yukarida belirtilen ve her enzim i¢in ayn olarak hazirlanan tespit sivilarinda 24 saat siireyle
tespit edildiler. Tespiti takiben +4 °C’deki Holt soliisyonuna aktanlan doku 6rnekleri bu
soliisyonda 22 saat bekletildi. Bu doku 6rneklerinden kriyostatta (Slee London) alinan 12
um kalinhgindaki kesitler, 6nceden formol-jelatin ile muamele edilmis olan lamlara

cekilerek oda sicakhiginda (20 °C’de) 30 dakika siireyle kurutuldu.

Alinan kan 6meklerinden her enzim tipinin perifer kandaki l6kositlerin pozitivite
oranlarinin belirlenmesi amaciyla 2’ser adet, 16kosit formiillerinin belirlenmesi amaciyla
da 2’ser adet froti hazirlandi. Havada kurutulan frotilerden ANAE demonstrasyonu
yapilacak olanlar -10 °C’deki glutaraldehid-aseton tespit soliisyonunda (pH=4,8) 3 dakika
(Maiti ve ark 1990), ACP-az demonstrasyonu yapilacak olan frotiler + 4 °C’de formol-
kalsiyum (pH=7) tespit soliisyonunda 10 dakika (Goldberg ve Barka 1962) ve BG-az
demonstrasyonu yapilacak olan frotiler ise formol-metanol (7v:3v) tespit soliisyonunda + 4
°C’de 1 dakika (Lorbacher ve ark 1967) siireyle tespit edildiler. Bu siirelerin sonunda

distile su ile 3 kez yikanan frotiler oda sicakhiinda kurutuldular.
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Kurumay takiben kesitler ve frotiler asagida ayrintilar1 verilen ve her enzim igin
ayrt ayr1 hazirlanan inkiibasyon soliisyonlarinda gerekli siirelerde inkiibe edildiler.
Inkiibasyon sonunda 3’er defa distile suyla yikanan preparatlara, asetat tamponunda

(pH=4,8) hazirlanmis olan %1’lik methyl-green (Merck) ile gekirdek boyas: uygulandi.

3.2.4. Alfa-naftil asetat esteraz (ANAE) demonstrasyonu

Inkiibasyon islemi

Bu amagla, pH’s1 5,0 olan tamponlu fosfat soliisyonunun 80 ml’sine 0,8 ml aseton
(Merck) igerisinde eritilen 20 mg substrat (alpha-naphthyl acetate, N-8505-Sigma) yavas
yavas damlatildi. Ardindan 2,4 ml %4°lik sodyum nitrit (S-3421, Merck) soliisyonu ile 2,4
ml pararozanilin (P-3750, Merck) (1 gr pararozanilin, 20 ml distile su, 5 ml konsantre HCI)
soliisyonunun 2 dakika siireyle bekletilmesi sonucunda elde edilen 4,8 ml hekzazotize
edilmis pararozanilin kangimi, substrat igeren tamponlu fosfat soliisyonuna eklendi.
Hazirlanan soliisyonun pH’s1 1N NaOH soliisyonu ile 5,8’e ayarlandiktan sonra siiziildii.
Bu inkiibasyon soliisyonu igerisinde kan frotileri 37 °C’de 2 saat, doku kesitleri ise oda
sicakliginda 10 dakika siireyle kontrolli bir sekilde bekletildiler. Kirmizi-kahverengi
graniillerin ortaya ¢ikmasinin ardindan inkiibasyon islemi sona erdirildi ve 3 kez distile su

ile yikanan preparatlara %1’lik methyl-green ile ¢ekirdek boyasi uyguland.

3.2.5. Asit fosfataz (ACP-az) demonstrasyonu

Inkiibasyon islemi

Bu amagla, pH’st 5,0 olan tamponlu Michael’in Veronal-asetat soliisyonu ile,
substrat olarak 1 ml N,N-dimetilformamide icerisinde ¢6zdarilmis 10 mg Naphthol AS-BI
phosphate (N-2125, Sigma) kullanildi. Tampon soliisyonunun 5 mi’sine ilave edilen T mi
substrat solisyonu, 13 ml distile su ile kanstinldiktan sonra 1,6 ml hekzazotize edilmis
(0,8 ml pararozanilin, 0,8 ml %4’lik sodyum nitrit) pararozanilin soliisyonu eklendi.
Kanigimin son pH’st IN NaOH solusyonu ile 5,0’e ayarlandiktan sonra siizildii.
Hazirlanan bu inkiibasyon soliisyonu igerisinde kan frotileri oda sicakhiginda 1 saat, doku
kesitleri ise 15 dakika kontrollii bir gekilde bekletildiler. Hiicre sitoplazmalarinda spesifik
kirmizi graniillerin olusumunun ardindan inkiibasyon iglemi sona erdirildi. Ug kez distile

su ile yrtkanan preparatlara %1°lik methyl-green ile ¢ekirdek boyas1 uygulandi.
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3.2.6. Beta-glukuronidaz (BG-az) demonstrasyenu

Inkiibasyon iglemi

Bu amagla, pH’s1 5,0 olan 0,1 M asetat tamponunun 50 ml’sine igerisinde 14 mg
substrat (Naphthol AS-BI glucuronic acid, N-1875, Sigma) ve 0,6 ml sodyum bikarbonat
soliisyonu (210 mg sodyumbikarbonat, 50 m! distile su) ilave edildi. Kromojen madde
olarakta 0,6 ml hekzazotize edilmis pararozanilin (0,3 ml pararozanilin, 0,3 ml %4’lik
sodyum nitrit soliisyonu) kullamldi. 5 ml substrat soliisyonu tizerine 6nce 0,6 ml kromojen
soliisyonu, ardindan da 5 ml distile su ilavesi ile elde edilen karigtmin son pH’s1 1IN NaOH
soliisyonu ile 5,2°ye ayarlanarak siiziildii. Hazirlanan bu inkiibasyon soliisyonunda kan
frotileri 37 °C’de 3 saat, doku kesitleri ise 30 dakika siireyle kontrollii sekilde bekletildiler.
Spesifik kirmizi graniillerin olusumunun ardindan inkiibasyon sona erdirildi ve 3 kez

distile su ile yikanan preparatlara %1°lik methyl-green ile ¢ekirdek boyasi uygulandi.

Yiizde onluk tamponlu formol sivisinda tespit edilen dokular rutin histolojik
metotlarla takipleri yapilarak parafinde bloklandilar. Bloklardan alinan 6 um kalinhgindaki
kesitler Crossman’in ii¢lii boyamast (Culling ve ark 1985), methyl-green pyronin (Stewens
ve Bancroft 1990), Gordon ve Sweets’in retikiiler iplik boyamas: (Bradbury ve Gordon
1990) ile Pappenheim’in Panoptik boyama (Konuk 1981) yontemleriyle boyandilar. Her
gruptan alinan bir kesite ise periodic-acid schiff (PAS) reaksiyonu uyguland: (Cook 1990).

Yapilan mikroskobik incelemelerde, ANAE demonstrasyonu yapilan frotilerdeki
lenfositlerden 1-5 arasinda deSisen sayilarda kiremit kirmizisi-kahverengi graniile sahip
olan lenfositler ANAE pozitif olarak kabul edilirlerken; reaksiyon géstermeyenler ANAE
negatif olarak degerlendirildiler. Doku kesitlerinde ise bir ya da birkag adet kirmizi-
kahverengi graniile sahip olan lenfositler ANAE pozitif olarak kabul edilirken; reaksiyon

gostermeyenler ANAE negatif olarak degerlendirildiler.

ACP-az demonstrasyonu yapilan frotilerdeki lenfositlerden 1-3 arasindaki sayida
kirmizi graniile sahip olan lenfositler ACP-az pozitif olarak kabul edilirken; reaksiyon
gostermeyenler ACP-az negatif olarak degerlendirildiler. Doku kesitlerindeki lenfositler de

benzer sekilde degerlendirildiler.

BG-az demonstrasyonu yapilan kan frotileri ve doku kesitlerindeki lenfositlerden

de 1-3 arasinda kirmizi graniile sahip olan lenfositler BG-az pozitif olarak kabul edilirken;
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reaksiyon gostermeyenler BG-az negatif olarak degerlendirildiler. Doku kesitlerindeki

lenfositler de benzer sekilde degerlendirildiler.

Enzim demonstrasyonu yapilan kan preparatlarinin her birinde toplam 200 adet
lenfosit sayilarak pozitif lenfosit oranlan belirlenirken, May-Griinwald-Giemsa (Konuk
1981) yontemi ile boyanan diger kan preparatlarinda farkli 16kosit tiplerinin oranlan (%)

tespit edildi.

Hazirlanan preparatlar Leitz Laborlux-12 model arastirma mikroskobunda
incelenerek; gerekli goérilen bolgelerin fotograflarni Leitz Ortholux-II model arastirma

mikroskobuyla ¢ekildi.

3.2.7. Istatistiki analizler

Embriyonik 6liim oranlarimin belirlenmesinde khi-kare testi uygulamrken, kan
saymm sonuglart Aci (Arc Sinus) transformasyon metodu kullanilarak analiz edildiler
(Y1ldiz ve Bircan 1991). Bu metoda gore, transforme edilen verilere tek yonlii varyans
analizi yapildi. Gruplarin parametrelerinin birbirleriyle karsilagtirmalarinda Tukey
testinden yararlanilirken, verilerin tablolastirilmasinda transformasyon Oncesi gercek

degerler kullanild1.
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4. BULGULAR

4.1. Embriyonik Oliim Cranlari ve Makroskopik Bulgular

Calismada kullanilan 651 adet yumurtanin toplam 620 adedi fertil olup, ortalama
infertilite oram % 4,76 olarak tespit edildi. Embriyonik 6liim oranlannin belirlenmesinde
yalnizca embriyo igeren yumurta sayilari esas alindi. Kontrol-1 grubunda mortalite %1,204
iken, yalmzca delip-kapatilan yumurtalardan olusan kontrol-2 grubunda ise bu deger
%7,89 idi (Grafik 4.1). Solvent olarak kullamlan %30’luk etanol (%30 ETOH)
soliisyonunun verilmis oldugu yumurtalardaki mortalite ise % 20,25 olarak tespit edildi.
Tablo 4.1°de de goruldigii gibi AFB, verilen gruplardaki mortaliteler oldukga yiiksekti. Bu
deger, 5 ng AFB, grubunda % 41,66 iken, 10 ng AFB, grubunda % 43,47 olarak tespit
edildi. Bu iki grubun mortalite degerleri arasindaki fark 6nemsiz (p>0,05) iken, diger
gruplarin mortalite degerleri arasindaki farklar énemliydi (p<0,05). Ozellikle 20 ng ve 40
ng AFB; gruplarinin mortalitelerinin olduk¢a yiiksek oldugu (sirasiyla % 80,43 ve %

91,22) dikkati cekti.

Kontrol-1, kontrol-2 ve % 30 ETOH gruplarindaki embriyolarin Hamburger-
Hamilton (1951) skalasina (H-H) uygun gelisme evreleri gosterdikleri halde, AFB; verilen
yumurtalardan elde edilen embriyolarda doza bagli olarak artan oranlarda gelisme
gerilikleri ve anomaliler gozlendi (Sekil 1 ve 2). Genel gelisme geriligi yaninda karin
duvarinin kapanmamas: sonucu karin organlarinin diganida olmasi (Schistosoma reflexum)
(Sekil 3), makas gaga (Sekil 4) ve unilateral mikroftalmi en sik rastlanan anomali tipleri idi
(Sekil 5).

AFB,; wverilen gruplardan, 5 ng AFB; grubundaki embriyonik &limlerin
gogunlukla kulugkann ilk 7 giniinde (HH-31) gergeklestigi halde, 10 ve 20 ng AFB,
gruplarindaki embriyonik oliimler daha ¢ok kulugckanin ilk 4,5 gininde (HH-25)
gerceklesti. Verilen AFB; dozunun artmasiyla birlikte, 6zellikle 40 ng AFB; grubunda
olusan embriyonik 6liimlerin, kulugkanin daha erken evrelerinde ve ozellikle de itk 70-72.
saatlerinde (HH-20) gerceklestigi dikkati c¢ekti (Grafik 4.2). Bu grupta embriyolarn
tamaminin 6ldiigi ve en ileri asamadaki embriyonun 15.gine ait oldugu (HH-41-42) tespit
edildi.
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Deney gruplarindan, 5 ve 10 ng AFB; gruplaninda diigik oranlarda (sirasiyla %8,5
ve %12,5), ancak 20 ve 40 ng AFB, gruplardaki yumurtalarda daha yiiksek oranda
(srrasiyla %17,5 ve %27,8) olmak iizere, embriyonal disk sahasinin (diskoblastula) area
opaca’sini olugturan hiicrelerin agir gogalarak disk sahasinin periferine yayildiklar ve area
pellucida’yr saran kalin bir hiicresel yiizitk olusturduklan gozlendi (Sekil 6). Boyle
yumurtalarin 6nemli bir oranminda area pellucida disa dogru fitiklagmug haldeydi (5, 10, 20
ve 40 ng' AFB; gruplarinda sirasiyla %2,8, %S5, %10,8 ve %14,4). Area opaca’y1 olugturan
ve kalinlasmis hiicresel katmandan alinan kesitlerdeki area opaca hiicreleri epiteloid

karakterdeki hiicreler halinde gozlendiler (Sekil 7 ve 8).

4.2 Kontrol ve Deney Gruplarinda Timusun Embriyonal Gelisimi
4.2.1.Kulugkanin yedinci giinii

Her iki kontrol grubunda da kulugkanin yedinci giiniinde sulcus jugularis boyunca
vena jugularis’e paralel olarak yerlesmis olan taslak halindeki timus loplarinda, taslak
icerisine infiltre olmus haldeki iri-bazofilik hiicreler gozlendi (Sekil 9). Bu donemde iri
bazofilik hiicrelere, perifer kan preparatlarinda da rastlandi (Sekil 10). Aym: donemde
deney ve kontrol gruplarinin timus taslaklari arasinda belirgin histolojik farklar

gozlenmedi.

4.2.2. Kulugkanm onuncu giini

Onuncu giinde kontrol grubundaki hayvanlarin timus taslag: sulcus jugulariste
arahklarla yerlesmis ve genis mezenkimal alanlarla birbirlerinden ayrilmis olan kiigiik
loplardan olugmaktaydi. Bu loplarin merkezi bélgelerinde vaskiilarizasyonun artmig
oldugu dikkati g¢ekti (Sekil 11). Bu donemde, deney gruplarindan 20 ve 40 ng AFB,
gruplarindaki embriyolarda timusun gelisiminin belirgin bir sekilde baskilanmis oldugu ve

taslak halindeki loplarin daha kiigiik oldugu tespit edildi ($ekil 12).

4.2.3. Kulugkanm onikinci giinii

Kuluckanin onikineci giiniinde, kontrol grubu hayvanlarda loplari saran kapsiili
olusturacak olan mezenkimal dokunun biraz daha geligmis oldugu ve loplari tam olmayan
lopguklara ayirdigt goézlendi. Bu doénemde loplarin merkezi bolgelerindeki kan
damarlarindaki artig  dikkati ¢ekerken, korteks-medulla aymmi tam olarak
yapilamamaktayd: (Sekil 13). Ancak, PAS pozitif reaksiyon veren dejenere retikulum

hiicrelerine ilk kez bu donemde loplarin orta bolgelerinde rastlandi ($ekil 15). Loplan
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saran mezenkimal doku ile bunun loplann igine giren dallarinda retikiiler ipliklere de ilk

kez bu donemde rastlands.

Deney gruplarinda ise loplardaki gelisimin, kontrol gruplarindakinden oldukga
geride ve geligme geriliginin, 6zellikle 40 ng AFB, grubundaki embriyolarin timuslarinda
daha belirgin oldugu, aym zamanda loplarin merkezi bolgelerindeki vaskiilarizasyonun da
dikkati ¢ekecek bigimde daha zayif oldugu goze carpmaktayd: (Sekil 14). Kontrol-1
grubunda, alfa naftil asetat esteraz (ANAE) pozitivitesi gosteren ve lenfosit morfolojisine
sahip olan hiicrelere ilk kez bu déneme ait timus dokusu 6rneklerinde rastlandig halde
(Sekil 16), aym dénemden alinan kan orneklerinde ANAE pozitif lenfosit gbzlenmedi. Bu
donemde timus kesitlerindeki lenfosit morfolojisine sahip olan az sayidaki hiicrede asit
fosfataz (ACP-az) pozitivitesi tespit edildi (Sekil 17). Perifer kanda ise ACP-az pozitif
lenfosite nadiren rastlandi (Sekil 18). Timus dokusundaki lenfositlerde gézlenen pozitivite
tipi gogunlukla hiicrenin bir kutbunda yerlegsmis olan tek bir kirmizi graniil tarzindayken
(Sekil 19), perifer kanda bir ya da birkac adet kirmiz1 graniil tarzindayds (Sekil 20, oklar).
Ayrica yine bu doéneme ait perifer kan 6meklerindeki trombositlerde de ACP-az
pozitivitesi tespit edildi (Sekil 20, ¢ift oklar). Deney gruplarindan elde edilen ACP-az
pozitivitesi oranlari, kontrol gruplarindakinden belirgin bigimde daha dusikti. Nitekim
istatistiksel analiz sonuglar1 gruplar arasindaki farklarin énemli oldugunu gostermektedir

(p<0,05, Tablo 4.2, Grafik 4.3).

Kulugkanin onikinci giiniinde perifer kanda beta glukuronidaz (BG-az)
pozitivitesi gosteren lenfositlere rastlanmadi. Bu dénemde timus dokusundaki az sayidaki
lenfositte zayif BG-az aktivitesi tespit edildi. BG-az pozitivitesi ACP-az pozitivitesi ile

biiyiik benzerlik gostermekteydi (Sekil 21).

4.2.4.Kulugkann eniigiincii giinii

Kulugkanin oniigiincii giiniinde, timus loplarinda, hiicreden nispeten fakir olan ve
soluk boyanan medulla ile hiicreden zengin ve koyu boyanan korteks, birbirlerinden az da
olsa ayrilabilmekteydi (Sekil 22). Ozellikle lopguklarin korteks bolgelerinde,
sitoplazmalarinda boya alan graniillere sahip makrofajlar (Tingible Body Macrophage,
TBM) siklikla gozlendi (Sekil 23). Bu donemde, deney gruplarindan alinan timus loplan
kesitlerinde yapilan incelemelerde, tzellikle 20 ve 40 ng AFB; gruplarinda belirgin bir

gelisme geriligi dikkati ¢ekti. Bu gruplarda korteks-medulla ayirimi belirgin degildi (Sekil

37



24). Bu dénemde de hem kontrol ve hem de deney gruplarinin perifer kanlarinda ANAE
pozitif lenfosite rastlanmadi. Ancak ACP-az pozitivitesi gosteren lenfosit oranlarinda
belirgin artiglar gozlendi. En yiiksek orana kontrol-1 grubu sahip iken bunu sirasiyla
kontrol-2, %30 ETOH, 5 ng AFB,, 10 ng AFB,, 20 ng AFB; ve 40 ng AFB,; gruplan
izledi. Kontrol-1 grubunun ACP-az pozitif lenfosit oram 10 ng, 20 ng ve 40 ng AFB,;
gruplarininkinden 6nemli oranda (p<0,05) yiiksek bulundu (Tablo 4.2). Bu donemde, baz
trombositler ile graniilositer serinin bazi hicrelerinde de diffiiz sitoplazmik ACP-az
pozitivitesi saptandi (Sekil 25). Timus dokusunun genel histolojik yapisi, onikingi
gindekine biiyiik benzerlik géstermekle birlikte; ACP-az pozitif hiicrelerde, 12.giine ait

timus dokusuna nazaran belirgin bir azalma dikkati gekti.

Perifer kan lenfositlerinde BG-az pozitivitesine ilk kez bu dénemde ve oldukca
dusiik oranda (% 2) rastland:. (Sekil 26). Timustaki az sayidaki lenfositte BG-az aktivitesi

gozlendi.

4.2.5.Kulugckanin enbesinci giinii

Kulugkanin onbesinci giiniinde, loplardaki korteks ve medulla bolgeleri
13.giindekinden daha belirgin olarak ayrilmakta ve hiicreden zengin oldugu igin koyu boya
alan kortekste c¢ogunlukla kigiik lenfositler bulunmaktayd: (Sekil 27). Medullada,
eozinofilik graniillere sahip hiicre infiltrasyonu goze garpmaktaydi. Bu dénemde loplan
saran kapsiil ve bunun lopguklar arasinda uzanan dallan iginde retikulum iplikleri artmis

durumdayd:.

Deney gruplarindan ozellikle 20 ve 40 ng AFB; gruplarimin timuslarindaki
belirgin geligsme geriliginin bir sonucu olarak loplarin, kontrol gruplari ile 5 ve 10 ng AFB;
gruplarindakinden belirgin bicimde daha kiigiik olduklart ve loplarda korteks-medulla
ayiiminin da daha az belirgin oldugu dikkati gekti.

Timus kesitlerinde ANAE pozitif lenfositlere loplarin merkezi bolgelerinde

siklikla rastlandi. Bu dénemde de perifer kanda ANAE pozitif lenfosite rastlanmad.

ACP-az pozitif lenfositlere bu donemde de perifer kanda siklikla rastland1 (Sekil
28). Trombositler ile bazi granilositlerde de ACP-az pozitivitesi gozlendi. ACP-az

oranimn ondgiincii giindekinden biraz daha dusiik oldugu tespit edildi. Perifer kandaki
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ACP-az porzitif lenfositlerin 10, 20 ve 40 ng gruplarindaki oranlarinin, kontrol
gruplarininkilerden 6nemli (p<0,05) oranda daha dugik olduklar: tespit edildi (Tablo 4.2).
Bu dénemde loplarin hem korteks ve hem de medullalarinda ACP-az pozitif lenfositlere
rastland1 (Sekil 29). Aym dénemde 20 ve 40 ng AFB,; gruplarinda timus loplarindaki
belirgin geligme geriligine bagh olarak timus kesitlerinde ACP-az pozitif hiicrelere de daha
seyrek rastlandi. Perifer kan 6rneklerinde yapilan incelemelerde gruplarin higbirinde BG-
az aktivitesine sahip lenfosit bulunmadigi ve timus dokusunda da BG-az pozitif

lenfositlerin belirgin bir gekilde azalmig oldugu dikkati gekti.

4.2.6.Kuluckanin onsekizinci giinii

Kulugkanin onsekizinci giiniinde timusun histolojik gelisiminin hemen hemen
tamamlanmig oldugu ve loplarda korteks-medulla ayriminin oldukga belirgin oldugu tespit
edildi ($ekil 30). Loplarin interlobuler bag dokusu bolmelerinin geniglemis, medulla
bolgelerindeki vakiilarizasyonun da oldukga belirgin bir sekilde artmis oldugu ve bu
bolgedeki PAS pozitif dejenere retikulum hicreleri ile kistik yapilarin irileserek
belirginlestikleri dikkati ¢ekti (Sekil 31). Ayrica iri ve piromnofilik sitoplazmal: hiicrelere
de bolgede siklikla rastland: (Sekil 32). Loplart saran kapsiil ile bunun organ igerisine
gondermis oldugu bélmelerdeki retikulum ipliklerinin daha kalin demetler olusturduklar

tespit edildi (Sekil 33).

Perifer kanda ANAE pozitivitif lenfositlere itk kez kulugkanin onsekizinci giiniinde
ve oldukga diisiik oranda (%2) rastland: (Sekil 34). Bu dénemden alinan timus kesitlerinde
ANAE poazitif lenfositlere dnceki donemlerdekinden daha siklikla rastlandi. Medullada,
sitoplazmalarinda sodyum florid (NaF)’e duyarl, diffiiz graniler ANAE pozitivitesi

gosteren retikulum hiicreleri ve makrofajlar da siklikla gozlendi.

Perifer kanda ACP-az aktivitesine lenfositler, trombositler ve baz1 graniilositer seri
hiicreleri ile monositlerde de rastlandi. BG-az aktivitesine ise sadece monositlerde

rastlanirken, timus kesitlerinde ise az sayida BG-az pozitif lenfosit giize carpmaktayd.
Yapilan istatistiksel analiz sonuglan, sadece 20 ng AFB; grubunun diger gruplardan

o6nemli oranda (p<0,05) daha digiik ACP-az pozitif lenfosit oranlarina sahip oldugunu
ortaya koydu (Tablo 4.2).
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4.2.7. Kuluckadan ¢ikisin ilk giinii

Kulugkadan g¢ikigin ilk giiniinde histolojik gelisimi tamamlanmig olan civciv
timusu loplarimin ve medulla bélgesinde yer alan kistik yapilarin, kuluckanmn onsekizinci
giniindekinden biraz daha irilestikleri dikkati ¢ekti (Sekil 35). TBM’lere bu donemde
ozellikle kortekste stklikla rastland:. Bu hiicrelerin sitoplazmalarinda g¢ok sayida apoptotik
cisimciklerin fagosite edilmig sekilleri olan cisimciklerin bulundugu dikkati ¢ekti (Sekil
36). Loplarin medullalarindaki PAS pozitif Hassal cisimcikleri ile kistik yapilarin biraz
daha irilegmis olduklan gozlendi. Loplarin retikulum iplikleri aginin daha da gelistigi ve
yayginlagtig: dikkati gekti (Sekil 37). Kontro! gruplar ile %30 ETOH, 5 ng AFB; ve 10 ng

AFB,; gruplarinin timuslar: arasinda belirgin histolojik farklar tespit edilmedi.

Bu donemde, gruplarin perifer kan lenfosit oranlan ile ANAE pozitif lenfosit
oranlart Tablo 4.3°de verilmistir. Tabloda da gorildigi gibi kontrol gruplan ile %30
ETOH grubu arasindaki farklarla, 5 ile 10 ng AFB; gruplan arasindaki farkin énemli
olmadig: (p>0,05), ancak AFB,; verilen gruplarin dnemli oranda (p<0,05) diisiik lenfosit ve
ANAE pozitif lenfosit oranlarina sahip olduklan dikkati ¢ekti (Tablo 4.3).

Bu donemde, gruplanin ACP-az pozitif lenfosit oranlari kulugkanin onsekizinci
giniindekinden daha yiiksek olmakla birlikte; gruplar arasindaki farklar onemsiz bulundu
(p>0,05, Tablo 4.2). Timus kesitlerinde ise ACP-az pozitif lenfositlere hem korteks ve hem
de medullada rastlandi. Her iki bolgede de diffiiz pozitivite gosteren retikulum hiicreleri ve
makrofajlar gozlendi ($ekil 38). Perifer kan orneklerinde BG-az pozitif lenfosite
rastlanmazken, monositlerde diffiiz pozitivite tespit edildi (Sekil 39). Timus kesitlerinde
ise, korteks-medulla simrina yakin bolgelerde lokalize olan az sayida BG-az pozitif

lenfosite rastland: (Sekil 40).

4.2.8. Kuluckadan cilag: takip eden dordiincii hafta

Kulugka sonrast dénemin dordiincii haftasinda timus loplarinin medullalarindaki
kistik yapilar ile Hassal cisimciklerinin irilestikleri ve sayilarinin artmig oldugu (Sekil 41),
bu yapilarin merkezi bolgelerinde dejenere lenfositlerle graniilositierin  bulundugu
gozlendi. Medulla bolgesinde ikiger-tigerli gruplar halinde plazma hiicrelerine de rastland1.
Loplarn saran kapsilden g¢tkan retikulum iplikleri, interlobuler intersitisyumda devam
ederek bolgedeki damarlarin tunika adventisyalarina karigmaktaydi. Loplarin histolojik

yapilarinda gruplar arasinda belirgin farklar gézlenmedi.
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Bu dénemde gruplarin perifer kan lenfosit oranlan ile ANAE pozitif lenfosit
oranlari arasindaki farklarin énemsiz (p>0,05) oldugu tespit edildi (Tablo 4.3). ANAE
pozitif lenfositlere timus dokusunda gogunlukla medullada rastlanirken, gerek medullada
ve gerekse de kortekste NaF’a duyarh, diffiz ANAE pozitivitesi gosteren retikulum

hiicreleri ve makrofajlar gozlendi (Sekil 42).

Aynmi donemde, perifer kan lenfositlerinde, heterofillerde, eozinofillerde ve bazi
trombositler ile monositlerde ACP-az pozitivitesi gozlendi (Sekil 43). Tablo 4.2°de de
gorildugu gibi gruplarin ortalama ACP-az pozitif lenfosit oranlan arasindaki farkin
onemsiz (p>0,05) oldugu tespit edildi. Timusun hem korteks ve hem de medullasinda
ACP-az porzitif lenfosite rastlandi. Medulladaki retikulum hiicreleri ile makrofajlarin diffuz
pozitif reaksiyon verdikleri belirlendi (Sekil 44).

Bu donemde perifer kan lenfositlerinde BG-az pozitivitesi gozlenmemekle
birlikte, monositlerde diffiiz pozitivite tespit edildi (Sekil 45). Timus kesitlerinde ise tek
tik BG-az pozitif lenfosit gozlenirken, retikulum hiicreleri ve makrofajlarin diffiiz pozitif
reaksiyon verdikleri dikkati cekti (Sekil 46).

4.3. Kontrol ve Deney Gruplarinda Bursa Fabricii’nin Embriyonal Gelisimi

4.3.1.Kulugkann yedinci giinii

Bu doénemde organ taslagi, son baZirsak kanalinin dorsalinde yer alan epitel
tomurcugu halindeydi. Amniyon boslugundan kloakal plak ile ayrilan organ taslaginin
merkezi bir limene sahip oldugu ve igini doseyen epitelde intraseliiler ve interseliiler
lokalizasyonlu vakuollerin bulundugu dikkati gekti. Bu doneme ait kan preparatiarinda
gozlenen iri bazofilik hiicrelere organ taslaginin derin mezenkiminde ve yer yer merkezi

limenin i¢ini dégeyen epitelin bazal membranina yakin bolgelerde de rastland: ($ekil 47).

Organ taslaginin histolojik yapisinda, kontrol ve deney gruplart arasinda belirgin

fark gozlenmedi.

4.3.2. Kuluckann enuncu giinii
Bu dénemde kontrol grubundaki embriyolarda organ taslaginin epitel ortiistiniin

limene dogru evagine olarak plikalann gekillendirmeye basgladigi gozlendi (Sekil 48).
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Epitelin altindaki mezenkimal bolgedeki iri-bazofilik hiicrelerin sayisi artmig durumdaydi
(Sekil 49).

Deney grublarmdan 20 ve 40 ng AFB; gruplannin bursa Fabricii taslaklarinda ise
plika gekillenmesinin belirgin bir gekilde baskilanmg oldugu ve aym zamanda epitel
altindaki mezenkimal bélgede iri-bazofilik hiicrelerin de nispeten daha az sayida olduklan
dikkati ¢ekti (Sekil 50).

4.3.3.Kuluckanm onikinci giinii

Bu doénemde, kontrol gruplarinin organ taslaklarinda plika olusumunun
tamamlanmg oldugu; iri-bazofilik hiicrelerin topluluklar olusturduklan bolgelerde epitelde
yer yer epitel tomurcuklarinin sekillenmeye bagladif1 ve bolge epitel hiicrelerinin, bazal
yiizlerinde toplanan iri-bazofilik hiicrelerin neden oldugu basingla kismen yassildiklan
dikkati ¢ekti (Sekil 51). Organ mezenkiminde yer yer eritropoietik ve graniilopoietik

odaklara da rastlandz.

Deney gruplarindan 10, 20 ve 40 ng AFB, gruplarinin bursa Fabricii taslaklarinda
ise heniiz epitel tomurcuklarinin sekillenmelerinin basglamamis oldugu dikkati gekti (Sekil
52).

Bu donemde, diffiiz tarzda ANAE, ACP-az ve BG-az pozitivitesine sahip olan az
sayidaki monosite, organ taslaginin derin mezenkimal bélgelerinde rastlandi. Bununla
birlikte aym bolgelerdeki eritropoietik ve graniilopoietik odaklarda bulunan bazi

hiicrelerde de diffiiz pozitivite gozlendi.

4.3.4. Kuluckanin eniigiincii giinii

Bu donemde, epitel tomurcuklarinin irileserek bir yandan limene dogru belirgin
¢ikintilar olugtururken, diger yandan da alttaki mezenkime invagine olduklar gézlendi. Bu
gorinimii ile organda lenf folikilii gekillenmesinin histolojik organizasyon agamast
baglamig durumdaydi (Sekil 54). Tomurcuklarin ortalarindaki bazofilik hiicrelerin
cepecevre, son bagirsak endodermi kokenli hiicreler tarafindan gevrelendigi ve.tomurcugun
bazal yiziindeki subnodiler hiicrelerin, yizey epitelinin devam: olan bazal membrana
oturduklan dikkati ¢ekti. Geligmekte olan folikiillerin limene bakan yiizlerini orten epitel

hiicrelerinden limene komgu olanlarinin, bazofilik hiicre toplulugunun olusturdugu
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basingla yassilip dejenere olduklar1 ve bunlarin yerini epiteloid karakter kazanan bazofilik
hiicrelerin aldig1 saptandi. Ilk kez bu donemde bazofilik hiicre toplulugu iginde lenfosit
morfolojisine sahip hiicreler gozlendi (Sekil 53). Deney grupldnndan 10, 20 ve 40 ng
AFB; gruplarmdak{ bursa Fabricii taslaginda folikil gelisiminin heniiz baglamami§ oldugu
dikkati ¢ekti (Sekil 55). Bursa Fabricii kesitlerinde yapilan ANAE demonstrasyonu ile elde
edilen sonuglar, onikinci giindekilere biyitk benzerlik gdstermekte olup; bu bulgulara ek
olarak organ mezenkimindeki eritropoietik ve graniilopoietik odaklardaki bazi hiicrelerde

de NaF’a duyarl: diffiiz pozitivite tespit edildi.

ACP-az demonstrasyonu sonuglari ise onikinci giinde elde edilen bulgularla
biiyitk benzerlik gostermekteydi. Ozellikle gelismekte olan lenfoid folikiillerin merkezi
bolgelerindeki lenfosit morfolojisine sahip bazi hiicrelerin graniiler pozitivite gosterdikleri

dikkati ¢ekti (Sekil 56).

Bu dénemde, organ kesitlerinden elde edilen BG-az demonstrasyonu sonuglar,
aym donemin ACP-az demonstrasyonu sonuglarina biiyitk benzerlik gostermekteydi.
Organ taslaginin mezenkimindeki eritropoietik ve graniilopoietik odaklardaki hiicrelerin
onemli bir kismu diffiz pozitivite gosterirken; tomurcuklarin merkezi bélgelerindeki
lenfosit morfolojisine sahip az sayidaki hiicrenin graniler pozitivite gosterdikleri tespit
edildi.

4.3.5.Kulugkanin cnbesinci giini

Bu dénemde, kontrol grubundan alinan organ kesitlerindeki tomurcuklarin daha
iyt organize olduklan ve lenf folikiiliiniin yapisal 6zelliklerini kazanmaya basladiklan
tespit edildi. Aynica bu yapilarnn irilegmis olduklart da dikkati ¢ekti (Sekil 57).
Tomurcuklarin 6zellikle merkezi boélgelerinin, organa 6zgii lenf folikiillerinin medulla
bolgelerinin genel histolojik yap: 6zelliklerini biyik oranda kazanmig oldukiarn gozlendi.
Folikillerin limene bakan yiizlerini 6rten ve yassilagan epitel hiicrelerinin yer yer dejenere
olduklart ve bunlarin yerini epiteloid karakter kazanan mezenkimal hiicrelerin alarak
folikiil iligkili epitel (FAE)’i olugturduklan dikkati g¢ekti. Organ bu dénemde, distan
fibromiiskiiler bir katmanla g¢evrelenmig durumdaydi. Bu donemde de organin bag
dokusunda yaygin graniilopoietik odaklara rastlandi. Lenf folikiillerini, oldukga geligmis
bir retikulum iplikleri aginin gevreledigi tespit edildi (Sekil 58).
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Deney gruplarindan 6zellikle 10, 20 ve 40 ng AFB; gruplarindan elde edilen
embriyolarin bursa Fabricii’lerinde lenf folikiillerin gelisiminin belirgin bigimde
baskilanmig oldugu dikkati ¢ekti. Bu gruplarda, az sayida ve epitel tomurcugu olusumu
agamasindaki, kug:uk lenf folikiilii taslaklanina rastlandi. Ayrica bag dokusundaki yogun
eozinofilik hiicre infiltrasyon alanlar, deney gruplaninda siklikla rastlanan bulgulard:
(Sekil 59).

Kontrol gruplanmn  bursa Fabricii  kesitlerinde gergeklestirilen ANAE
demonstrasyonunda, NaF’a duyarli ve diffiz pozitivite gosteren retikulum hiicreleri ve
makrofajlarin yam sira folikiillerin merkezi bolgelerinde az sayida ANAE pozitif lenfosit
gozlendi. Ayrica bursa Fabricii’nin bag dokusunda eritropoietik ve graniilopoietik
odaklarda ve folikiillerin merkezi bolgelerinde az sayida ACP-az pozitif lenfositlere de
rastlandi. ACP-az pozitivitesi interfolikiiler epitel (IFE)’i olusturan epitel hiicrelerinin

apikal sitoplazmalarinda da gozlendi,

Bu dénemde BG-az pozitif lenfositlere, oniigiincii giindekinden daha az siklikla
rastlandi. BG-az pozitif lenfositler ¢gogunlukla interfolikiiler bag dokusunda yerlesirken, az
sayidaki BG-az pozitif' hiicre ise subnodiiler epitele yakin konumda lokalize olmusg

durumdaydi.

4.3.6. Kulugkanin ensekizinci giinii

Bu dénemde, organdaki lenf folikiillerinin histolojik gelisimlerinin biytik dlgiide
tamamlanmg oldugu ve organin lamina propriyasim tamamen doldurmug olduklan
gozlendi. IFE nin bazal membraninin devami olan bir bazal membran iizerine oturan
kortiko-medullar sinir hiicrelerinin hemen disginda birkag sira lenfositten olugan folikiil
korteksinin gekillenmeye basladign dikkati ¢ekti (Sekil 60). Retikiler iplik boyamas:
uygulanan kesitlerde, FAE’nin bazal membraninin bulunmadig: dikkati ¢ekti (Sekil 61).
IFE’yi olugturan epitel hiicrelerinin apikal sitoplazmalarinin PAS ile pozitif reaksiyon
verdikleri gozlendi. Interfolikiiller bag dokusunda ve folikiiler medullada plazma

hiicrelerini andiran pironinofilik hiicrelere rastland.

Deney gruplarindan 10 ve 20 ng AFB; gruplarinin bursa Fabricii’lerindeki lenf
folikiilii gelismesinin baskilanmasina bagh olarak, lenf folikiillerinin kontrol gruplariyla

kargilasgtirildiginda oldukga kiiciik kaldiklan ve interfolikiiler bag dokusunun da nispeten
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daha genis oldugu gozlendi (Sekil 62). Ayni zamanda FAE’nin geligsmesinin

tamamlanmadid, bu epitelin yass: ve dejenere hiicrelerden olustugu dikkati gekti.

Bu dénemde kontrol gruplarindan alinan bursa Fabricii kesitlerinde folikiillerin
medulla bolgelerinde siklikla ANAE pozitif lenfosite rastlandifi halde, deney gruplarindan
10 ve 20 ng AFB; gruplarinda ANAE pozitif lenfositlere seyrek olarak rastland: (Sekil 63).

Kulugkanin onsekizinci giiniinde de ACP-az pozitif lenfositlere folikillerin
medullasinda rastlandi. Retikulum hiicreleri ile makrofajlarda ACP-az pozitif reaksiyon
gozlendi. Bununla birlikte; dnceki dénemlerde graniilopoietik ve eritropoietik odaklarda
gbzlenen ACP-az pozitif hiicrelere bu donemde daha az siklikla rastlandi. IFE’yi olugturan
epitel hiicrelerinin ise apikal sitoplazmalarinda daha once gozlenen giiglii pozitivite bu
dénemde de gozlendi. Deney gruplarindan 10 ve 20 ng AFB; gruplanimin bursa
Fabriciilerinde ortaya ¢ikan gelisme geriliginin sonucu olarak ACP-az pozitif hiicrelere de

daha seyrek olarak rastland:.

Kontrol gruplarinda BG-az pozitif lenfositlere bu donemde siklikla, folikillerin
medulla bolgelerinde rastlandi. BG-az pozitivitesi, retikulum htcreleri ile makrofajlarda
tespit edildi. Deney gruplarindan 10 ve 20 ng AFB,; gruplarinin bursa Fabricii kesitlerinde

BG-az pozitif lenfositlere daha seyrek olarak rastland:.

4.3.7.Kuluckadan ¢ikasmn ilk giinii

Bu donemdeki bursa Fabricii’nin histolojik yapisi, kuluckanin onsekizinci
giiniindekine oldukga benzemekteydi. Bu dénemde de organa 6zgi lenf folikiilleri, organin
lamina propriyasimt tamamen doldurmustu (Sekil 64). Folikiillerin kortiko-medullar simr
hiicrelerinin disindaki korteks bolgelerinin 6nceki dénemdekinden biraz daha genislemis
oldugu, IFE ve FAE’nin gelisiminin tamamlanmis oldugu tespit edildi (Sekil 65).
Folikiillerin medulla bolimlerinde gok sayida piknotik gekirdekli lenfositler ile bunlarin
yikimlanmast sonucunda olusan graniiler hiicre artiklarimi fagosite etmis olan iri
makrofajlar gdzlendi (Sekil 66). Interfolikiiler bag dokusunda, graniilopoetik odaklara bu
donemde de rastlanci. Deney gruplarindan 5 ve 10 ng AFB; gruplannin bursa
Fabricii’lerindeki lenfoid follikiilerin, kontrol gruplanndakinden daha kigik olmalarimn
yam sira, folikillerdeki lenfosit toplulugunun az oldugu ve FAE’nin geligmemis oldugu da

dikkati cekti (Sekil 67). Kontrol gruplarinda ANAE pozitif lenfositlere folikiillerin
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medullalarinda ve az sayida rastlandi. Aym1 zamanda, retikulum hiicreleri ve makrofajlar
ile IFE’nin epitel hiicrelerinin de NaF’a duyarli ANAE pozitivitesi gosterdikleri saptandi.
Deney gruplarindan 5 ve 10 ng AFB; gruplarinin bursa Fabricii kesitlerindeki folikiler
gelisme gerili3i yaninda, bu yapilarda ANAE pozitif lenfositlere de daha az siklikla

rastlandi.

ACP-az pozitif lenfositlere, bu dénemde folikiillerin medullalarinda siklikla
rastlandi. Ayni zamanda IFE’nin epitel hiicrelerinin apikal sitoplazmalan ile retikulum
hiicreleri ve makrofajlarin da ACP-az pozitif reaksiyon verdikleri gozlendi (Sekil 68).
Deney gruplarindan 5 ve 10 ng AFB; gruplarinin bursa Fabricii’lerinde lenfositlere daha

seyrek olarak rastlanmasi yaninda, ACP-az pozitif lenfositlere de seyrek olarak rastland:.

Bu donemde BG-az pozitivitesi lenf folikiillerinin medullalarindaki az sayida
lenfositte tespit edildi (Sekil 69). Deney gruplarindan 5 ve 10 ng AFB; gruplarinin bursa
Fabricii kesitlerinde folikil geligiminin baskilanmig olmasinin yaninda BG-az pozitif

lenfositlere de oldukga seyrek olarak rastland:.

4.3.8.Kuluckadan cikas: takip eden dérdiincii hafta

Bu donemde, folikiillerin oldukga irilesmis ve organin lamina propriya ve
submukozasini tamamen kaplamis olduklar gozlendi. Irilesen lenf folikilllerinin, yan ve
altlardan maruz kaldikiari basinca baglt olarak organa ozgii olan lamba sigesi seklini
aldiklari tespit edildi. Ozellikle folikiler korteks oldukga genislemis durumdayd: (Sekil
70). Belirgin bir bazal membrana sahip olmayan FAE icerisindeki intraepitelyal
lenfositlerde de belirgin bir artig gdze ¢arpt1 (Sekil 72). IFE’yi olusturan epitel hiicrelerinin
apikal sitoplazmalarinin kuvvetli PAS pozitif reaksiyon verdikleri tespit edildi (Sekil 71).
Folikiillerin medullar bolgelerinin periferinde ve 6zellikle de kortiko-medullar sinira yakin

bolgelerinde gruplar halinde plazma hiicrelerine rastlandi.

Bu donemde kontrol gruplart ile deney gruplarinin bursa Fabricii’lerinin histolojik

yapilan arasinda belirgin farklar gozlenmedi.

ANAE porzitivitesi bu donemde de folikiillerin medullalarindaki az sayidaki
lenfosit ile retikulum hiicreleri ve makrofajlarda gozlenirken; IFE’de de diffiiz ANAE

pozitivitesi saptand: (Sekil 73).

46



ACP-az pozitivitesi ise IFE’nin epitel hiicrelerinde ve medulladaki az sayidaki
lenfosit ile makrofaj ve retikulum hiicrelerinde tespit edildi  (Sekil 74). BG-az
pozitivitesine lenfoid folikillerin medullalarindaki az sayidaki lenfositte rastland: ($ekil
75).

4.4, Kontrol ve Deney Gruplarinda Dalagin Embriyonal Gelisimi

4.4.1.Kulugkanin onikinci giinii

Bu donemde, kontrol grubu hayvanlarin dalak taslaklarinda, g¢ok sayida
hemopoietik odak ile kiiciik ¢apli arterlerin tunika adventisya katmanlarina infiltre olmusg
durumdaki tek tik lenfosit gozlendi (Sekil 76). Ayni zamanda gelismekte olan vendz

siniislerine de rastland.

Deney gruplarindan, 20 ve 40 ng AFB; gruplanmin dalak taslaklarinda ise
hemopoietik odaklarin kiiciik ve az sayida olduklan dikkati gekti. Ayrica kiigiik ¢aph
arterlerin tunika adventisyalarinda lenfositlere nadiren rastlandi. Vendz sinuslan
sekillendirecek olan vendz damar aglan da daha az gelismis durumdayd: (Sekil 77). Bu
donemde dalakta ANAE pozitivitesi gosteren lenfositlere rastlanmadi. Ancak az sayidaki
lenfositte ACP-az pozitivitesi tespit edildi (Sekil 78). Yer yer lenfosit morfolojisine sahip
olmayan ve diffiz ACP-az pozitif hiicrelere de rastlandi. BG-az pozitif hicreler bu

donemden alinan dalak kesitlerinde gozlenmedi.

4.4.2 Kulugkann oniiciincii giinil
Kontrol gruplarinda arterlerin tunika adventisyalarina yogun lenfoid hiicre
infiltrasyonunun gergeklestigi bu donemde, dalaga ozgii folikiillerin gelisiminin daha da

ilerlemis oldugu saptand: (Sekil 79 ve 80).

Deney gruplarindan 20 ve 40 ng AFB, gruplaninda, dalaktaki lenf folikali
gelisiminin 6nemli oranda baskilanmig oldugu ve kigitk capli arterlerin tunika

adventisyalarina az sayidaki lenfoid hiicrenin infiltre oldugu dikkati ¢ekti (Sekil 81).

Bu donemde de, dalak kesitlerinde ANAE pozitivitesi gosteren lenfositlere

rastlanmadi. ACP-az bulgulan, onceki donemdeki bulgularla bayik benzerlik

T.C, YRS Ea v ConATAM KU KULD



gostermekteydi (Sekil 82). Dalakta, BG-az pozitivitesi gdsteren lenfositlere ilk kez bu
donemde rastland: (Sekil 83).

Deney gruplarindan 20 ve 40 ng AFB; gruplarinin dalaklarinda ise gerek ACP-az

ve gerekse de BG-az pozitif lenfoid hiicrelere de daha az siklikla rastlandi.

4.4.3.Kuluckanin enbesinci giinii
Bu dénemde dalagin histolojik organizasyonundaki ilerlemeye paralel olarak lenf
folikiillerinin gelisiminin biraz daha ileri agamada oldugu dikkati gekti. Kugiik arterlerin

tunika adventisyalarina yogun bir sekilde lenfositler infiltre olmug durumdayds.

Deney gruplanindan 20 ve 40 ng AFB; gruplarinda dalagin histolojik
organizasyonunun baskilanmis  oldugu ve kiigikk arterler etrafindaki lenfosit

infiltrasyonunun daha zayif oldugu dikkat gekti.

ANAE pozitivitesi gosteren lenfositlere dalakta bu donemde de rastlanmamakla
birlikte, diffiiz pozitivite goisteren retikulum hiicreleri ve makrofajlara ilk kez bu dénemden
alinan doku kesitlerinde rastlandi. ACP-az pozitivitesi bulgular oniigiincti giindekine
bityiik benzerlik gostermekteydi. BG-az pozitif lenfositlere, dalak kesitlerinde bu donemde

de rastlandi.

Deney gruplarindan 20 ve 40 ng gruplarindan ahinan dalak kesitlerinde ACP-az ve

BG-az pozitif lenfositlere daha seyrek olarak rastland

4.4.4 Kuluckanin onsekizinci giinii

Dalaktaki kirmizi ve beyaz pulpa ayriminin kismen de olsa yapilabildigi ve lenf
folikiillerinin histolojik organizasyonunun ilerlemis oldugu gozlendi (Sekil 84). Organ
stromasindaki retikiiler iplik agimn ileri derecede organize durumda oldugu ve arteriya
sentralisler’le arteriya trabekiilaris’lerin tunika adventisyalarindaki retikiiler iplik agiyla
baglantili oldugu tespit edildi (Sekil 85). Plazma hiicrelerine benzer morfolojiye sahip olan

iri-pironinofilik sitoplazmal: hiicrelere de bu donemde rastland: (Sekil 86).

Deney gruplarindan ise 10 ve 20 ng AFB; gruplarinda, dalaktaki lenf folikiilii
gelisiminin belirgin olarak baskilanmig oldugu tespit edildi ($ekil 87).
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Dalakta ilk kez bu dénemde az sayida ANAE pozitif lenfosite rastland: (Sekil 88).
Az sayida ACP-az ve BG-az pozitivitesi gosteren lenfositler de bu donemki dalak

kesitlerinde gozlendi.

4.4.5.Kuluckadan cikisin ilk giinii

Kulugkadan cikigin ilk giiniinde dalagin histolojik organizasyonu hemen hemen
tamamlanmis durumdaydi. Bu dénemde lenfoid dokunun, lenf folikiilleri ile lenfatik
kordonlardan olustugu ve folikiillerin merkezi bolgelerinin biraz daha soluk boyandiklan
tespit edildi (Sekil 89). Pironinofilik sitoplazmali hiicrelere bu donemde daha siklikla
rastlandi. Deney gruplarindan, 5 ve 10 ng AFB,; grubundaki dalak kesitlerinde lenf folikulii
gelisiminin belirgin bigimde baskilanmig oldugu ve folikillerin daha kigiik olup;
ortalarinda soluk boyanan bolgelerin bulunmadig: saptandi (Sekil 90).

1lk kez bu donemdeki dalak kesitlerinde ANAE pozitivitesine sahip lenfositlere a.
sentralis etrafinda rastland: (Sekil 91). ACP-az pozitif lenfositler ise ¢zellikle folikilin
merkezi bolgelerinde lokalize olmaktaydi. BG-az pozitivitesi ise az sayidaki makrofaj ve
retikulum hiicresinin yam sira, oldukca az sayidaki lenfositte gozlendi ve bu lenfositler

organ igerisinde dagimik bir yerlesime sahiptiler.

Deney gruplarindan 5 ve 10 ng AFB; gruplarindan alinan dalak kesitlerinde
histolojik organizasyonun baskilanmig olmasi ve folikiill gelisiminin gecikmis olmas:
yaninda, organda gerek ANAE, gerek ACP-az ve gerekse de BG-az pozitivitesine sahip

hiicrelere daha seyrek olarak rastlands.

4.4.6.Kuluckadan cikis1 takip eden dérdiincii hafta

Bu donemde dalak histolojik ve fonksiyonel gelisimini tamamlamis durumda ve
aktif olarak fonksiyon goren bir perifer lenfoid organ yapisina sahipti. Folikillerde
eksentrik yerlegimli arteriya sentralisle bunu saran lenfoid hiicre mangonu (Periarterioler
lymphoid sheath, PALS), sentrum germinativum’a komsu konumda gozlendi. Vendz
sinuslar kan hicreleriyle dolu durumdayd: (Sekil 92). Folikiillerin gatisint olusturan
retikulum iplikleri a.sentralis’in tunika adventisyasindaki ipliklerle baglantiliydi (Sekil 93).
Subkapsiiler bolgelerde, sentrum germinativumlarda ve yer yer de damarlarin ¢evresinde

gruplar halinde, ¢ok sayida plazma hiicresi goze ¢arpmaktayd: (Sekil 94).
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Deney gruplarinin dalak dokularinin histolojik yapis:, kontrol gruplarininkilerle
biiyiik benzerlik gostermekteydi. ANAE pozitif lenfositlerin ¢ogunlukla arteriya sentralis
etrafindaki PALS’ta lokalize olduklar: tespit edildi (Sekil 95). Bu hiicrelere lenfatik
kordonlarda da siklikla rastlandi. Diffiiz pozitivite gosteren retikulum hiicreleri ve
makrofajlarin ise lenfatik- kordonlarda, sentrum germinativum sinirlarinda ve sinus
duvarlarinda lokalize olduklan dikkati ¢ekti. ACP-az pozitivitesi ise retikulum hiicreleri ve
makrofajlarda gozlenirken, bu enzim pozitivitesine sahip lenfositlerin lenf folikiilleri ve
lenfatik kordonlarda diizensiz dagilim gosterdikleri gozlendi. A sentralis etrafinda ACP-az
pozitif lenfositlerin bulunmadii dikkati ¢ekti (Sekil 96). BG-az pozitivitesi ise bu
doénemde ozellikle retikulum hiicresi ve makrofajlarda gozlendi Az sayida BG-az
pozitivitesine sahip olan lenfositin ise dalakta diizensiz lokalizasyon gosterdikleri dikkati
cekti (Sekil 97).

Deney gruplarn ile kontrol gruplarinin enzim pozitiviteleri arasinda belirgin farklar

gozlenmedi.
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5. TARTISMA VE SONUC

Yem ve yem hammaddelerinde bulunan aflatoksinler, iilkemiz hayvanciligina
onemli ekonomik kayiplar verdirmeleri yarunda, hayvansal iiriinlere gegebildiklerinden

halk saghigm da tehdit etmektedir. Zira aflatoksinler bilinen en gigcli

hepatokarsinojenlerdendir (Eser ve ark 1978, Hamilton 1982).

Tavukguluk sektériinde ise, yemdeki aflatoksinler birden fazla agamada etkilerini
gostermektedirler. Gerek yedirme denemeleri ve gerekse de saha taramalan, yemlerde
bulunan aflatoksinin 6nemli bir kisminin kanath dokulanna ve yumurtaya gegebildigini
ortaya koymaktadir. Agagdelen ve Acet (1993), 500 ug/giin/tavuk dozunda AFB;
alabilecekleri dozda AFB; igeren yemle 1 hafta siiresince besledikleri tavuklarin
yumurtalarinda AFB,; igeren yemin kesilmesinden sonraki 3-7. giinler arasinda 0,0013-
0,177 ng/yumurta diizeyinde AFB; tespit etmiglerdir. Oliveira ve ark (2000), 8 hafta
boyunca 500 pg/kg AFB; igeren yemle besledikleri tavuklarm yumurtalarinda ortalama 6
ng/yumurta diizeyinde AFB; tespit ettiklerini bildirirlerken, Jacobson ve Wiseman (1974)
ise 0,1 ppm dizeyinde AFB; igeren yemle besledikleri tavuklarin yumurtalarinda 10. giinde
9 ng/yumurta diizevinde AFB; tespit etmisler, Sudhakar (1992) ise 600 ppb diizeyinde
AFB, igeren yemle beslenen tavuklarin yumurtalarinda 5 ng/g yumurta diizeyinde AFB;’e
rastladigint bildirmektedir. Bu oranlar dikkate alinarak yapilan hesaplamalar yemlerdeki

aflatoksinlerin 1/2000-1/2500 craninda yumurtaya gectigini ortaya koymaktadir.

Ulkemizde yumurtaci tavuk yemlerinde bulunmasina izin verilen total aflatoksin
diizeyinin 20 ppb oldugu (Tarim Orman ve Koy Isieri Bakanligi Tebligi 1997) dikkate
ahinarak, giinde 130 gr yem tiiketen ve giin agin yumurtladi§r varsayilan bir tavugun
yumurtasinda bulunmas: muhtemel AFB; miktarimn 2,6 ng oldugu hesaplanmigtir
(Hamilton 1982, Celik ve ark 2000a). Ayrica, bildirilen limitlerin asildigs da bilinen bir
olgudur. Nitekim Tuncer (1987), Ankara’da titketime sunulan yumurta 6rneklerinde 120
ng/yumurta diizeyine ulagan AFB,; tespit etmistir. Yumurtaya gegen aflatoksinlerin biiyiik
cogunlugunun AFB;’in aktif metabolitlerinin oldugu dikkate alindiginda olayin ciddiyeti
artmaktadir, Jelinek ve ark (1985)’min Tavuk Embriyotoksisite Testi-I (Chick‘en
Embryotoxicity Screening Test-I, CHEST-I) ile total aflatoksin igin tavuk embriyolarinda
belirlemis olduklart embriyotoksik doz sinirlart 0,3-30 ng/yumurta iken, teratojenik doz

simrt 3-30 ng/yumurta’dir. Bu durumda yemlerde bulunmasina izin verilen aflatoksin
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diizeylerinin bile kanatli sektoriinde onemli problemlere yol agmasi muhtemeldir. Zira
Jelinek ve ark (1985)nin belirlemis olduklar1 embriyotoksik doz smirlarindaki toksin
dozlar1 %33 oraminda mortaliteye neden olmalan yaninda, aym zamanda %12 oraninda

kalp anomalilerine, % 4 oraminda da viicut duvari anomalilerine yol agmaktadirlar.

Bu calismada da 4 farkli AFB; dozu uygulanmig olup, doz artigiyla birlikte,
embriyonik mortalitenin de arttif1 tespit edilmistir. Her ne kadar 5 ve 10 ng AFB;
gruplarmdaki embriyonik ¢lim oranlar1 (infertilite harig) sirasiyla %41,66 ve %43,47
olarak bulunmus ve bu iki grubun mortaliteleri arasindaki fark 6nemsiz (p>0,05, Tablo 4.1)
olmakla birlikte, 20 ve 40 ng AFB; gruplarinda sirastyla %80,43 ve %91,22 gibi oldukga
yiiksek mortalite degerleri saptanmustir. Her iki grubun mortaliteleri diger gruplarinkinden
onemli (p<0,05) oranda yiiksektir (Tablo 4.1). Solvent olarak kullanilan %30’luk etanol
(ETOH) grubundaki mortalite ise %20,25 olup, Celik ve ark (20002)’min bildirdikleri
%11,11°1ik mortaliteden yiiksek olmakla birlikte, Prelusky ve ark (1987)’nin bildirdigt
%20,8’lik mortalite degerine olduk¢a yakindir. Sadece delinip-kapatilan gruptaki (Kontrol-
2) mortalite %7,89 iken, higbir islem uygulanmayan grupta mortalite %1,204 olarak
bulunmugtur. Bu iki ortalama mortalite degerleri arasindaki farkin énemli (p<0,05) oldugu
tespit edilmigtir (Tablo 4.1). Bu da embriyonal gelismenin erken evrelerinin oldukga kritik
oldugunu ve aflatoksinler gibi yumurtadaki muhtemel toksik unsurlarin yaminda diger dig
faktorlerin embriyonal gelisme {Uzerinde oOnemli zararh etkilerinin olabilecegini
gostermektedir. Celik ve ark (20002), hava kamarasina 20pul’den daha fazla hacimdeki test
soliisyonu enjeksiyonunun, yumurta i¢i basinci artirarak embriyonik ¢limlere neden
olabtlecegini ve bu durumun da test maddesinin etkisini maskeleyebilecegini vurgulamakla
birlikte; daha tnceki higbir ¢alismada, yumurtaya uygulanan delip-kapama igleminin neden

olacagt mortalite (izerinde durulmamistir,

Ilag ve diger kimyasal maddelerin oldugu gibi aflatoksinlerin de embriyotoksik ve
teratojenik etkilerinin belirlenmesi amaciyla yapilan testlerde kanatli embriyolan siklikla
tercih edilen materyallerden biridir (Stoloff ve ark 1972). Telinek (1977), dolli tavuk
yumurtast kullanarak Tavuk Embriyotoksisitesi Belirleme Testi (Chicken Embryotoxicity
Screening Test-CHEST) olarak adlandirtlan bir metot gelistirmis ve bu metot daha sonra
yapilan bir ¢cok embriyotoksisite ve teratojenite galigmasinda da uygulanmigtir. Embriyolu
tavuk yumurtast kullamlarak gerceklestirilen bu testin sonuglan memelilere de

uyarlanabilmektedir. Cinkii CHEST ile belirlenen toksik dozun sulandirma
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konsantrasyonunun 107 ile carpilmasiyla elde edilen deger, gebe memelilerde annenin
canh agliginin kg’mi bagina almas: gereken toksik doz olarak kabul edilmektedir (Jelinek
1977). Test kolay, ucuz, tekrarlanabilir  sonuglar vermekte ve kisa siirede
gerg:eklestirilebilmektedir‘ Ayn1 zamanda memelilerdeki toksikolojik ¢aligmalarda
kullamlacak olan denek sayis1 ile deneme sayisim azaltmakta; canh bir organizmaya
verilebilecek agr ve aciyt da en aza indirgeyerek, etik kurallara ve yasal kisitlamalar ile
Hayvan Haklarini Koruma Kanununa da aykin diigmemektedir (Jelinek ve ark 1985,
Vesely ve Vesela 1991). Kemper ve Luepke (1986) de belirtilen nedenlerle Tavuk
Yumurta Testi (Hen’s Eggs Test-HET) olarak da adlandirilan bir test gelistirmisler ve s6z
konusu testle elde edilen sonuglarin memelilerde yapilan toksisite sonuglari ile uyumlu

oldugunu bildirmislerdir.

Tavuk Embriyotoksisite Belirleme Testinin gelistirilmesi amaciyla yapilmis olan
galigmalarda hem yumurtaya enjeksiyon yerinin (maddenin verilis yolunun) ve hem de
embriyonun yaginin (enjeksiyon déneminin) optimize edilmesine ¢alisilmigtir. Kucera ve
Burnand (1987) kanath embriyosunun, insan embriyosunun fiziksel ve kimyasal etkenlere
karst en duyarli oldugu 2-5. haftalar arasina karsihk gelen ilk 3 ginlik periyodunun
toksisite caligmalan icin uygun bir dénem olacagini bildirirlerken, Jelinek ve ark (1985) ile
Prelusky ve ark (1987) ise test edilen maddenin karacigerde metabolize edilmesi sonucu
olusacak metabolitlerinin etkilerinin de belirlenmesinin amaglandig: durumlarda daha geg
donemlerdeki (daha ileri yaslardaki) embriyolarin kullamlmasi gerektigine dikkati
¢cekmektedirler. Zira Jelinek ve ark (1985), enjeksiyon igin aflatoksinin metabolize
olmamig haldeki embriyotoksik doz simirlarini belirleyebilmek amaciyla inkiibasyonun
yvaklastk 40. saatini sectikleri halde (CHEST-I), bu maddelerin neden olacag
malformasyonlan ve organ affinitesini (teratojenik etkilerini) belirlemek amaciyla da
inkiibasyonun 2, 3 ve 4. giinlerinde enjeksiyonu tercih etmislerdir (CHEST-II). Burada
dikkat edilmesi gereken husus, bazi maddelerin metabolitlerinin toksik ¢zellik kazanmalan
nedeniyle, erken, yani karacigerin fonksiyonel aktivitesinin baslamadift donemde
yaptlacak enjeksiyonlarin yanhis negatif sonuglara (false negative results) yol
agabilmesidir. Cink{, teratojenite ve embriyotoksisite caligmalarinda yanhs negatif
sonuglar, her zaman i¢in yanlg pozitif sonuglardan ¢ok daha tehlikelidir (Johnson 1986).
Bu c¢alismada, AFB;’in metabolize olmamig yani doZal (intact, native) formunun
embriyotoksisitesinin  belirlenmesi amaglandigindan, inkiilbasyon oncesi dénemdeki

enjeksiyon tercih edildi. Bu enjeksiyon déneminde belirlenen mortaliteler ve embriyonik

33



olimlerin Hamburger-Hamilton (1951) skalasina gore donemlere dagilimlan o6nceki
aragtiricilarin (Verret ve ark 1964, Celik ve ark 2000a) sonuglariyla biiyik benzerlik
gostermektedir. Verret ve ark (1964), inkitbasyon o6ncesi yapilan AFB; enjeksiyonunun
maksimum mortalifeye neden olduunu ve olimlerin ilk 8 ginde yoZunlagtiini ileri
sirmekle birlikte, Celik ve ark (2000a) oliimlerin inkiibasyonun ilk 7 giinii igerisinde
yogunlastigina dikkati ¢ekmiglerdir. Bu ¢aligmada da embriyonik 6lumlerin ilk 7 giindeki
embriyonik gelisme evrelerinde yogunlagtigi ve dozdaki artiga bagli olarak erken
embriyonik Olumlerin de arttigi tespit edildi (Grafik 4.2). Bu durum, mitoz boéliinme ve
hiicre farklilagmasinin son derece hizli oldugu erken embriyonik gelisme evrelerinde,
embriyonun fiziksel ve kimyasal uyaranlara karsi son derece duyarli olmasiyla
agiklanabilir (Kucera ve Burnand 1987). Zira bu dénemde tavuk embriyosu blastula
asamasinda olup, embriyonal disk sahasinda seffaf bir bolge halindeki area pellucida ile
bunu cevreleyen area opaca’dan olugmaktadir (Etches 1996). Ozellikle 20 ve 40
ng/yumurta dozunda AFB; verilen yumurtalarin bazilarinda area opaca hiicrelerinin agin
treyerek; yumurta sarisimin ekvatoryal diizlemine dogru yayilan yuziik seklinde bir hiicre
toplulugu olusturduklar1 ve bunun da periferden area pellucida’ya yaptig1 basinca bagh
olarak bolgenin disariya dogru fitiklasmus oldugu dikkati gekti. Area opaca hiicrelerinin
olusturdugu bu hiicresel yuzik bolgesinden alinan kesitlerde, area opaca’yr olusturan
hiicreler oldukca belirgin bir sekilde ayirt edilebilmekteydi. Cok erken embriyonal gelisme
donemindeki hiicre transformasyonundaki bir bozukluga sebep olabilecegi diisiiniilen

benzeri anormal embriyonal gelisme Celik ve ark (2000a) tarafindan da bildirilmistir.

AFB;’in embriyotoksisitesinin  belirlenmesi amaciyla yapilan c¢alismalarda
embriyonun yasindaki artis ile birlikte toksine direncinin de arttig1 belirlenmistir. Nitekim
Prelusky ve ark (1987) inkiibasyonun 5. giiniinde yapilan enjeksiyonlarda mortalitenin
%50 oldugu halde, 7. giinde yapilan enjeksiyonlarda bu oramin %38 oldugunu tespit
etmiglerdir. Bu g¢alismada, Celik ve ark (2000a)’min yapmig olduklart g¢aligmada
bildirdikleri mortalite degerlerine benzer sonuglar elde edilmigtir. Nitekim aragtiricilar
(Celik ve ark 2000a) inkiibasyon Oncesi yapilan enjeksiyonu takip eden ilk 7 giin boyunca
mortalite degerlerini total aflatoksinin 100 ng/yumurta dozu igin %90, AFB;’in 100
ng/yumurta dozu igin ise %98 olarak bildirmiglerdir. Yapilan bu ¢aligmada ise 20 ve 40 ng
AFB; gruplarindan elde edilen mortalite degerleri sirasiyla %80,43 ve %91,22 olarak
bulunmus olup, olimlerin biytik bir g¢ogunlugunun erken embriyonik geligme

_donemlerinde gergeklestigi dikkati cekmigtir.
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Embriyotoksisite ¢aligmalarinda, test edilecek maddelerin yumurtaya verilme
yollarinin giivenilirligi iizerinde farkli gorigler ileri strilmektedir. Prelusky ve ark (1987),
AFB;’i yumurtaya 4 farkl bélgeden (hava kamarasina, 45°’lik ag1 ile albumine, ekvator
bolgesinden albimine  ve yumurta sarisina) enjekte etmisler ve AFB;’in
embriyotoksisitesinde enjeksiyon bolgesine baglh belirgin bir farklihk gozlemediklerini
bildirmiglerdir. Verret ve ark (1964) ise yumurta sansina yapilan enjeksiyonun, hava
kamarasina yapilana nazaran daha az toksik etkiye sahip oldugunu, ODs; degerlerinin
yumurta sarisina yapilan enjeksiyonda 48 ng/yumurta iken, hava kamarasina enjeksiyonda
25 ng/yumurta oldugunu tespit etmislerdir. Buna karsin uygulama kolaylig, sterilizasyon
isleminin kolayca gerceklestirilebilmesi, verilen soliisyonun homojen ve hizlt bir sekilde
diffiize olmasinin yam sira, diger yontemlerde s6z konusu olan yumurta igi basincindaki
artisin embriyoda meydana getirebilecegi mekanik hasarlari ortadan kaldirdig: igin bir ¢ok
¢ahgmada hava kamarasma enjeksiyon yontemi tercih edilmistir (Stoloff ve ark 1972,
Kemper ve Luepke 1986, Celik ve ark 2000a). Yukandaki bilgiler dikkate alinarak, bu

caligmada da test soliisyonlarin enjeksiyonlar hava kamaras: yoluyla gergeklestirilmistir,

In ovo embriyotoksisite testlerinde; kullamilan ¢oziicii maddenin (solvent) tiirii, test
soliisyonunun hacmi, konsantrasyonu, belirlenecek dozlar ve her doz igin kullamilacak
yumurta sayist da énemlidir. Propilen glikol (Stoloff ve ark 1972) ve kloroform (Veret ve
ark 1964) da kullamlmis olmakla birlikte, AFB, igin en sik kullanilan ¢ozicli etanol
(ETOH)’diir (Prelusky ve ark 1987, Celik ve ark 2000a). S6z konusu ¢oziicii igin ideal
konsantrasyonun ise steril bidistile su ile sulandinlmig %30’luk solisyonu oldugu
bildirilmektedir. Prelusky ve ark (1987)’min yapmis olduklart bir caligmada 20pli
hacmindeki %30’ luk ETOH un mortalite degerinin %20,8 iken aym hacimdeki %95°lik
ETOH’un mortalite degerinin %431 oldugu tespit edilmistir. Yumurtaya enjekte edilen
test soliisyonunun hacmi gesitli ¢aligmalarda 20-100 ul arasinda 6nerilmis olmakla birlikte
(Verret ve ark 1964, Kemper ve Luepke 1986), ideal hacmin hava kamarasina yapilacak
olan enjeksiyonlar i¢in 20 ul oldugu bildirilmektedir (Prelusky ve ark 1987, Celik ve ark
2000a). Prelusky ve ark (1987) nin yapmus olduklari bir calismada %30’luk ETOH un 20
ul’lik hacminin neden oldugu mortalitenin %20,8 iken, ayni solisyonun 100 pl’lik
hacminin neden oldugu mortalitenin %59,7 oldugu belirlenmistir. Bu c¢aliymada, hava
kamarast yoluyla 20 pP’lik %30’luk ETOH’un enjekte edildigi gruptaki mortalite %20,25
olup; bu deger Prelusky ve ark (1987)’min %20,8’lik mortaliteye oldukga yakindir.
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Bir maddenin embriyotoksisitesinin belirlenmesi amaciyla yapilacak olan
caligmalarda, test edilecek maddenin farkli dozlan denenmelidir. Verret ve ark (1964) her
soliisyon i¢in en az 2 farkli doz uyguladiklari halde, Brown ve ark (1986) en az 3 farkh
dozun denenmesi gerektigine isaret etmektedirler. Jelinek (1977) ise etkili dozun
belirlenmesinde etkisiz en yiiksek doz ile etkili en digsik doz arasindaki dozlarn
denenmesi gerektigini ileri siirmektedir. Daha énce aflatoksinlerin embriyotoksik dozlart
belirlendiginden; aflatoksinlerin embriyonik &limlerin dagilimlan ile immiin sistem
organlarinin geligimi iizerindeki etkilerinin belirlendigi bu galigmada ise yumurtaya gegis
oranlart da dikkate alinarak 5, 10, 20 ve 40 ng/yumurta olmak tzere 4 farkli AFB; dozu
kullamldi. Ayn1 zamanda higbir iglem uygulanmayan Kontrol-1 grubu ve delinip-kapatilan
yumurtalardan olusan Kontrol-2 grubu ile ¢oziciiniin toksisitesini belirlemek amaciyla

ETOH gruplar da olusturuldu.

Sonuglarin giivenilirligi agisindan her doz grubu i¢in kullamlan yumurta sayis1 da
olduk¢a onemlidir. Baz1 aragtiricilar (Verret ve ark 1964, Kemper ve Luepke 1986,
Prelusky ve ark 1987) her grupta en az 20 yumurta kullaniimasim 6nerirken; Celik ve ark
(2000a) 56’sar, Jelinek ve ark (1985) 120°ser, Kucera ve Burnand (1987) ise 150’ser
yumurta kullanmislardir. Bu galismada da her grupta kullanilan yumurta sayist 80-120

arasindadir.

Aflatoksinlerin etki mekanizmalarimin aydinlatilmasi amaciyla pek ¢ok galigma
yvaptimistir. Genel olarak DNA, RNA ve protein sentezini inhibe ederek etkilerini
gosterdikleri bildirilen aflatoksinlerden en giglii toksisiteye sahip olan AFB;’in
metabolizma triinlerinin daha etkili oldugu ileri siiriilmektedir (Meneghini ve Schumacher
1977, Jeffery ve ark 1984). Ozellikle karaciger kokenli karma fonksiyonlu monooksijenaz
enzim sistemlerinin (Mix Function Oxygenase, MFO), sitokrom p-450 ve aril hidrokarbon
hidroksilaz enzimlerinin etkisiyle olusan AFB;-8,9 oksit’in DNA’daki N’ guanin’e
baglandig: ve karsinojenik etkinin bu gekilde ortaya giktig1 disiiniiimektedir (Kéirenlampi
1987, Benasutti ve ark 1988, Geissler ve Faustman 1988, Neldon-Ortiz ve Qureshi 1992a,
Mayura ve ark 1998). Ancak, kanath embriyosunda bu tip bir metabolik reaksiyonun
gergeklésmesi karaciger ve bobreklerin fonksiyonlarimin aktive olduu, embriyonal
donemin 5-6. giinlerinden sonra mimkiindiir (Hamilton ve ark 1982). Gerek bu ¢aligmada,
gerek Celik ve ark (2000a)’nin yapmis olduklart ¢aligma ile Verret ve ark (1964)’nin
yaptiklar1 galigmalarda AFB;, yumurtalara kulugkanin baglangicinda enjekte edilmistir.
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Dolayistyla bu kadar erken donemde AFB;’in metabolizasyonu s6z konusu degildir. Ancak
buna ragmen elde edilen yiiksek mortalite degerleri, AFB;’in herhangi bir metabolik
aktivasyona ugramadan da giglii bir embriyotoksik etkiye sahip oldugunun ortaya

konulmas: bakimindan onemlidir ve bu durum dogal kosullara da oldukg¢a yakindir.

AFB;’in metabolize olmamis formunun embriyonal hiicreler Gzerindeki etki
mekanizmas1 tam olarak bilinmemektedir. Bununla birlikte, Celik ve ark (2000a)
tarafindan tammlanan ve bu ¢aligmada da kargilagilan embriyonal disk anomalisi,
metabolize olmamig AFB;’in embriyonal hiicreler tizerindeki etki mekanizmasi hakkinda
bazi ip uglan vermektedir. Asir1 Ureyen area opaca hiicrelerinin area pellucida’y:
periferden sikigtirarak fitiklagmasina neden olmasinin yaninda area pellucidada, adaciklar
halinde hiicre gruplarimin bulunmasi, embriyonal donemin erken donemlerinde verilen
metabolize olmamis AFB;’in sitotoksik etkisinden ziyade, hiicre farkhlagmas: tizerinde

etkili olabilecegini akla getirmektedir (Celik ve ark 2000a).

Aflatoksinlerin immiin sistem iizerindeki etki mekanizmalan hakkinda oldukga
farklr gortgler ileri sirilmektedir. Serum protein seviyesi ve sivisal bagisiklikta 6nemli
yetmezliklerle sonuglanan antikor seviyelerindeki diisiislere siddetli karaciger hasarinin
neden oldugu kabul edilmektedir (Campbell ve ark 1983, Sorenson ve ark 1986, Reddy ve
ark 1987, Ghosh ve ark 1990, Jonauskiene ve ark 1998). Aflatoksinler aym zamanda
hiicresel savunma sistemini de baskilamaktadirlar (Neldon-Ortiz ve Qureshi 1992a)
Ozelikle diisik dozlarda alinan aflatoksinler makrofajlarin fagositik ve mikrobisidal
aktivitelerinde dnemli yetmezlikler olugturmaktadirlar. Nitekim, Neldon-Ortiz ve Qureshi
(1992a), AFB/’in tavuklarin peritoneal makrofajlarinin fagositik aktivitelerinde Gnemli
distisler meydana getirdigini, bu disiislerin MFO’larin varliginda daha da belirgin bir hale
geldigini tespit etmislerdir. Embriyonal dénemde maruz kalinan AFB;’in kulugkadan ¢ikis
takip eden donemde, mononiikleer fagositik sistem hiicrelerinin fonksiyonlarini baskiladigt
da aym arastiricilar tarafindan ortaya konulmustur (Neldon-Ortiz ve Qureshi 1992b). Celik
ve ark (1996)’da yine benzer gekilde aflatoksinin kanathlarda peritoneal makrofajlarin

fagositik ve mikrobisidal aktivitelerini 6nemli oranda baskiladi§im tespit etmiglerdir.

Bazi aragtincilar (Meneghini ve Schumacher 1977, Jeffery ve ark 1984) AFB;’in
immiin sistemin fonksiyonlarini baskilayici etkisini bu maddenin hiicrelerdeki protein

sentezini baskilamasiyla agiklamaktadirlar. Nitekim AFB;’in gerek metabolize olmamis
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formu ve gerekse de karacigerde metabolize olmasi sonucunda olusan metabolitleri, DNA
ve RNA’ya baglanarak RNA-polimeraz enzimini inhibe etmektedirler. Bunun sonucu
olarak protein sentezinin aksamasi, lenfoid sistem hiicrelerinin ¢oZalip farklilagmasini
olumsuz yénde etkilemesi yaninda, immiin sistem hiicreleri arasindaki iletisimi saglayan

sitokinlerin sentezini de baskilamaktadir (Dugyala ve Sharma 1996).

Yemlerle alinan aflatoksinler, lenfoid organlarda patolojik bozukluklara da neden
olmaktadir. Ozellikle kemik iligi, dalak ve timus ile kanatlilarda bursa Fabricii’de meydana
gelen patolojik bozukluklara bagli olarak total lenfosit sayilarinda olusan distsler,
aflatoksinlerin immiinosupressif etkilerinin ortaya ¢tkigindan sorumlu tutulmaktadir
(Campbell ve ark 1983, Slowik ve ark 1985, Mohiuddin ve ark 1986, Cukrova ve ark
1991). Total lenfosit sayilarinda meydana gelen dugisler 6zellikle T-lenfosit sayilarindaki
disiiglerden kaynaklandifindan, bu durum, aflatoksinlerin hicresel bagigiklik sistemi
uzerindeki etkisinin bir gostergesi olarak kabul edilmektedir (Reddy ve Sharma 1989,
Ghosh ve ark 1990, Ghosh ve ark 1991, Celik ve ark 2000b). Yapilan bu galigmada
tavuklarda T-lenfositler i¢in spesifik olan alfa nafiil asetat esteraz (ANAE) (Maiti ve ark
1990) ile tavuklarin B-lenfositlerinde spesifik olarak bulundugu bildirilen (Graczyk 1984,
Graczyk 1987, Slowik ve ark 1990) asit fosfataz (ACP-az) iceren lenfositlerin perifer
kandaki oranlan belirlendi (Tablo 4.2 ve Tablo 4.3). Kulugkadan gikigin ilk giiniinde 5 ve
10 ng AFB,; gruplarina ait civcivlerin perifer kanlarindaki lenfosit oranlan ile ANAE
pozitif lenfosit oranlari, kontrol gruplarininkinden onemli derecede (p<0,05) digik
bulunmustur (Tablo 4.3). 5 ve 10 ng AFB; gruplarindaki hayvanlarda gozlenen bu diisiis,
AFB;’in timusun embriyonal geligimini baskilamasi sonucu, hayvanlarin hiicresel savunma
sistemindeki gelismenin gerilemesiyle agiklanabilir. ACP-az pozitif lenfosit oranlart ise 5
ve 10 ng AFB; gruplarinin her ikisinde de, kontrol grubununkilere oldukga yakindir (Tablo
4.2). Dordiincti hafta sonunda ise hem 5 ng ve hem de 10 ng AFB; gruplarimin gerek
lenfosit oranlart ve gerekse de ANAE pozitif lenfosit oranlarinin kontrol grubununkilere
yakin dizeylerde oldugu ve gruplarin ortalama degerleri arasindaki farklarin 6nemli
olmadif (p>0,05) tespit edilmistir. Bu da kulugkadan ¢ikigta T- ve B-lenfosit oranlarinda
gozlenen dugiiglerin kulucka sonrasindaki 4 haftalik siirede telafi edilebildigini akla
getirmekteyse de, bu ¢aliymada immiin sistemin fonksiyonlar belirlenmemis oldugundan
hayvanlarin hastaliklara kargt direnglerinde bir iyilegsme olup olmadig: konusunda kesin bir
yargiya varmak imkansizdir. Fakat et tavukgulugu sektoriiniin giinimiizdeki durumu

dikkate alindifinda, 5 haftalik siirede kesilen hayvanlarin, besleme doneminin Snemli bir
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bolimiinde disiik T-lenfosit diizeyleriyle yagamlanini stirdiirdikleri ortaya gitkmaktadir.
Ayrica, immiin sistem hiicrelerinin sayisal yeterlilikleri yaninda fonksiyonel kapasiteleri de
onemlidir. Nitekim Qureshi ve ark (1998)’nin bir ¢aliymasinda 10 ppm aflatoksin iceren
yemle beslenen broyler anaglarin yumurtalarindan elde edilen civcivierin, peritoneal
makrofajlarinin sayisal olarak yeterli oldugu; ancak bu hiicrelerin fagositik kapasitelerinin

onemli oranda disiis oldugunu ortaya koymaktadir.,

Bu cgalismada timus kesitleri {izerinde yapilan gtk mikroskobik incelemelerde,
kulugkanin onuncu giiniine kadarki dénemde kontrol-1, kontrol-2, % 30’luk ETOH, 5 ve
10 ng AFB,; gruplarinda timusun embriyonal geligiminin Sandikg1r ve Celik (2000)’in
bulgulariyla uyumlu bir bigimde, normal seyir takip ettigi gozlendi. Ayn1 gruplarda bursa
Fabricii’nin gelisiminin de kontrol grubundakilere benzer bir seyir izledigi ve bulgularin
Kocadz ve ark (1997a) ile Donmez ve Celik (1998)’in bulgulari ile uyumlu olduklan tespit
edildi. Ancak 10. giinden sonraki embriyonal gelisme evrelerinde hem timus ve hem de
bursa Fabricii’nin embriyonal geligsimlerinin kontrol gruplarina nazaran belirgin bir sekilde
geri kalmis oldugu dikkati ¢ekti. Ozellikle 20 ve 40 ng AFB, gruplarindaki embriyolara ait
timus taslaginin oldukc¢a atrofik oldugu; 10, 20 ve 40 ng AFB; gruplarinda ise bursa
Fabricii’nin gelisiminin de baskilanmis oldugu, bu doénemde oldukga ileri sathada olmast
gereken plika sekillenmesinin heniiz baglamamis oldugu dikkati ¢ekti. Celik ve ark (2000a)
da 100 ng/yumurta dozunda total aflatoksin ve AFB; verdikleri yumurtalardan elde ettikleri
embriyolarda benzer bulgular elde etmiglerdir. Embriyonal dénemin 12, 13, 15 ve 18.
ginlerinde de dalak, bursa Fabricii ve timusun gelisimi, ézellikle 10, 20 ve 40 ng AFB;
gruplarinda belirgin bir gekilde baskilanmis durumaydi. Bursa Fabricii’de, epitelyal
tomurcuk olusumu ve folikiil geligsiminin baskilanmig oldugu dikkat cekiciydi. Bursa
Fabricii’de tespit edilen s6z konusu bulgularin kandaki lenfosit morfolojisine sahip ACP-
az porzitif hicre oranlarindaki digiiglerle paralellik gostermesi, AFB;’in humoral immiin
sistemin gelisimi Gizerindeki baskilayici etkisinin morfolojik kanitlarindan biri olarak kabul
edilebilir. Cinkii ACP-az pozitif lenfositler ¢ogunlukla bursa Fabricii kokenli olup (B-
lenfositleri); antikor sentezleyen plazma hiicrelerine doniisiirler (Jain 1993). Slowik ve ark
(1990), neo-natal donemde bursektomize ettikleri civcivlerin  dalaklarindaki lenf
folikiillerinin germinal merkezlerinde, ACP-az pozitif lenfosit yogunlugunun azaldigimi
tespit etmiglerdir. Ayrica, kulugkadan ¢ikigtan hemen sonra bursektomize edilen (Graczyk
1984, Graczyk 1987), ya da anti-bursa serumu verilen civcivlerin (Graczyk 1994) hem

perifer kanlarindaki ACP-az pozitif lenfosit oranlar1 ve hem de koyun eritrositlerine kars:

59



uretilen antikor seviyesi ile dalaktaki lenf folikillerinin germinal merkezlerindeki ACP-az
pozitif lenfosit yogunlugunun 6nemli oranda azalmig oldugu ortaya konulmustur (Slowik
ve ark 1990). Bu galigmada da kulugkadan ¢ikisin ilk giiniinde 5 ve 10 ng AFB;
gruplarindan elde edilen civcivlerin dalak dokularindaki lenf folikillerindeki germinal
merkezlerin, kontrol gruplarindakilerden daha az geligmis olduklan dikkati ¢ekti. Sonug
olarak bursa Fabricii’deki lenfosit yapimim (B-lenfosit olgunlagmasim) baskilayan
aflatoksinler, bursa Fabricii’de gelisme geriliSine neden olmalan yaninda, dalaktaki lenf
folikiillerinin germinal merkezlerindeki ACP-az pozitif lenfositlerin yogunluklarinda da
belirgin azalmalara neden olmaktadir. Bu bulgu, yumurtaya gecen aflatoksinlerin boyle
yumurtalardan ¢ikan civcivlerin antikor yanitinda neden oldugu diistislerin (Giambrone ve
ark 1978, Jonauskiene ve ark 1998) mekanizmasinin agiklanmasinda ¢énemli yapisal ve

morfolojik bilgiler saglamaktadir.

Bu ¢alismada, embriyonal donem boyunca lenfosit morfolojisine sahip hiicrelerde,
demonstrasyonu yapilan enzimlerin ortaya ¢ikis siralari, Basso ve ark (1980)’min insan
timositlerinde saptamis olduklan swralamaya bityiikk benzerlik gostermektedir. Tavuk
embriyolannin perifer kan lenfositlerinde embriyonal dénem boyunca ilk olarak asit
fosfataz (ACP-az), ardindan beta glukuronidaz (BG-az) ve son olarak da alfa naftil asetat
esteraz (ANAE) pozitiviteleri tespit edilmistir. Ancak Basso ve ark (1980) BG-az pozitivite
orammin insanlarda T-lenfosit olgunlasmas: ile birlikte diizenli bir sekilde arttigim
bildirmektedirler. Bu galismada ise BG-az yalnizca embriyonal dénemin 13. giniine ait
kan frotilerindeki lenfositlerde gozlendigi halde, daha sonraki dénemlerde sadece monosit
morfolojisine sahip olan hiicrelerde pozitivite saptanmistir. Doku kesitlerinde ise
kulugkanin 12 ve 13 giinlerinde, az sayidaki lenfositte, cogunlukia da timus ve dalaktaki
makrofajlarla retikulum hiicrelerinde ve bursa Fabricii’de interfolikiiler epitel hiicrelerinin
apikal sitoplazmalarinda gozlendi. Kulugkamn 15.giiniinden sonra ise bu enzime perifer
kan lenfositlerinde rastlanmazken, doku kesitlerinde ise az sayidaki lenfositte rastlandi.
Elde edilen bulgulara dayamilarak, BG-az pozitivitesinin tavuklarin perifer kan
lenfositlerinde embriyonal gelisme déneminin 13 .giiniinde ortaya ¢iktigi ve 15.giinden
itibaren de ortadan kalkti§1 sonucuna vanldi. BG-az pozitivitesinde gozlenen bu durum,
mezenkimal koken hiicrelerin timus taslagina embriyonal donemin farkh ginlerinde
gergeklesen gog dalgalan halinde gelmeleri ve BG-az aktivitesinin T-lenfosit olgunlagmast
agamasinda kisa bir donem kazanilip sonra ortadan kalkmast ile agiklanabilir. Nitekim pre-

timik ve pre-bursal kéken hiicreleri timus ve bursa Fabricii taslaklarina embriyonal siireg
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igerisinde, belirli donemlerde gergeklesen gog dalgalari halinde gelmekte ve timusa
gelenler T-lenfositlerine 6zgi,, bursa Fabricii’ye gelenler ise B-lenfositlerine 6zgi
enzimleri ve yiizey reseptorlerini kazanarak T- ve B-lenfosit olma yoniinde
thrkhlasmaktadlrlaf (Glick 1988). Embriyonal donemin 12-13. giinlerinden o6nce
gerceklesen goc dalgas: ile timus ve bursa Fabricii’ye gelen koken hiicreler, muhtemelen
birbirine benzer ozelliklere sahip hiicreler olup, BG-az aktivitesi yoniinden de aym
dzellikleri tagimaktadirlar. Bu nedenle embriyonal dénemin 12, giiniinde timus ve bursa
Fabricii’den alinan kesitlerde gozlenen lenfosit morfolojisine sahip ve BG-az pozitif
hiicreler, kan yoluyla perifer lenfoid organlara gog ettiklerinden embriyonal donemin 13.
giiniine ait kan frotilerinde de gozlenmektedirler. Ilerleyen donemlerde ise bu hiicrelere
perifer kanda rastlanmazken, organ kesitlerinde az sayida rastlanmaktadir. Nitekim Glick
(1988), kdken hiicrelerin 3 ayn gisg dalgast halinde embriyonal dénemin 6,5-8, 12-14 ve
18. giinlerinde kan yoluyla, dalgalar halinde go¢ ederek timus ve bursa Fabricii taslaklarina
geldiklerini ileri siirmektedir. Bu c¢ahsmada da farklr enzim pozitivitelerinin degisik
donemlerde kazanilmasi, Glick’in (1988) bulgularini desteklemektedir. Perifer kandaki
lenfosit morfolojisine sahip olan ve ACP-az pozitivitesi gdsteren hiicrelere en yiiksek
oranda embriyonal dénemin 13. giiniinde rastlanilmakta; ikinci ve tigincii gog dalgalarinin
ortasina denk gelen donem (15. giin) ile Uiglincii gog dalgasinin bagladig 18. giinde ise bu
hiicrelerin sayilarinda belirgin bir azalma meydana gelmektedir. Ugiincii go¢ dalgasinin
ardindan, 21. giinde ise ACP-az pozitif lenfosit oram tekrar artmakta ve kulugkadan gikist
takip eden 4. hafta sonunda ise bu oran daha da yiikselmektedir. Sonug olarak, tavuklarda
perifer kan lenfositlerinde ACP-az pozitivitesi ilk kez embriyonal donemin 12. giiniinde,
BG-az pozitivitesi ise embriyonal donemin 13. giiniinde ilk kez ortaya ¢ikmakta ve

ilerleyen dénemlerde perifer kandaki lenfositlerde BG-az aktivitesi ortadan kalkmaktadir.

Alfanaftil asetat esteraz (ANAE) ise tavuklarda embriyonal gelismenin son
giinlerinde, yaklagik 18. giinde ortaya ¢ikan ve olgun T-lenfositleri igin spesifik olan bir
enzimdir (Basso ve ark 1980, Pruthi ve ark 1987, Maiti ve ark 1990). Koyunlarda gebeligin
54-60. giinlerinde timositlerin %2’sinin T-lenfositleri igin spesifik olan T-80 moncklonal
antikoruna kargi pozitif yanit olusturduklart bildirilirken (Miyasaka ve ark 1983), sifir
fotiislerinin periferal kanlarinda T-lenfositleri icin spesifik olan ANAE pozitivitesine
gebeligin 60. giniinde rastlanmigtir (Kajikawa ve ark 1983, Celik ve ark 1992). Bu
caligmada ise embriyonal donemin 18. giiniinde, perifer kanda %2 oraninda ANAE pozitif

lenfosit tespit edilmigtir. Ayrica ilk kez yine bu donemde dalakta da ANAE pozitif
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lenfositlerle ACP-az ve az sayida BG-az pozitif lenfositler gozlenmistir. Nitekim timus ve
bursa Fabricii’de lenfosit morfolojisine sahip olan ve enzim igeren hiicrelerin
gozlenmesiyle birlikte, perifer kanda ve dalak dokusunda da benzer 6zelliklere sahip olan

hiicreler tespit edilmektedir.

Bu ¢alismada, kuluckadan g¢ikigin ilk giiniinde perifer kanda belirlenen ANAE
pozitif ve ACP-az pozitif lenfosit oranlar, kulugkadan ¢ikigi takip eden 4. hafta sonunda
elde edilen degerler ile kargilastinldiinda oldukga disuktiir. Ayrica kulugkadan ¢ikigin ilk
giiniinde bireysel farkliliklarin da belirgin oldugu dikkati ¢ekmektedir. Ancak 4 haftalik
donemde hem enzim pozitif lenfosit oranlarinin arttifi ve hem de bireysel farkhiliklarin
azaldid1 dikkati ¢ekmektedir. Celik ve ark (1994)’nin sigwrlarda yapmus olduklan bir
calismada da doZumu takip eden ilk birkag giinde ANAE porzitif lenfosit oranlarnin
olduk¢a disik seyrettigi, bireysel farkliliklarn da oldukga onemli oldugu
vurgulanmaktadir, Bu durumun, memelilerde doguma bagh stresten kaynaklanan adrenal
korteks hormonlarimin artisindan ileri geldigi ¢ne suriilmektedir (Schalm ve ark 1975).
Kanathlarda ise memelilerde oldugu gibi direkt olarak fotal-maternal iligki olmamakla
birlikte, kabugu kirarak yeni bir ortama ¢ikan civcivde de benzeri bir stres mekanizmast ile
enzim igeren lenfosit oranlarinda 6nemli diigiiglerin meydana gelmesi muhtemeldir,
Bununla birlikte kulugka sonrast dordiincii haftada gruplarin ANAE pozitif lenfosit
oranlart arasinda ¢nemli farklarin tespit edilmemesi, aflatoksinin neden oldugu etkinin bu
donemde ortadan kalktigim gostermekle birlikte; hayvanlarin besleme déneminin (‘meml‘i
bir boliimiinde immiinodepresyonlu bir sekilde yagamlarint siirdiirdiiklerini géstermektedir,
Ancak, hiicre sayilarindaki azalmanin fonksiyondaki artisla kompanze edilip edilmedigi ve
caliymada AFB; verilen yumurtalardan ¢ikan civeivlerin immiin sistem fonsiyonlar
hakkinda yeterli bilgi bulunmadigindan, bu konuda daha detayh aragtirmalarin yapilmas

gereklidir.

Sonug¢

Bu calismada AFB; verilen yumurtalarda gelisen embriyolarin timus, bursa
Fabricii ve dalaklarinin embriyonal geligiminin kontrol grubununkilerden oldukga gert
kaldig1 ve en fazla etkilenen organin ise bursa Fabricii oldugu gozlenmigtir. Nitekim,
kontrol gruplarinda embriyonal dénemin 12-13. giinlerinde bursa Fabricii’deki lenf
folikiili organizasyonunun baslamas: ile birlikte perifer kandaki lenfosit morfolojisine

sahip hiicrelerde de énemli oranda ACP-az pozitivitesi tespit edilmis; deney gruplarinda
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ise ozellikle 10, 20 ve 40 ng AFB; gruplarinda folikiil organizasyonunun gecikmesine
paralel olarak perifer kandaki lenfositlerin ACP-az pozitivitelerinde de 6nemli oranlarda

disiislerin olustugu dikkati cekmistir.

AFB, verilen yumurtalardan g¢ikan civcivlerde kulugkadan ¢ikigin ilk giini ve
takip eden 4.hafta sonunda timusun histolojisinde, 151k mikroskobik seviyede tespit
edilebilen yapisal bir bozukluk gozlenmemigtir. Ancak kulugkadan g¢ikisin ilk giiniinde,
dalaktaki lenf folikiillerinin kontrollerdekilerden daha kiigik olduklani ve germinal
merkezlerinin de hentiz sekillenmemis oldugu; bursa Fabricii’de ise organa oOzgii lenf
folikullerinin az sayida ve atrofik olmalarimin yaminda FAE’nin de kismen bastklagmis
hiicrelerden olustugu tespit edilmistir. Dalak ve bursa Fabricii’deki bu degisiklikler bu
organlarin fonksiyonlarinda o¢nemli yetmezliklere neden olabilir. Nitekim bursa
Fabricii’deki FAE, organdaki lenf folikiillerinin medullalar ile fonksiyonel bir bitiinliik
olusturmakta ve organ limeninden aldig1 yabanci partikiileri birkag saat igerisinde lenf
folikiili medullasina aktarmaktadir. Antijenik uyarimlarin selektif olarak ve kontrolla bir
bigimde alinmasimi saglayan bu islevin aksamasmimn, immiin sistem fonksiyonunda da

yetmezlige neden olabilecegi ileri siiriillmektedir.

Bu ¢alismada, kulugkadan ¢ikigin ilk giinii perifer kan ACP-az pozitif lenfosit
oranlart dikkate alindiginda gruplar arasindaki farklar 6nemsiz (p>0,05) iken (Tablo 4.2), 5
ve 10 ng AFB; gruplarindaki civcivlerin perifer kanlarindaki lenfosit oranlart ile ANAE
pozitif lenfosit oranlar kontrol gruplarindan énemli (p<0,05) oranda diigitk bulunmusgtur
(Tablo 4.3). Ozellikle perifer kandaki lenfosit oranlarinda tespit edilen diisigiin, ANAE
pozitif lenfosit (T-lenfosit) oranlarindaki disislerle birlikte gerceklesmis olmas,
yumurtaya verilen AFB;’in digiik dozlarda bile hiicresel immiinite {izerinde belirgin
siipresyona neden oldugunu gostermektedir. Kulugkadan g¢ikisin 4. hattasinda ise kontrol ve
deney gruplarinin lenfosit oranlarinin yam sira hem ANAE pozitif lenfosit oranlari ve hem
de ACP-az pozitif lenfosit oranlar arasindaki fark énemsiz bulunmustur. Bu da hayvanin
immun sistemindeki defekti bu dénem boyunca tamir edebildigini gostermekle birlikte,
hiicre sayilarimin  kontrol grubu hayvanlara yakin  olmasi, sistemin tamamen
fonksiyonlarinda iyilegme anlamina gelmeyecegi gibi, dzellikle broyler tavukgulugunda bu
siire zaten besleme ddneminin son giinlerine karsilik geldiginden, bu iyilesmenin pratikte
oldukga kisitlt bir yararinin olacag: agiktir. Bu nedenle yumurtaya verilen AFB;’in, perifer

kan lenfosit ve 6zellikle de T-lenfosit oranlarinda diigiislere neden oldugu hayvanlarda, bu

63



hiicrelerin fonksiyonlarindaki kayiplarin da belirlenmesinin gerekli oldugu kanaatine

vartimistir,

Bu ¢alismada AFB, verilen deney gruplarnin mortaliteleri arasinda 6nemli
(p<0,05) farkliliklar gdzlenmigtir. Diigitk dozda (5 ng ve 10 ng) AFB; verilen gruplardaki
embriyolarin tamaminin 6lmemis olmas: ise toksine karsi bireysel duyarhihgin farkh
olmasiyla hatta bireysel direngle agiklanabilir. Bu galigmada incelenen parametrelerin,
farkli rklar Gizerinde yapilacak olan galismalarda da ele ahnmasi, AFB;’e direngli hat ve

irklarin geligtirilmesinde yararli olabilir.
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Yumurtaya verilen aflatoksin B;’in tavuklarn lenfoid organlarimin embriyonal

gelisimi {izerindeki etkilerinin enzim histokimyasal yontemlerle arastinilmasi

Bu ¢alismada, yumurtaya verilen aflatoksin B; (AFB;)’in embriyotoksik etkileri ile
kanatli lenfoid organlar iizerindeki etkilerinin histolojik ve enzim histokimyasal yontemler

yardimiyla belirlenmesi amaglanmistir.

Caliymada yumurtact ki tavuklara ait toplam 651 adet yumurta 7 ayn gruba
ayrildi. Bu gruplardan ilk ikisi kontrol gruplarimt (Kontrol-1 ve kontrol-2) olustururken,
coziicii olarak kullanilan %30’Iuk etil alkol (%30 ETOH) grubu diginda 4 farkli AFB; doz
grubu olusturuldu (5 ng, 10 ng, 20 ng ve 40 ng AFB; gruplan). Test soliisyonlan
inkiibasyon oncesinde hava kamaras: yoluyla yumurtalara enjekte edildiler. Inkiibasyonun
7, 10, 12, 13, 15 ve 18. giinlerinde agilan yumurtalardan elde edilen embriyolarin gelisme
evreleri Hamburger-Hamilton skalasina gore belirlendi. Olii embriyolar evrelerine gére
siniflandirtlarak; embriyonik dlimlerin dagilimlan belirlendi ve elde edilen sayisal veriler
istatistiksel yontemlerle analiz edildi. Gruplarin mortaliteleri arasindaki farklarin Gnemli

(p<0,05) oldugu tespit edildi.

Her doneme ait embriyolardan ve civcivlerden kuluckadan ¢ikis dénemi ile takip

eden 4.haftada kan ornekleri ile timus, bursa Fabricii ve dalak dokusu 6érnekleri alinarak
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gerek histolojik yapinin belirlenmesi gerekse de enzim histokimyasal yontemler igin uygun

yontemlerle iglenerek hazirlanan preparatlar 151tk mikroskobuyla incelendi.

AFB;’in embriyotoksisitesinin, dozdaki artisa paralel olarak arttig1, erken
embriyonik 6liimlerin ¢oZunlukla yiksek doz gruplarinda ve erken embriyonal gelisme
evrelerinde yogSunlastigi tespit edildi. Ayrica yine ylksek doz gruplarindaki g¢ogu
yumurtada embriyonal disk sahasinda agirt ve diizensiz i{ireyen area opaca hicrelerinin
periferden area pellucida’yr sikigtirarak fitiklagtirmasiyla belirgin olan anormal geligme

tespit edildi.

Histolojik kesitlerde ozellikle 10, 20 ve 40 ng AFB,; gruplarindan elde edilen
embriyolarin timus, bursa Fabricii ve dalaklarinda gelismenin baskilandidt ve bu

organlarin, kontrollerdeki organlardan daha kiigiik olduklar dikkati gekti.

Kulugkadan ¢ikigin ilk giiniinde timus normal geligsimini tamamlamis oldugu halde,
5 ve 10 ng AFB; gruplarindan elde edilen civcivlerde bursa Fabricii ve dalagin geligiminin
tamamlanmamis oldugu gozlendi. Kulugkadan g¢tkisi takip eden dordiinci hafta sonunda

ise bu iki organin da normal histolojik yapiy1 kazanmig olduklar: saptandi.

Enzim histokimyasal ¢aligmalar sonucunda periter kan lenfositlerinde 12.giinde ilk
olarak ortaya gikan enzim asit fosfataz (ACP-az) oldugu; bunu 13 giinde beta-glukuronidaz
(BG-az) ve son olarak da 18.glinde ortaya g¢ikan alfa-naftil asetat esteraz (ANAE)’in
izledigi tespit edildi. Kulugkanin 13 giiniinde perifer kan lenfositlerinde ortaya gikan BG-

az, ilerleyen donemlerde gozlenmedi.

Embriyonal dénemde ACP-az pozitif lenfosit oranlarimin 10, 20 ve 40 ng AFB;
gruplarinda belirgin sekilde kontrol gruplarininkilerden daha diigiik oldugu dikkati gekti.

Kulugkadan ¢ikigin ilk ginii gruplarin ACP-az pozitif lenfosit oranlari arasindaki
farklarin onemsiz (p>0,05) oldugu, buna kargin lenfosit oranlar1 ile ANAE pozitif
lenfositlerin oranlarinin 5 ve 10 ng AFB; gruplarindan ¢ikan civcivierde énemli oranda
(p<0,05) daha dusiik oldugu tespit edildi. Ancak kulugkadan- gikisi takip eden 4. hafta

sonunda lenfosit oranlan ile gerek ACP-az pozitif lenfosit oranlari ve gerekse de ANAE
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pozitif lenfosit oranlari agisindan kontrol ve deney gruplan arasindaki farkin 6nemsiz

(p>0,05) oldugu gorulda.
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7.SUMMARY

Enzyme histochemical investigations on the effects of aflatoxin B;, administrated in

ovo, on the embryonic development of chicken lymphoid organs.

In this study, embryotoxicity and detrimental effects of aflatoxin B;(AFB,) on the
embryonic development of chicken lymphoid organs were determined by enzyme

histochemical and histological methods.

For this purpose, 651 laying hen’s eggs were used. The eggs were divided into 7
groups. Two of them were used as a controls (control-1 and control-2). Except for the
solvent (%30 ethanol, ETOH) group, 4 different AFB; dose groups were designed (5 ng,
10 ng, 20 ng and 40 ng AFB;). Test solutions were injected via the air-sac at pre-
incubation period. Eggs from each group were opened at 7%, 10™, 12% 13" 15" and 18"
days of the incubation. Embryonic stages were determined according to the Hamburger-
Hamilton scale. Dead embryos of each group were determined and embryonic morthality
values were calculated. Data was analysed by using statistical methods. The differences
between morthality values of the controls and the experimental groups were found to be

statistically significant.

The blood and tissue samples from the thymus, bursa of Fabricius and the spleen
were taken from the embryos of each group at different incubation periods, at the end of
the incubation and by the fourth week after hatching. Tissue samples were processed for
enzyme histochemical methods in adition to routine histological techniques. The effects of
AFB; on both enzymatic profile of peripheral blood lymphocytes and embryonic
development of lymphoid organs were investigated by light microscope. It was conlcuded
that the embryotoxic effects of AFB,; to be dose-dependent and early embryonic deaths
were particularly increased at high- AFB; doses. On the other hand, especially in 20 and 40
ng AFB,; groups, embryonic disc abnormality which characterized with area opaca cells
those irregularly proliferated around the area pelicida was observed. Area pellucida

protruded out of the embryonal disc because of the copression caused by area opaca cells.
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In histological sections, particularly taken from 10, 20 and 40 ng AFB; groups, the
embryonic development of thymus, bursa of Fabricius and spleen were dramatically
impaired and the anlages of those organs underdeveloped when compared to those of

controls.

On the hatching day, development of the thymus was complate while in 5 and 10 ng
AFB, groups, the development of spleen and bursa of Fabricius were incomplete. At the
end of the fourth week after hatching, bursa of Fabricius and spleen were completely

developed.

Enzyme histochemical demonstrations were carried out in all tissue samples. The
first observed enzyme in the blood cells with lympheyte morphology was acid phosphatase
(ACP-ase) which appeared on the 12" day of incubation period, the second was beta-
glucuronidase (BG-ase) which appeared on the 13™ day of incubation period and the last
observed was alpha naphthyl acetate esterase (ANAE) which appeared on the 18" day of
incubation period. However, BG-ase disappeared in those cells at the later stages of the

incubation.

During embryonal period, significant declines were observed in ACP-ase positive

lymphocytes rates in 10, 20 and 40 ng AFB; groups.

On the hatching day, ACP-ase positive lymphocyte proportions were not different
while ANAE positive lymphocyte counts were significantly decreased in 5 and 10 ng
AFB; groups. By the forth week after hatching, there was no difference in peripheral blood
ACP-az positive, ANAE positive lymphocyte proportions and lymphocyte proportions.
Besides there was no difference in histology of lymphoid organs between controls and

experimentals.
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9.SEXTLLER

Sekil 1: Embriyonal donemin onuncu gitniinde kontrol-1 (solda) ve 20 ng AFB, grubuna
ait (sagda) embrivolar gorillmekte. AFB, verilen embrivodaki gelisme gerilisi oldukga
belirgin ofarak goriilmektedir.

Sekil 2: Embriyonal dénemin oniigiincii giiniinde 20 ng AFB, grubuna ait (solda) ve
kontrol-1 grubuna ait (sagda) embriyolar goriilmekte. Soldaki (20 ng AFB, ) embriyodaki
gelisme geriligi belirgin bigimde dikkati cekmektedir.



Sekil 3: 40 ng AFB, grubundan ku_uqk?nm onikinci giin "Ju”lcki bir ot 1‘nriv0 qu«
du\ arinin kamnm.l,nn St
(Schistosoma reflexum)

CLIC 285

Sekil 4: 20 ng AFB; grubundan kuluckanm onikinci giiniine ait bir embriyoda makas
gaga goritlmekte,
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Sekil 5: 40 1

gOritllmekte,

Sekil 6: 20 ng/yumurta dozunda AFB; verilen ve inkitbasyonun yedinci giiniinde agilan
bir yumurta. Asinn ¢ogalan ve area pellucida’yr kusatan area opaca hijcrelerinin
olusturdugu hiicresel halka (oklar) gorillmektedir.



2 ’ £ B e Sy ‘»s« 4 7
Sekil 8: Hiicresel halka bolgesinden alan bir bagka kesit. Asinn gogalan arca opaca
hiicreleri goriilmekte. Uglii boyama, X 1440,
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Sekil 9: Kontrol-1 grubuna ait 7 giinliik bir embrivonun tinmus lobu taslagindan alinan bir

hiicre (ok) goriilmekte. MayGriinwald-Giemsa, X 1440,
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¢ bir embrivonun timups lob

idan alinan bir kesit. Genis mozenkimal

a (oklar) birbirlerinden avrilmms  lopeuklar  goritlmektedir.  Ugli
boyvama X224
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Sekil 12: 20 ng AFB, grubuna ait 10 giinlikk bir embrivonun timus loplarindan
alman bir kesit. Orgamn gelisiminin baskilanms oldugu ve loplann kiigiik
kaldigy gorivimektedir. Pappenheim’in panoptik boyas:, X224

91



A 1 1 ayirmu heniiz tar irak ya 1
birlikte damarlasmanmn arttigi (d) ve hiicrelerin lenfosit morfoljisine vakin bir goriniim
aldiklar: gariitmekte (oklar). Uglii boyama X230
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Sekil 14: 40 ng AFB, grubuna ait 12 giinliik bir embrivonun timus lobundan alinan bir

kesit. Loplardaki gelisme geriligi ve vaskiilarizasyonun daha zayif oldugu gériilmekte.
Uclii boyama, X230.
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Sekil 16: Inkiibasyonun onikinci giniinde kontrol-1 grubuna ait bir embriyonun timus
lobundan alinan kriyostat kesiti. Lenfosit morfolojisine sahip birkag adet ANAE pozitif
hiicre (oklar) goritlmekte. ANAE demonstrasyonu, X460,



Sekil 18: Kontrol-lgrubuna ait kulugkamn onikinci giiniindeki bir embriyonun perifer
kaninda lenfosit morfolojisine sahip ACP-az pozitif bir hiicre goriilmekte (ok). ACP-az
demonstrasyonu, X 1440,
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Sekil 19: Kortrol-1 grubundan kuluckamin onikinci giiniindeki bir embrivonun timus
lobundan alinan krivostat kesitinde lenfosit morfolojisine sohip ACP-a7 pozitif bir hiicre

(ok) gorilmekte. Pozitivite tipinin hiicrenin bir kutbunda iri-kirnuzi bir graniil tarzinda

Sekil 20: Kontrol-1 grubundan kulugkanmn onikinci giniindeki bir embriyoya ait perifer
kanda lenfosit morfolojisine sahip ACP-az pozitif hiicreler (oklar) ile ACP-az pozitif
trombositler (Gift oklar) gorilmekte. Lenfosit morfolojisi gosteren hiicrelerde pozitivite
tipi hiicrenin bir kutbunda bir ya da birkag adet graniil tarzinda kendisini gostermekte.
ACP-az demonstrasyonu, X 1440).



Sekil 21: Kontrol-1 grubuna a‘t kuluckann onikinci giiniindeki bir embriyonun timus
lobundan alinan kriyostat kesitinde lonfosit morfolojising sahip birkac hilcrede {oklar)

LS JEARILAEE B 11 Readisy ks

zavif BG-az DO71[I\‘.€‘ 1 gom_ncktc BG-az dem ons{rasyonu.X%O.

qekﬂ 22 Kontrol-2 grubmm “ait kulugkanin onu«;xmcu gunundekl embnyonun timus
lobundan alinan bir kesit. Korteks-medulla ayirmumn az da olsa yapilabildigi bu
donemde medullay: olusturacak olan hiicreden fakir orta bolgenin daha soluk boyandif
goriilmekte. Uglii boyama,X181.
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lobundan aliman bir kesit. Lopguklann dvellikle korteks balgelerinde

......... i g (0 AN 9,0 1§ 4 LEAS LW

«

sbundan kulugkann onﬁcﬁhcﬁ gimﬁndekiﬂbiry embfij’oya ait
timus lobu kesiti. Geligme geriligine bagh olarak timus lopcuklannin oldukea kiigitk
kaldig1 ve korteks-medulla ayinminin vaptlamadify goriilmekte. Uglit boyama, X181
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arn orictineti giintindeks bir embrivoya ait perifer

Sekil 25:

Kontrol-1 grabundan kuluck
ositer seriden bir hiicre. ACP-az pozitivitesinin sitoplazmads diffiiz tarzda
oldugu gorilmekte (ok). ACP-a7 demonstrasyon X1440.

Sekil 26: Kontrol-1 grubundan kulugkarun oniigiingii giiniindeki bir embriyoya ait perifer
kanda BG-az pozitif bir lenfosit goriilmekte (0k). BG-az demonstrasyonu. X 1440.

P



niindeki bir embrivonun timus
loplarindan alnan bir kesit. Kortcks-medulla avirmunin belir gin oldufu bu ddénemde
korteksin gelismekte oldugu bolgelerde daha cok kiiciik tip lenfositlerin lokalize oldugu
Grittmekte. M: Medulla Uglii boyama X288,

Sekil 28: Kontrol-1 grubundan kuluckanin onbesinci giiniindeki bir embriyoya ait perifer
kanda ACP-az pozitif lenfosit goriilmekte (ok). ACP-az demonstrasvonu,X1440.
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ci giiniindeki bir cmbrivonun timus

Sekil 29: Kontrol-2 grubuna ait kulugkanin onbesin
" bir lenfosit (ok) goriilmekte. ACP-az

lobundan alinan krivostat kesitinde ACP-a7 poziti
demonsirasvonu X 1410,

i1
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Sekil 30: Kontrol-1 grubuna ait kuluckamn onsekizinci giiniindeki bir embriyonun timus
lobu kesiti. Koteks (K)-medulla (M) ayirimumn net bir sekilde yapilabildigi bu donemde,
medullada dejenere retikulum hiicrelerinin  olusturdugu bir Hassal cisimcigi (ok)
goriilmekte. Uglii bovama, X230.

Pt
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rubuna ait kuluckanm onsckizinei giiniindeki bir embrivodan ahnan

in if reaksiyon veren dejenere retikulum
sritlmekte. PAS X288

' 3 - a8 i e
Sekil 32: Kontrol-1 grubuna ait kuluckanim onsekizinci giiniindeki bir embriyonun timus
lobundan alinan bir kesit. Plazma hiicresini andiran iri-pironinofilik sitoplazmali hiicreler
(oklar) goriilmekte. MGP,X1440.
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Sekil 33: Kontrol-1 grubuna ait kulugkamn onsekizinei giintindeki bir embrivonun timus
loplarindan alman bir kesit. Loplan saran kapsiil ile bunun organ icerisine géndermi

oldugu bdimelerdeki retikulum iplikleri (oklar) goriitmekte. Gordon ve Sweet'in retikiiler
iplik bovamast. X576

S
3

Sekil 34: Kontrol-1 grubuna ait kuluckamn onsekizinci giiniindeki bir embriyonun perifer
kaninda ANAE pozitif bir lenfosit (ok) gorilmekte. ANAE demonstrasyonu, X 1440.
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Sekil 35: Ky in cikisin itk ; 1 1 una ait bir civelvin timuys
lobundan alinan kesit. Hi jik ¢ 1 orgamn medulla bolgesinde
(M) kistik yapilarm da irilegmis oldugu gorilmekic (oklar). Uclii boyvama,. X230.

Rt

Sekil 36: Kulugkadan ¢ikisin ilk giiniinde kontrol-1 grubuna ait bir civcivin timus
lobundan alinan kesit. Sitoplazmalarinda fagosite edilmis apopitotik cisimeikler olduklan
diisiiniilen  yapilant iceren (oklar) makrofajlar (Tingible Body macrophage, TBM)
goriilmekte. Pappenheim’in panoptik boyamas;, X1152.
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. L .- A
n crkagin itk giniinde kontrol-1 grubun
it. Lopcuklar arasindaki bag doku bélmesinde retikiller iplikleri
mnlastigr (oklar) goritlmekte. Gordon ve Sweet’in retikiiler iplik

a aif bir civcivin timus

o

et
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Sekil 38: Kulugkadan gikigim ilk giiniinde kontrol-1 grubuna ait bir civcivin timus
lobundan alman krivostat kesiti. Hem korteks (K) ve hem de medulia (M) bolgesinde
ACP-az pozitif lenfositler (oklar) ile sitoplazmalannda diffiiz pozitiviteye sahip makrofaj
ve retikulum hiicreleri (ok baslari) goriilmekte. ACP-az demonstrasyonu, X230,
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gr ubuna ait bir civcivin perifer
ini s;top ymada diffiiz tarzda

iy

Qekﬂ 40 Kuluckadan Qﬂqsm itk gnmmde kontrcl 1 gruhma ait bxr civcivin timus
lobundan alinan kriyostat kesiti. Az sayida BG-az pozitif lenfosit (oklar) goriilmekte.
BG-az demonstrasyonu, X288,



Sekil 41: Kuluckadan ¢ikist takip eden dérdiingii hafta s
! bélgelerindeki kistik
aptlar (k) ile bunlarn ortalarinda yer alan dejonere lenfosit ve graniilositler géritlmektc.

Jelii bovama, X230.
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Sekil 42: Kontrol-1 grubuna ait dért hafltalik bir civeivin timus lobundan alman kriyostat
kesiti. Cogunlukla medullada (M) yerlesim gosteren ANAE poxzitif lenfositler (oklar) ile
sitoplazmalaninda diffuz pozitiviteye sahip olan makrofaj ve retikulum hiicreleri (ok

baglan) goriilmekte. K (korteks), ANAE demonstrasyonu, X230.
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Sekil 43: Kontrol-1 grubuna ait dort haftali
pozitif bir lenfosit (ok) ile sitoplazma

gorillmekte {¢ift ok). ACP-az demonstrasy

; e : B fEE I S
Sekil 44: Kontrol-1 grubuna ait dort haftalik bir civeivin timus lobundan alinan kriyostat
kesiti. Hem korteks (K) ve hem de medullada (M) ACP-az pozitif lenfositlerin (oklar)
yamnda, sitoplazmalarinda diffiiz pozitiviteye sahip retikulum hiicreleri ve makrofajlar
goriilmekte (ok baslar). ACP-az demonstrasyonu, X230.
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il 45; komrol 1 orubun'! ait dort hqf'ahk bir Cucndr‘n almar‘ N‘nfﬂr kanda BG-az
g tif lenfositler (oklar) ile sitoplazmasinda diffiiz pozitivite gosteren bir monosit (m)
oritslimckte. BG-az demonstrasyonu, X 1440,

Sekil 46: Kontrol-I1grubuna ait dort haftalik bir civcivin timus lobundan ahman kriyostat
kesiti. Az sayrida BG-az pozitif lenfosit (oklar) ile sitoplazmalannda diffiiz pozitiviteve
sahip makrofaj ve retikulum hiicreleri (ok baslan) gériilmekte. K=Korteks, M=Medulla.
BG-az demonstrasyonu, X230
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Sekil 47: Kontrol-1 grubundan kulugkamn yedinci giiniindeki bir embrivoya ait bursa
Fabricii taslags. Morkezi bir limene (L) sahip olan organ taslaginda. liimenin igini

doseyen epitelin bazal membramina vakin bolgelerde iri-bazofilik hiicreler (oklar} ile yer

ver mitotik figiirler (m) gériimekte. Ughi boyama, X460,

Lile il Jitiha) LSO d A
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Sekil 48: Kontrol-1 grubundan kuluckanm onuncu giniindeki bir embrivoya ait bursa

Fabricii taslagi. Liimene (L) doZru gvagine olan epitel Ortilsiiniin olusturmus olduklar
plikalar (pl) goriilmekte. Uclii boyama, X589.
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bekﬂ 49 Komrol 1 grubundan 1qﬂudﬂnm onuncu gi'!.m‘.‘.l
i . Epitcl )
{oklar) gomlmclde. Pay penhcnn in mnopul\ bm ast, XI 152

Sekil 58; 20 ng AFB; grubundan kulugkamn onuncu giiniindeki bir embriyoya ait bursa

Fabricii taslagy. Plika (p (r-) usumunun belirgin bir sekilde baskilandif gériilmekte. Uglis
bovama,X560.

110



Sek RN }\nmr(ﬂ-/ M.h!n(%ﬂ kaduckanin onikingi mnﬂx‘"d embri rivova ait
bursa Fabricii taslagy. Olusumunu tamamlanus olan ph calarda  iri-bazofilik
hiicrelerin olusturduklan cpitel tomurcuklart gézlenirken (ef), bu bélpcnin
itzerini drten cpitel  hiicrelerinin vassilastiklan  gérilmekte  (oklar). Ugli
boyama X640,

Sekil 52: 40 ng AFB, g;rubundan kulugkanin onikinct giiniindeki b1r embriyoya
ait bursa Fabricii taslaf. Epiteldeki tomurcuk clusumunun (ok) baskilanmig
oldugu dikkati cekmekte. Uclii boyama, X720.
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Sekil 533: Kontrol-1 grubundan knluckanin omiiiineii giiniindeki bir embriyoya ait bursa

Fabricii kesiti. Yeni gelismekte olan folikiiliin van ve alt bslgelerinden subnediler cpitel

clig n t SuonoaL P
(sne) adi verilen yasst hiicrelerce cevrelendigi gozlenirken. bazofilik hiicre toplulugunun
icerisinge lenfosit morfolojisine sahip hiicreler (oklar) gdriilmekic. Pappenheim’in

panoptik boyast, X1440.
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Sekil 54: Kontrol-1 grubundan kulugkamn oniigiincii giiniindeki bir embriyoya ait bursa
Fabricii kesiti. Epitel tomurcuklannin bityiiyerek folikiil halini almaya bagladiklart
goriilmekte (oklar). Ughi boyama X147,



A
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Sekil 55: 40 ng AFB; grubundan kulugkanm oniigiinei

bursa Fabricii kesiti. Plikalar gelismis olmasma karsin folik
bastamadif dikkati cckme

i giinfindcki bir embriyoya ait

Sekil 56: Kontrol-1 grubuna ait kulugkamn oniigiincii gliniindeki bir embriyonun bursa
Fabricii’sinden alman krivostat kesiti. Yeni gelismekie olan lenfoid folikiiliin merkezi
bolgesinde lenfosit morfolojisine sahip ACP-az pozitif bir hiicre goriilmekie (ok). ACP-
az demonstrasyonu, X1440.



Sekil 57: Kontrol-1 grubundan kylugkanin onbesinei

Fabricu kesiti. Epitel tomurcuklanmin lenf folikilleri
irilestikleri gozlenirken, gelisimi daha iyi olan birkag folikislin (oklar) orta bélgelorinin

V3 o= - e
daha soluk bovandii ve yavas yavas medulla bolgesinin genel histolojik yap
ozelliklerini kazanmaya basladiklan garilmekte. Uclii boyama X184,

et s o

AR T = Mg

Sekil 58: Kontol-2 grubuna ait kulugkanin onbesinci gimiindeki bir embriyodan alinan
bursa Fabricii kesiti. Gelismekte olan folikiiliin retikulum iplikleri ag1 ile kusatildi ve
IFE’yi olusturacak olan epitelin iizerine oturdugu bazal membramn subnodiiler epitelin
(sne) bazal membran ile baglantili olduBu gozlenirken (oklar), FAE epitelinin bazal
membrana sahip olmachid: goriilmekte. Gordon ve Sweet’in retikiiler iplik boyast, X1152.

114



Sekil 59: 10 ng AFB, grubundan kuluckamn onbesinci giniindeki bir embrivoya ait
bursa Fabricii kesiti. Folikiil gelisiminin baskilandiy oclisen birkag adet folikiiliin ise
heniiz epitel tomurcugu asamasinda  olduklan gézlenirken (oklar), bag doku (bd)
alanlarindaki  vogun cozinofilik  hiicre  infiltrasyonu  dikkati  qekmekte,  Uglib

boyama. X184,

b s g , - ; R, S
Sekil 60: Kontrol-1 grubuna ait kulugkamn onsekizinci giiniindeki bir embrivonun bursa
rabricii kesiti. Folikitllerin gelisimlerini biiyiik Slgiide tamamlaylp organm lamina
proprivasimt doldurduklart gézlenirken, subnodiiler epitelin (oklar) disinda birkag sira
lenfositten olusan korteks (k) goriilmekte. Uglii boyama, X322.

11



Resim 61: Kontrol-1 grubundan kaluckamn onsekizinci giiniindeki bir embrivova ait

bursa Fabricii kesiti. Folikiil iliskili epitclin (FAE) altinda bazal membramin olmadig;

goritlmekte. Gordon ve Sweet’in retikiiler iplik boyast. X376.

Sekil 62: 10 ng AFB; grubundan kulugkamn onsekizinci giniindeki bir embriyova ait
bursa Fabricii kesiti. Folikiillerdeki gelisme geriligine bagl olarak bag doku alanlarnm
(bd) fazla oldugn gézlenirken, folikil iligkili epitelin gelismesini tamamlamadif
goriilmekte (oklar). Uglii boyama, X138,
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Sekil 64: Kuluckadan ¢ikagin ilk giiniinde kontrol-1 grubuna ait bir civcivden alman
bursa Fabricii kesiti. Folikill geligiminin tamamlanmis oldugu ve gelisen folikiillerin
plikay: tamamen doldurdugn gériilmekte. Uglii bovama, X147.

vgu 2
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Sekil 65: <H!-.1"knd'n gikasir tbuna ait bir civcivden alman
bursa Fabricii kesiti. Oldukca iyl gclxsen FAE nin bazal membrandan yoksun oldugu ve
folikitlim medullas: (M) ile bir biitin  olusty du_gu g.n’_ﬂnmk{g G(\rd on ve Sweot'in

retikiiler iplik boyas1. X3576.

Sekil 66 Kuluc;k. dan ¢ikigin ilk giiniinde kontrol-1 gm‘nma ait blr civeivden "dman
bursa Fabricii kesiti, Medulla bdlgesinde piknotik ¢ekirdekli lenfositler ile bunlarn
vikimlanmasi sonuc nndd olusan graniiler hiicre artiddanm fagosite etmis iri makrofajlar
goriilmekte (oklar). Uclii boyama, X 1440,
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4

I3

ver ¢ ve folikill iligkili epitelin (oklar) klasik vapisini kazanamachgs
griflmekic. Uclii bovama X147

9

A

T T TR b A s 8 A : ks
sin ilk giiniinde kontrol-1 grubuna ait bir civcivin bursa

Sekil 68: Kulugkadan ¢iki
Fabricii’sinden ahnan krivostat kesiti. Folikiilin medulla bélgesindeki lenfositlerin
bazilar (oklar) ile IFE’yi olugturan epitel hiicrelerinin apikal sitoplazmalariin ACP-az
pozitivitesine sahip oldugu gorilmekte. ACP-az demonstrasyonu, X317.
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69 Kuluckadan gikigm itk giimimde kontrol-1 grubuna ait bir civeivin bursa
Fabricii'sinden alman krivostat kesiti. Folikilin medulla bolgesinde birkac adet BG-az
pozitif lonfosit (oklar) goriitmekic. BG-az demonstrasyonn, X461,
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Sekil 70: Kontrol-1 grubundan dért haftalik bir civeive ait bursa Fabricii kesiti. Biivityen
ve organm submukozasuu tamamen dolduran folikiillerin kovu bovanan korieks
bélgelerinin genislemis oldugy gorilmelte. Ugli boyama, X184,




Seli!

olusturan epitel hiicrelerinin apikal sitoplaz nin (oklar) PAS pozit
verdigi gorittmekte (okdar). PAS X460,

» G @ Ve STy <4 B
Sekil 72: Kontrol-1 grubuna ait dort haftalik bir civcivden alinan bursa Fabricii kesiti.
FAFE’nin bazal membrandan yoksun oldu

1gu goriilmekte. Gordon ve Sweet'in retikiiler
iplik boyas1, X1152.



Sekii 73: Kontrol-2 grubuna ait dért haftalik bir civeivin bursa Fabricii'sinden aliman
k bilgosindeks bas lenfositlor ile (oklary IFE'vi
NAE pozitivitesine sship oldufu giritimekie. ANAE

v medulls

olusturan cpitel hiicrelerinin
demonstrasvonu X230,

Sekil 74: Kontrol-1 grubuna ait dort haftalik bir civcivin bursa Fabricii’sinden alinan
kriyostat kesiti. Folikiiliin medullasinda ver alan bazi lenfositler ile (oldar) makrofaj ve
retikulom hiicrelerinin (ok baslan) yaninda IFE’vi olusturan epitel hiicrelerinin apikal
sitoplazmalaniin  da ACP-az  pozitivitesine sahip olduldan  gorilmekte. ACP-az

demonstrasyonu, X184,







\

Sekil 78: Kontrol-1 grubuna ait kulugkanmin onikinci giiniindeki bir cmbriyonun
dalagindan alinan krivostat 1. Lendosit morlolojisine sahip ACP-az pozitil bir hiicre
(ok) goriilmekte. ACP-az demonstrasyonu, X1440,
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Sekil 79; Konrtol-1 grubundo

kesiti. Arterlerin (a) tunila adventisyasindaki vo
artmast ile birlikie d

1 kulugkanm oniigiined giiniindek

Sun lenfoid h
b

v dzgit folikiillerin

bovama. X460,

o X i P i
Sekil 8¢: Kontrol-1 grubundan kuluckanmn oniigiineii giiniindeki bir embriyoya ait dalak

kesiti. Bir arter (a)’in adventisya tabakasma infiltre olan lenfoid hiicreler (oklar)
goriilmekte. Pappenheim’in panoptik boyamas:, X 1440
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olmasing badh
L=g

damuariann (oklary adventisva

o amn oniigiingll gimiindcki bir cmbriyonun
falagindan alman bir krvostat kesity, savida ACP-az poritit lenfoid hiicreler
Griilmekte (oklar). ACP-az demonstrasyonu, X460,
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ficincti giinimdcki hir

Qpcmﬂ sahip cok savida

Sckil 84: I\ontrol 1 grubundan kuluckanmin onsekizinci giinii 1dek1 bxr embm va ait dalak
iti. Lenf folikiillerinin (F) histololjik organizasyonunun biraz daha ilerlemis oldugu

goritlmekte. Uclit bovama, X460.
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7 (¥ 2() ETOH) pmbx_md)n Lu camn ons 'v i m.‘ 1\1 bir
embrw 1lak kesiti. Plazma hiicresine bul/_e.r 1or1010u ip iri-pironinofilik
sitopl zz--.uh hi.i.creier( Idary gorivhmekte. MGP X 1440,
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Sekil 88: Kontrol-1 grubuna ait kulugkanin onsekizinci giliniindeki bir embrivonun
dalagndan alman krivostat kesiti. ANAE pozitif bir lenfosit goriilmekte (ok). ANAE
demonstrasyonu, X376,
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Sekil 89: Kulugkadan ¢ilagim ilk gimiinde kontrol-1 grubundan bir civeive ait dalak
kesiti. Histolojik  orgg vonun 1

I £ oldugu veo lenf
folikiiflerinin (f) morkezi bélgelerinin biray daha sols
T ~ hd =

uk bovandipr goriilmekie. Uglii
o (=4 =3
bovama X230,

b >3 o . 3 v
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Sekil 90: Kulugkadan ¢ikismn ilk giiniinde 5 ng AFB; grubundan bir civcive ait dalak
kesiti. Lenf folikiilii (f) gelisiminin belirgin bir sekilde baskilandifn ve folikiillerin
merkezinde soluk boyanan bélgelerin bulunmach@ géritlmekte. Uglii boyama, X230.
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1 grlasm ik giindinde kontrol-1 grubuna ait bir civeivin daladindan
i. ANAE povitif lenfositlerin (oklary arteriva scntralis (d)'ler

Selkil 91: Kulugkad:
1

aliman krivosiat

- v v, Wt
Sekil 92: Kontrol-1 grubuna ait dért haftalik bir civeivin dalagindan aliman bir kesit.
Eksentrik yerlesimli arteriya sentralis’e (d) sahip olan gelisimini tamamlanus bir folikiil
(f) ile kan hicreleriyle dolu durumdaki vendz sinuslar (v) gorilmekte. Uglii
bovama,X360.
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Sekil 93: Coziicit (%630 ETOH) grubundan dért ha
Folikiillorin i

C catisie olusturan  rotik
adventisyasmdaki
retikitler iplik bovast X576,

lum  iphiklerinin,  arteriyva

o O

Sekil 94: Coziicti (%30 ETOH) grubuna ait dort haftalik bir cive
kesitinde plazma hiicreleri gériilmekte (oklar) MGP X 1440

ipliklerie devam ettigi gorillmekte (oklar). Gordon ve Sweet'in

ivden alman dalak



ik iveivin ; ]
dar’ eriva sentralis (d) ctrafindaki tipik
1

vam s mak ve retikulum hilerelerinin de diffiiz tareda ANAE
(

k !
ozitivitesine sahip oldukdar gorilmekte (ok baslan). ANAE demonstrasyonu. X360.

¥

Sekil 96: Kontrol-1 grubuna ait dort haftalik bir civeivin dalagindan alman kriyostat
kesiti. ACP-az pozitif lenfositlerin (oklar) lenf folikiilleri ve lenfatik kordoniarda
diizensiz.  dagihm  gosterdikleri  goriilmekte. d:  Arteriyva sentralis.  ACP-az
demonstrasvonu, X460.






Table 4.1: Kontrol ve Dency Gn

10. TABLOLAR

Kullamilan  Mortalite Mortalite
Yumurta  degeri (%) degeri (%)
GRUPLAR Says (Infertilite (Infertilite
haric) dahil)
A 86 1208 1162
(Kontrol-1)
B 80 7.89° 7.5°
(Kontrol-2)
C 83 20.25° 19,27
(%30ETOH)
D 88 41 66" 39.77°
(5ng AFB))
E 97 43 47¢ 41.23°
(10ng AFB))
F a7 80.43° 76.28°
(20ng AFB))
G 120 91.22° 86.66
(40ng AFB;)

“t Ayna siitunda farkh harfle ifade edilen mortalite deger!

ri arasindaki farklar dnomlidir
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12. OZGECMIS

1971 yilinda Konya’da dogdu. Ilk, orta ve lise egitimini tamamladiktan sonra 1989
yilinda kazandi@ Selguk Universitesi Veteriner Fakiiltesi’nden 1994 yilinda mezun oldu.
1995 vyihinda aynmt Fakiltenin Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dalr’na Aragtirma

Gorevlisi olarak atandi. Halen bu gérevini siirdiirmektedir, Evlidir,
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13. TESEKKUR

Bu calismanin gergeklestirilmesinde yakin ilgi, destek ve yardimlarim gordiigiim
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dah elemanlarina, bu ¢aligmada kullanilan aflatoksin
By’in temin edilmesinde emegi gegen Dog. Dr. Halis OGUZ’a, kulugkahanenin
kullamimasi, hayvanlarin bakimi ve beslenmesinde yardimet olan Dog. Dr. Fatma INAL
ile Yrd. Do¢. Dr. Varol KURTOGLU na, istatistiksel hesaplamalarin yapilmasinda degerli
bilgilerinden faydalandigim Dog. Dr. Mehmet Emin TEKIN’e ve S.U. Veteriner Fakiiltesi

Zootekni ve Hayvan Besleme Boliimit Deneme Unitesi galisanlarina tegekkiir ederim.
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