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Amag: Bu ¢alismada, yumurtaya verilen farkli dozlarda BPA'nin iskelet
kasi gelisimi tlizerindeki etkilerinin histolojik metotlarla belirlenmesi
amaglanmaktadir.

Gereg ve Yontem: Isa Brown irki saglikl ticari anaglardan elde edilen
310 adet dollii tavuk yumurtasi kontrol, tasiyici, 50,100 ve 250 pg/yu-
murta olmak iizere 5 gruba ayrildi. Test soliisyonlari inkiibasyon dncesi
yumurta sarisina enjekte edildi. Kulugkanin 13, 18 ve 21. giinlerinde, her
gruptan 10 canli embriyo elde edilinceye kadar rastgele yumurta segile-
rek agildl. Embriyolardan alinan iskelet kasi (musculus fibularis longus,
musculus sternocoracoideus pectoralis) doku drnekleri %10'luk formol
soliisyonunda tespit edildi ve rutin histolojik tekniklerle islenerek para-
finde blokland. Kesitler Crossmon’un {iglii boyama yontemi ile boyandi.
PCNA (Proliferating cell nuclear antigen) reaktivitesi ise immiinohisto-
kimyasal yontemle belirlendi.

Bulgular: Kas gelisiminin BPA uygulanan gruplarda geri kaldig1 ve PCNA
pozitif hiicre sayisinin da daha yiiksek oldugu dikkati ¢ekti (p<0.05). S6z
konusu bu gruplarda enine bandlagmanin ¢ok zayif oldugu ve miyottiip or-
ganizasyonunun ise heniiz tamamlanmadigi gozlendi.

Oneri: BPA'nn iskelet kasi dokusunun gelisimi tizerindeki olumsuz etki-
lerinin ileride hayvanlardan beklenen bazi performans parametrelerinde

diisiise neden olabilecegi sonucuna varilmistir.

Anahtar kelimeler: Bisfenol A, PCNA, iskelet kasi, embriyonik gelisim
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Abstract

Aim: The aim of this study was to determine of the effects of in ovo admin-
istered BPA on embryonic development skeletal muscle using histological
methods in chickens.

Materials and Methods: 310 fertile eggs of Isa Brown laying parent stock
were divided into 5 groups as control, vehicle control, 50, 100, and 250
ug/egg BPA. At the 13th, 18th and 21st days of incubation, eggs were
randomly opened from each group until 10 live embryos were obtained.
Skeletal muscle tissue samples (musculus fibularis longus, musculus ster-
nocoracoideus pectoralis) taken from embryos were fixed in 10% formol
solution and processed with routine histological techniques and immersed
in paraffin. Sections were stained with Crossmon's triple staining method.
Also, PCNA (Proliferating cell nuclear antigen) reactivity was determined
by immunohistochemical method.

Results: Embryonic development of skeletal muscle was retarded in BPA
treated groups. The mean count of PCNA positive cells significantly incre-
ased in BPA treated groups when compared to control and vehicle control
groups on 21 day of incubation (p<0.05).

Conclusion: These results have suggested that developmental exposure to
BPA adversely affected development of skeletal muscle.
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Bisfenol A" nin iskelet kasi iizerindeki etkileri

Giris

Endokrin bozucu kimyasal maddeler (Endocrine Distrup-
ting Chemicals-EDCs) cesitli reseptorlerle etkilesime gire-
rek hormonlarin biyolojik aktivitelerini taklit eden ya da
antagonistik etki gosteren dogal ya da sentetik bilesiklerdir
(Pisapia ve ark 2012, Liu ve ark 2014). Endtistriyel sahada
siklikla kullanilan EDC’lerden biri de polikarbonat, epoksi
rezin, polisiilfon ve poliakrilat gibi polimerlerin iiretiminde
kullanilan bisfenol A'dir [2,2-bis(4hydroxyphenly) propane,
BPA] (Ballesteros-Gémez ve ark 2009). Saglam ve 1siya daya-
nikli olmalarindan dolay1 polikarbonat plastikler ve epoksi
recineler yiyecek-icecek saklama kaplari ve ambalajlarinda
kullanilmaktadirlar (Garcia ve Losada 2004, Rubin 2011, Ge-
ens ve ark 2012). Yiiksek liretim kapasitesi ve farkli kullanim
alanlar1 géz dniine alindiginda ¢evreye yiiksek miktarda BPA
gecisi olmas1 kaginilmazdir (Yildiz 2009). Canlilar BPA'ya
basta gida yoluyla olmak iizere, solunum ya da dermal ab-
sorbsiyon ile de maruz kalmaktadirlar (Le ve ark 2008, Coo-
per ve ark 2011, Liao ve Kannan 2011, Sise 2011).

Ostrojenik etkisiyle 6n plana ¢ikan BPA tipki dogal dstrojen
hormonu (173-6stradiol, E2) gibi etkisini spesifik olarak 6st-
rojen reseprorii a (ER- a) ve 3 (ER- )’ya baglanarak goster-
mektedir (Meltzer ve Pfeiffer 2001). Ayrica BPAnin E2 ile
yarisarak dstrojenik yaniti bloke edip anti-0strojen olarak
da davranabilecegi ileri siiriilmektedir (Vandenberg ve ark
2010, Liu ve ark 2014). Bir¢ok hiicrede eksprese edildigi
bilinen ER’lerin miyoblastlarda ve iskelet kaslarinda da bu-
lundugu bildirilmistir. Bu nedenle iskelet kasi BPA i¢in hedef
dokulardan biri olmaktadir (Wiik ve ark 2009, Goa ve ark
2018). BPA'nin farkli organlardaki dstrojen reseptorlerine de
baglanabilme 6zelligi bu kimyasala maruz kalan canliyi ¢esit-
li hastaliklara ve fonksiyon bozukluklarina duyarl hale geti-
rebilmektedir (Fernandez ve ark 2007, Chapin ve ark 2008,
Clayton ve ark 2011, Li ve ark 2011).

BPA memelilerde plasenta bariyerinden kolaylikla gecebil-
mektedir. Kanatli hayvanlarda ise BPA gibi kimyasallarin
eliminasyonunda yumurta sarisi ile atilim énemli bir yoldur.
Ayrica yumurta sarisi memelilerdeki plasentanin karsili-
81 olarak gorev yapmakta ve yavrunun temel besin kaynagi
olarak da islev gormektedir. Dolayisiyla kanatlilar da meme-
liler gibi gelisimin erken asamalarindan itibaren bu kimya-
sala maruz kalabilmektedir (Ikezuki ve ark 2002, Berg ve
ark 2004, Crain ve ark 2007, Flint ve ark 2012, Bauer ve ark
2013). Yapilan deneysel ¢alismalar canlilarin gelisiminde
kritik bir siire¢ olan embriyonik donemde BPA'ya maruz kal-
manin daha ciddi sonuglara yol acabilecegini gostermektedir
(Manfo ve ark 2014). Bu kimyasal maddenin embriyo iize-
rindeki olumsuz etkileri sadece halk sagligi agisindan dnemli
bir sorun olarak kalmayip, ayni zamanda yaban hayati ve ka-
nath sektori icin de 6nemli bir tehdit olusturmaktadir (Ike-
zuki ve ark 2002, Berg ve ark 2004, Crain ve ark 2007, Flint
ve ark 2012).
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Kas gelisimi hiperplazi ve hipertrofi olmak tizere 2 periyot-
ta gerceklesmektedir. Hiperplazi miyoblast hiicre sayisinin
embriyonik donemdeki artisiyla karakterizedir. Bu donemde
miyoblastlar ¢ogalir, ¢ok hiicreli miyotiiplere farklilasir ve
kas telini olustururlar (Latshaw 1987, Schultz ve McCormick
1994, Moore ve ark 2005). Kanatlilarda kas telinin sayica ar-
tis1 ile karakterize olan hiperplazi periyodu kulugka siiresin-
ce biiylik oranda tamamlanir ve ¢ikis sonrasi kas tellerinin
sayilari sabit kalir Hipertrofik periyot ise kas tellerinde yeni
miyofibriller olusumu ile karakterize olup, ¢esitli faktorlerin
etkisi altinda kalan dinamik bir siirectir (Remignon ve ark
1995, Velleman 2007). Bu nedenle embriyonik donemde hi-
perplazik periyodu ve miyotiip organizasyonunu etkileyen
faktorler civcivin ¢ikis sonrasi biiylime performansini da et-
kileyebilecektir.

Bu ¢alismada yumurta sarisina enjekte edilen BPA'nin tavuk-
larda iskelet kaslarinin embriyonik gelisimi lizerindeki olasi
etkileri histolojik ve immunohistokimyasal yontemlerle be-
lirlenmesi amag¢lanmistir.

Gereg¢ ve Yontem
Materyal

Bu calisma Selgcuk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Deney
Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma Merkezi Etik Kurulu'nun
26.02.2016 tarihli ve 2016/21 karar sayili izniyle gercek-
lestirildi. Calismada Isa Brown irki saglikli ticari anaglardan
elde edilen 310 adet fertil tavuk yumurtasi kullanildi.

Yumurtaya enjekte edilecek soliisyonlarin hazirlanmasi

Tasit madde sollisyonunun hazirlanmasi i¢in 1.5 mL dik-
lormetan (UN1593, VWR Chemicals) i¢inde 1gr lesitin
(1.078.K.034.0010, Koza Gida) eritildikten sonra {lizerine 10
mL yerfistigl yag1 eklendi. Ardindan hazirlanan bu karisim
60 °C' lik etiivde kapagi agik erlen icerisinde 1 gece bekle-
tilerek diklormetanin u¢masi saglandi. Her bir doz grubu
icin kullanilacak olan Bisfenol A (MKBQ5209V, Sigma) tar-
tildiktan sonra bir miktar ethanol ile eritildi. Ardindan 100
ul'sinde istenen miktarda BPA icerecek hacimde tasit madde
soliisyonu eklendi.

Deney gruplarinin olusturulmasi ve enjeksiyon islemleri

Yumurtalar enjeksiyon islemlerinden dnce kapal bir kabin-
de 15 dakika siireyle dezenfekte edildi (21 g potasyum per-
manganat + 42 mL formaldehit/m3). Yumurtalar rastgele
secilerek 5 gruba ayrildi. Kontrol grubundaki yumurtalara
(n=45) hicbir islem uygulanmazken, tasiyic1t madde grubun-
daki yumurtalara (n=50) 100 pl hacminde tasiyici soliisyon
enjekte edildi. Deney gruplarindaki yumurtalara ise daha
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once BPAnin yumurtaya enjekte edildigi calismalardaki
dozlara benzer olarak (Kandil ve Sur 2018, Cetin ve Ozaydin
2021) yumurta basina 50 pug (n=60), 100 pg (n=70) ve 250
ug (n=85) dozlarinda BPA 100 pl hacminde enjekte edildi.

Test soliisyonlar1 kulugka baslangicinda steril insiilin enjek-
torleri aracilifiyla yumurta sarisina enjekte edildi. Kulugka
islemleri, Selcuk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Histoloji ve
Embriyoloji Laboratuvarinda bulunan kulugka makinesinde,
optimal kosullarda (37.82C sicaklik ve %65 nispi nem) ger-
ceklestirildi.

Yumurtalarin agilmasi ve doku érneklerinin alinmasi

Kulugkanin 13, 18 ve 21. giinlerinde, her gruptan 10 canli
embriyo elde edilinceye kadar rastgele yumurta secilerek
acildi. Embriyolardan alinan bacak (musculus fibularis lon-
gus) ve gogis kasi (musculus sternocoracoideus pectoralis)
doku 6rnekleri %10'luk formol soliisyonunda 24 saat siirey-
le tespit edildi. Ardindan rutin histolojik yontemlerle islenen
doku ornekleri parafinde bloklandi. Bloklardan 6 pm kalin-
liginda alinan kesitler genel histolojik yapinin belirlenmesi
icin Crossmon’nin ii¢lii boyama yontemi ile boyandi. Ayrica
kesitler PCNA reaktivitesinin belirlenmesi amaciyla immii-
nohistokimyasal yontemle boyandi.

Immiinohistokimyasal islemler icin alinan doku érneklerinin
boyanmasi streptavidin-biotin-peroksidaz kompleksi (sABC)
esasina dayanan prosediirle gerceklestirildi. Bu amagla poli-
L-lizin kapli lamlara alinan 6 pm kalinhgindaki kesitler bir
gece 370C’lik etilivde bekletilerek kurutuldu. Takiben, kesit-
ler deparafinize ve rehidre edilerek, antijenik epitoplarin
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aciga cikarilmasi (antijen retrieval) icin sitrat tampon so-
liisyonunda (pH 6) mikrodalga firininda 5 dakika kaynatil-
di. Endojen peroksidaz aktivitesinin inhibisyonu i¢in %3’liikk
hidrojen peroksit soliisyonunda 20 dakika bekletilen kesit-
ler, bloklama soliisyonunda (ScyTek UHP 125, USA) 5 dakika
inkiibe edilerek nonspesifik baglanma bolgeleri bloke edildi.
Kesitler daha sonra, oda sicakliginda 1 saat siireyle primer
antikorla (PCNA antibody, Abcam Ab 29), takiben de biotinli
kegi polivalan antikoruyla (ScyTek UHP 125, USA) 30 dakika
slireyle inkiibe edildi. Tamponlu fosfat salin (PBS, Biotech)
ile yikanan kesitler streptavidin-peroksidazla (HRP, ScyTek
UHP 125, USA) oda sicakhiginda 30 dakika siireyle inkiibe
edildi. Kromojen olarak DAB (3-3’-diaminobenzidine, ScyTek
ACK 125) kullanilirken, ¢ekirdek boyasi i¢in Mayer’s hema-
toksilen soliisyonu tercih edildi. Negatif kontrol preperatlari,
doku kesitlerinin primer antikor yerine PBS ile inkiibe edil-
mesiyle hazirlandi.

Tim preparatlar DFC-320 model kamera atagmani olan Le-
ica DM-2500 model 151k mikroskobu ile incelendi ve daha
sonra gerekli bélgelerin dijital goriintiileri kaydedildi. Im-
munohistokimyasal yontemle boyanan kesitlerde PCNA po-
zitif hiicreler rastgele segilen 10.000 um? 'lik 3 farkli bolgede
sayildi.

Istatistiksel analizler

Elde edilen veriler SPSS 10.0 programi kullanilarak One-Way
Anova testi (tek yonli varyans analizi) ve ardindan ¢oklu
karsilastirma testlerinden DUNCAN testiyle analiz edilerek
gruplarin ortalama degerleri arasindaki farklarin 6nem de-
receleri belirlendi (p<0.05).

Tablo 1. Inkiibasyonun 21. giiniinde bacak ve gogiis kaslarinin enine kesitlerinde 10000 um? birim alandaki PCNA
pozitif hiicre sayisi(x +SD)

Gruplar Bacak kas1 Gogis kasi

Kontrol 18,6923+5,76¢ 25,5000+4,75¢
Tasiyici kontrol 16,3125+4,15¢ 19,5000+6,71¢
50 pg/yumurta BPA 34,8500+10,69* 32,700049,23°

100 pg/ yumurta BPA

250 pg/ yumurta BPA

29,371+9,82°

35,33+9,68*

32,1667+8,14°

43,2222+7,48°

a-cAyni siitunda farkl harfle ifade edilen ortalama degerler arasindaki farklar énemlidir (p<0.05).
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Bulgular

Kulugkanin 13. glinlinde tiim gruplarda hem bacak hem de
gogls kasi kesitlerinde miyoblastlarin miyotiipleri sekillen-
dirmek iizere bir araya gelip birlestikleri goriildii. Miyotiip-
leri sekillendiren miyoblastlarin ¢ekirdekleri oval ve miyotii-
piin merkezinde yerlesim gostermekteydi (Sekil 14, 1B, 24,
2B).

Oznurlu ve ark

Kulugkanin 18. gilinlinde kontrol grubu ve tasiyici kontrol
grubunda miyofibrillerin sekillenip organize olmasiyla bir-
likte enine bandlasmanin belirginlesmeye ve c¢ekirdeklerin
de perifere dogru kaymaya basladig1 gorildi (Sekil 1C, 2C).
Miyotiip organizasyonunun hala devam ettigi BPA gruplarin-
da enine bandlagsmanin da zayif oldugu dikkati ¢ekti (Sekil
1D, 2D).

| ———
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e

Sekil 1. Kulugkanin 13. giiniinde kontrol (A) ve 100 ug/BPA (B); 18. giintinde kontrol (C) ve 50 pg/BPA (D); 21. giiniinde kontrol (E) ve 100 pg/BPA (F)
gruplarina ait bacak kasinin boyuna kesitleri. Oklar: Sekillenmekte olan kas telleri. Kontrol gruplarina gére BPA gruplarinda miyotiip organizasyonunun
geciktigi ve enine bandlagmanin zayif oldugu goriilmektedir. Crossmon’un ti¢lii boyama yontemi., Bar: 50 pm.

Eurasian ] Vet Sci, 2022, 38, 2, 90-100
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Sekil 2. Kulugkanin 13. giiniinde kontrol (A) ve 250 pg/BPA (B); 18. giiniinde tasiyici kontrol (C) ve 50 pg/BPA (D); 21. giintinde kontrol (E) ve 100
ug/BPA (F) gruplarima ait gogiis kasinin boyuna kesitleri. Oklar: Sekillenmekte olan kas telleri, Ok baslari: Cekirdekler. Kontrol gruplarina gére BPA
gruplarinda miyotiip organizasyonunun geciktigi goriilmektedir. Crossmon’un ti¢lii boyama y6ntemi. Bar: 50 pm

—g

Sekil 3. Kulugkanin 21. giiniinde, kontrol (A) ve 250 ug/BPA (B) gruplarina ait bacak kasinin boyuna kesitleri ile kontrol (C) ve 250 pg/BPA (D)
gruplarina ait gogiis kasinin kesitleri. Kontrol gruplarina gére BPA gruplarinda miyotiip organizasyonunun geciktigi ve enine bandlagmanin zayif
oldugu gorilmektedir. Crossmon’un ti¢lii boyama yontemi. Bar: 20 pm
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Sekil 4. Kulugkanin 21. giiniinde kontrol (A), 50 pg/BPA (B), 100 pg/BPA (C) ve 250 pg/BPA (D) gruplarina ait bacak
kasinin enine kesiti. Oklar: PCNA pozitif hiicreler. PCNA pozitif hiicrelerin BPA verilen gruplarda kontrol gruplarina
gore daha fazla sayida oldugu dikkati cekmektedir. Streptavidin-biotin-peroksidaz yontemi. Bar:50pum.

Sekil 5. Kulugkanin 21. giiniinde kontrol (A), 50 pg/BPA (B), 100 pg/BPA (C) ve 250 pg/BPA (D) gruplarina ait gogiis
kasinin enine kesiti. Oklar: PCNA pozitif hiicreler, PCNA pozitif hiicrelerin BPA verilen gruplarda kontrol gruplarina
gore daha fazla sayida oldugu dikkati cekmektedir. Streptavidin-biotin-peroksidaz yontemi. Bar:50pum.

Kulugkanin 21. giiniinde kontrol ve tasiyici kontrol grubunda
kas telinin normal histolojik yapisini kazandigi, enine band-
lasmanin daha da belirginlestigi, ¢cekirdeklerin ise sarkole-
min hemen altinda ve ¢ok sayida oldugu goriildii (Sekil 1E,
2E, 3A, 3C). BPA verilen tiim gruplarda ise enine bandlagma-
nin ¢ok zayif oldugu ve miyotiip organizasyonunun hentiz ta-
mamlanmadig1 dikkati cekerken, doza bagh belirgin bir fark
bulunmadig: tespit edildi (Sekil 1F, 2F, 3B, 3D)

immunohistokimyasal yéntemle boyanan bacak ve gogiis
kas1 enine kesitlerinde PCNA pozitif hiicre sayisinin BPA
verilen gruplarda kontrol ve tasiyici kontrol gruplarina
gore daha yiiksek oldugu, ayrica BPA doz gruplar1 arasinda
da istatistiksel olarak dnemli bir fark oldugu dikkati ¢ekti
(p<0.05, Tablo 1, Sekil 4, 5).
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Tartisma

BPA yiiksek liretim kapasitesi ve farkli kullanim alanlarindan
dolay1 canlilarin giinliik hayatta sikilikla maruz kaldig1 en-
dokrin bozucu kimyasallardan biridir (Crain ve ark 2007, Yil-
diz 2009, Flint ve ark 2012). Cevre Koruma Ajansi ve Avrupa
Gida Giivenligi Ajansi insanlarda BPA'nin giinliik tolere edile-
bilir alim miktarini 4 pg/kg olarak belirlemislerdir (Clayton
ve ark 2011, Liao ve Kannan 2011, EFSA 2017). Ancak son
yllarda yapilan ¢alismalar BPA'nin diisiik dozlarinda bile
uzun stireli maruziyetin kardiyovaskiiler sistem, solunum
sistemi, genital sistem, sinir sistemi ve immun sistem iizerine
olumsuz etkilerinin olabilecegini gostermektedir (Nakamura
ve ark 2006, Nakamura ve ark 2007, Richter ve ark 2007, Ro-
mano ve ark 2015, Ozaydln ve ark 2018a, 2018b).

BPA'nin plasentay1 gegmesi ve yumurta sarisi ile atilmasin-
dan dolay1 hem memeliler hem de kanatlilar embriyonik d6-
nemden itibaren bu maddeye maruz kalabilmektedirler (Ike-
zuki ve ark 2002, Berg ve ark 2004, Crain ve ark 2007, Flint
ve ark 2012). Deney hayvanlari izerinde yapilan ¢alismalar
prenatal dénemde BPA'ya maruz kalmanin iireme sistemi, si-
nir sistemi ve immun sistem tlizerinde ciddi etkilere neden ol-
dugunu gostermektedir (Dessi-Fulgheri ve ark 2002, Ramos
ve ark 2003, Yan ve ark 2008).

Kanatli embriyolar1 ilaglar, fiziksel ve kimyasal maddeler,
toksinler ve endokrin bozucular gibi bazi ajanlarin embriyo-
toksik, genotoksik ve teratojenik etkilerinin belirlenebilmesi
amaciyla yapilan deneysel calismalarda en sik tercih edilen
materyallerden birisidir (Stoloff ve ark 1972, Berg ve ark
1999). Jelinek (1977) dollii tavuk yumurtalarinin kullanildig
ve Tavuk Embriyo Toksisitesi Belirleme Testi (Chicken Emb-
ryotoxicity Screening Test-CHEST) olarak isimlendirilen bir
yontem gelistirmis ve bu yontem ¢ok sayida kimyasal mad-
denin embriyotoksik ve teratojenik etkilerinin belirlendigi
bir¢cok calismada kullanilmigtir. CHEST yontemi kullanilarak
belirlenen toksik dozun sulandirma oraninin 102 ile ¢arpil-
masiyla olusan degerin, memelilerde annenin canli agirli-
ginin kg’ m1 basina almasi gereken toksik dozun mg olarak
karsilig1 oldugu bildirilmektedir (Jelinek 1977). Bu teknigin
kolay olmasi, ucuz ve kisa slirede sonug vermesi testi avan-
tajli hale getirmektedir.

Dolli tavuk yumurtalarinin kullanildigi ¢alismalarda, test
edilecek etken maddelerin yumurtaya verilis yollari iizerin-
de farkl goriisler vardir (Stoloff ve ark 1972, Kemper ve Lu-
epke 1986, Sur ve Celik 2003, Oznurlu ve ark 2012). Yumurta
sarisina enjeksiyon yontemi ile embriyoya verilen zararin en
aza indirgendigi, lipofilik ve hidrofilik maddelerin yumurta
sarisinda homojen dagilim gosterdigi ve daha iyi emildigi ile-
ri stirtilmustiir (Verret ve ark 1964, Berg ve ark 1999, Drake
ve ark 2006). Yumurta sarisi memelilerdeki plasentanin kar-
silig1 olarak gorev yapmakta ve yavrunun temel besin kay-
nagi olarak islev gormektedir (Bauer ve ark 2013). Yapilan
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calismalarda test soliisyonlar1 ¢cogunlukla yumurtaya 20-100
ul hacminde enjekte edilmektedir (Berg 2000, Oznurlu ve
ark 2012, Yigit ve ark 2013, Kandil ve Sur 2018, Yilmaz ve
Oznurlu 2019).

Halldiin ve ark (2001) BPA'nin yumurtaya maternal trans-
ferinin diistik seviyede oldugunu bildirmislerdir. Ancak
BPA'nin diisiik dozlarda bile niikleer reseptdrlere baglanarak
hiicre ve dokularin fizyolojik fonksiyonlarini etkileyebildigi
ortaya konmustur. Berg ve ark (2001) 67 ve 200 pg/g yumur-
ta dozlarinda BPA'y1 yumurta sarisina enjekte etmisler, tavuk
embriyolarinda BPA verilen gruplarda mortalitenin kontrol
grubuna gore yliksek oldugunu bildirmislerdir. Jessl ve ark
(2018) 75,100 ve 300 pg/g yumurta dozlarinda enjekte edi-
len BPA'nin mortaliteyi arttirdigini tespit etmisler ve kulucka
baslangicinda yumurta sarisina yapilan tek bir enjeksiyonun
gelisen embriyoda kronik maruziyet olusturdugu sonucu-
na varmiglardir. Kandil ve Sur (2018) ise yumurta sarisina
enjekte edilen 50, 100 ve 250 pg/yumurta dozunda BPA'nin
tavuk embriyolarinda Ostrojene benzer gelisimsel etkilere
neden oldugunu ileri stirmiislerdir. Sunulan bu ¢alismada da
50, 100 ve 250 pg/yumurta dozunda BPA igeren soliisyonlar
100 pl hacminde yumurta sarisina enjekte edilmistir.

Ostrojenler biyolojik etkilerini ERa ve ERB araciliiyla ger-
ceklestirmektedir (Nakamura ve Kariyazono 2010). ER'ler
kas dokusu da dahil olmak iizere ¢esitli dokularda eksprese
edilmektedir. Hem ER alfa hemde ER beta iskelet kasi hiic-
relerinde eksprese edildiginden dolayi iskelet kas1 dstrojen
ve BPA gibi ksenoostrojenler icin hedef dokulardan biridir
(Wiik ve ark 2009, Goa ve ark 2018). Goa ve ark (2018) fare
miyoblast C2C12 hiicrelerinde BPA'nin miyoblast diferen-
siyasyonunu inhibe ettigini, kas gen ekspresyonu ve miyo-
tiip olusumunu da azalttigini bildirmislerdir. Receno ve ark
(2014) 'min kiiltiire ettikleri fare miyoblast C2C12 hiicreleri-
ni farkli dozlarda ve siirelerde BPA'ya maruz biraktiklari bir
calismada ise uzun siireli maruziyetin iskelet kas1 antioksi-
dan profilini degistirdigini gozlemlemislerdir.

Kanatlilarda kas gelisimi biiylik oranda kulugka siiresince ta-
mamlanir. Giindiiz ve Oznurlu (2014) kuluckanin 11. giiniin-
de multintiikleer miyotiiplerin sekillendigini, kulugkanin 17.
gliniinde enine bandlagmalarin belirmeye basladigini ve 21.
glinde ise bandlagsmanin oldukga belirgin oldugunu gozlem-
lemislerdir. Yapilan benzer ¢alismalarda da (Kikuchi 1971,
Henry ve Burke 1998, Uscebrka ve ark 2010, Ouyang ve ark
2017) kulugkanin 9-20. gilinleri arasinda miyotiip organizas-
yonunun ve miyoblastlarin farklilasma siirecinin tamam-
landig1 gorilmistir. Prenatal donemde maruz kalinan ve
kas gelisimini etkileyecek ajanlar verimi ve karliligi énemli
oranda etkilemekte, ayn1 zamanda tiiketilen etin kalitesi ve
kompozisyonunda da degisikliklere yol acabilmektedirler
(Sadighara ve ark 2013, Giindiiz ve Oznurlu 2014). Sadighara
ve ark (2013) yumurta sarisina enjekte ettikleri farkli doz-
larda BPA'nin kas dokusunda oksidatif strese yol actigini ve
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etin kompozisyonunu degistirdigini bildirmislerdir.

PCNA ekspresyon diizeyi, hiicre siklusunun G1 fazinin orta-
sindan itibaren hizla artmaya baslar. S faz1 boyunca yiiksek
seviyesini koruyan bu ekspresyon G2/M fazindan itibaren
diistise gecer. Proliferatif hiicrelerin taninmasinda bir belir-
te¢ olan PCNA, ayni zamanda hasarli DNA'nin tamirinde de
rol oynamaktadir (Banlunara ve ark 2005). Miyositler post-
mitotik G1 evresindeki miyoblastlarin birlesmesi ile mey-
dana gelen ¢ok ¢ekirdekli kas hiicreleridir. PCNA, gerek mi-
yoblastlar ve gerekse kas dokusunun onciil hiicreleri olarak
kabul edilen satellit hiicrelerinin proliferatif aktivitelerinin
belirlenmesinde de kullanilan dnemli bir belirtectir. Embri-
yonik donemde s6z konusu bu hiicrelerdeki proliferasyonu
etkileyen herhangi bir ajanin kulugka sonrasi1 dénemde bek-
lenen kas kitlesi lizerinde de etkilerinin olabilecegi bildiril-
mektedir (Zielinska ve ark 2012).

Yapilan bu ¢calismada BPA verilen gruplarda kontrol ve tasiyi-
c1 gruplari ile karsilastirildiginda bacak ve gogiis kasi gelisi-
minin gecikmis oldugu goriilmistiir. Bu gecikmenin 6zellikle
miyotiip organizasyonu ya da olusum stiirecinin uzamasi ile
karekterize oldugu dikkati ¢ekmistir. Kulugkanin 21. giiniin-
de PCNA immunoreaktivitesinin de BPA gruplarinda kontrol
ve tastyici kontrol gruplarina gore ytiksek oldugu, ayrica BPA
doz gruplar: arasinda da istatistiksel olarak dnemli bir fark
oldugu tespit edilmistir (p<0.05). Ozellikle bacak kasindaki
PCNA immunreaktivitesinin 100 pg/yumurta grubunda 50
ve 250 pg/yumurta grubuna goére daha diisiik oldugu belir-
lenmistir (p<0.05).

BPA gruplarinda PCNA immunreaktivitesinin daha yiiksek
olmasi s0z konusu bu gruplarda hentiz tamamlanmamis olan
miyoblast ¢ogalmasi ve miyotiip organizasyonundan kay-
naklanabilir. Endokrin bozucular organizmalarda her zaman
ayni etkiye neden olmayip doz-cevap egrisi de her zaman
dogrusal degildir. Benzer sekilde endokrin bozucu kimya-
sallardan biri olan BPA'nin da diisiik dozlarinin, geleneksel
toksikoloji calismalarinda kullanilan dozlarda belki de goriil-
meyen 6nemli etkilere sahip oldugu ileri siirtilmektedir. Bu
durum "U" ya da "1" seklinde ifade edilen non monotonik ya
da ¢izgisel olmayan doz egrisiyle agiklanmaktadir (Wetherill
ve ark 2007, Acconcia ve ark 2015). Wetherill ve ark (2002),
1 nmol/L BPA' nin prostat tiimor hiicre proliferasyonu lize-
rindeki etkisinin 100 nmol/L BPA' dan daha fazla oldugunu
ileri siirmtslerdir. Benzer sekilde Miyawaki ve ark (2007)
1 pg/mL icme suyundaki BPA' nin disi farelerde yag dokusu
artisina sebep olurken, 10 pg/mL i¢me suyundaki BPA' nin
etkisiz oldugunu bildirmislerdir. Bu calismada da PCNA im-
munreaktivitesi bakimindan 100 pg/yumurta doz grubunda
goriilen 6nemli farklilik BPA'nin ¢izgisel olmayan doz egrisiy-
le acgiklanabilir.
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Oneriler

Tavuklarda yumurtaya gecen BPA'nin iskelet kaslarinin geli-
simi lizerindeki olumsuz etkilerinin, hayvanlardan beklenen
canli agirlik artisi gibi ekonomik dnemi olan verim paramet-
relerinde diislise neden olabilecegi diistintilmektedir. Ayrica
tavuk embriyolarinin deneysel embriyotoksisite calismala-
rinda bir model olarak kullanildig1 dikkate alindiginda insan-
lar ve memeli hayvanlarda gebelik siiresince maruz kalinan
BPA'nin iskelet kas1 dokusunun gelisimi iizerindeki olumsuz
etkilerinin canlinin hayatinin ilerleyen donemlerinde ciddi
kas problemlerine yol acabilecegi diisiiniilmektedir.
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