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ÖZET 

 

LĠPOPOLĠSAKKARĠT (LPS) ĠLE ĠNDÜKLENEN TAVUK EMBRĠYO 

FĠBROBLAST HÜCRE KÜLTÜRÜNDE SERUM AMĠLOĠD A ÜRETĠMĠ 

ÜZERĠNE ĠMMUN SĠSTEMĠN VE A VĠTAMĠNĠNĠN ROLLERĠNĠN 

MOLEKÜLER TEKNĠKLER ĠLE ARAġTIRILMASI 

 

Kanatlılarda bacak hastalıkları çeĢitli sağlık problemlerine sebep olarak, hayvan 

refahını olumsuz yönde etkilemektedir. Bu bacak hastalıklarından biri olan amiloid 

artropati, kahverengi yumurtacı tavukların bacak eklemlerinde amiloid A (AA) 

protein birikimi ve AA proteinin prekürsör maddesi olan serum amiloid A’nın (SAA) 

kalıcı amiloid fibrillerini oluĢturması ile meydana gelen patolojik bir olgudur. Bu tez 

çalıĢmasının amacı tavuk embriyonik sinoviyal fibroblastların (TESF) farklı dozlarda 

lipopolisakkarit (LPS), interlökin-1β (IL-1β) ve A vitamini ile indüklenmesi 

sonucunda 24. ve 48. saatlerdeki SAA üretimini, kültür ortamında enzim bağlı 

immunosorbent testi (ELISA) ve gerçek zamanlı kantitatif polimeraz zincir 

reaksiyonu (qPCR) ile moleküler düzeyde değerlendirmektir. ÇalıĢmada ilk kez, 

kahverengi yumurtacı tavuk embriyolarından izole edilen TESF’lerde primer kültür, 

pasajlama ve karakterizasyon gibi uygun bir hücre kültürü sistemi oluĢturulmuĢ, 

izole edilen TESF’lerin karakterizasyonunda immunositokimya, hemakolor boyama 

ve karbon fagositoz testi uygulanmıĢtır. Elde edilen sonuçlara göre, A vitamini ile 48 

saat boyunca indüklenen deney grubu haricindeki tüm gruplarda qPCR ile SAA 

mRNA ekspresyonunda istatistiki açıdan anlamlı bir artıĢ gözlenirken, ELISA ile 

kültür ortamındaki SAA seviyesinde anlamlı bir artıĢ saptanamamıĢtır. Elde edilen 

bulgular TESF’lerdeki SAA ekpresyonunun özellikle LPS konsantrasyonuna bağlı 

olduğunu, IL-1β ve A vitaminin SAA ekspresyonu üzerine tek baĢına etkilerinin 

daha az olduğunu göstermiĢtir. Ayrıca kahverengi yumurtacı tavuk embriyolarından 

elde edilen TESF’lerin, amiloid artropati için uygun bir çalıĢma modelini temsil 

ettiği gözlenmiĢtir. 

 

Anahtar Kelimeler: A vitamini, amiloidozis, hücre kültürü, immun sistem, 

lipopolisakkarit, serum amiloid A, tavuk embriyonik fibroblast hücresi.  
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SUMMARY 

 

RESEARCH OF IMMUNE SYSTEM AND VITAMIN A ROLE ON SERUM 

AMYLOID A PRODUCTION IN CHICKEN EMBRYO FIBROBLAST CELL 

CULTURE INDUCED WITH LIPOPOLYSACCHARIDE (LPS) BY 

MOLECULAR TECHNIQUES 

 

Leg diseases in poultry cause various health problems and adversely affect animal 

welfare. Amyloid arthropathy, one of these leg diseases, is a pathological 

phenomenon that occurs when amyloid A (AA) protein accumulates in the leg joints 

of brown layer hens and serum amyloid A (SAA), the precursor of AA protein, forms 

permanent amyloid fibrils. The aim of this thesis study was to evaluate the 

production of precursor protein SAA at 24 and 48 hours by enzyme-linked 

immunosorbent test (ELISA) and real-time quantitative polymerase chain reaction 

(qPCR) after the induction of chicken embryonic synovial fibroblasts (CESF) with 

different doses of lipopolysaccharide (LPS), interleukin-1β (IL-1β) and vitamin A. In 

the study, for the first time, a suitable cell culture system such as primary culture, 

passage and characterization of CESFs isolated from brown layer hen embryos was 

created, and immunocytochemistry, hemacolor staining and carbon phagocytosis test 

were used to characterize the isolated CESFs. According to the results, a statistically 

significant increase was observed in SAA mRNA expression with qPCR in all 

groups except the group induced with vitamin A for 48 hours, while no significant 

increase was found in the SAA level in the culture medium with ELISA. Our 

findings have shown that SAA expression in CESFs is particularly dependent on LPS 

concentration, with IL-1β and vitamin A having less effect on SAA expression. It has 

also been observed that CESFs from brown layer hen embryos represent a suitable 

study model for amyloid arthropathy. 

 

Keywords: Amyloidosis, cell culture, chicken embryonic fibroblast cell, immune 

system, lipopolysaccharide, serum amyloid A, vitamin A.  
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1. GĠRĠġ 

 

ÇeĢitli sağlık problemlerine sebep olarak, kanatlı endüstrisini önemli ölçüde 

etkileyen bacak hastalıkları, tüm dünyada hayvan refahını olumsuz yönde 

etkilemektedir (Bradshaw vd., 2002). Hastalıklar, ticari olarak yetiĢtirilen ve hızla 

büyüyen kanatlılarda geliĢim bozuklukları, lokomotor problemlere bağlı topallıklar, 

karkas kalitesinde bozulma ve mortalite artıĢı gibi sebeplerden dolayı üreticiler için 

de büyük ekonomik kayıplara neden olmaktadır (Braga vd., 2016). Yapılan bazı 

araĢtırmalarda (Edwards, 2000; McNamee ve Smyth, 2000), Amerika BirleĢik 

Devletleri’nde (ABD) yetiĢtirilen tavuk sürülerinde bacak hastalıklarının, yıllık 

yaklaĢık 80-120 milyon dolar ekonomik kayba neden olduğu bildirilmiĢtir.  

 

Kanatlı yetiĢtiriciliğinde önemli bacak hastalıklarından biri olan amiloid 

artropatinin, Avrupa’da birçok ülkede giderek artan bir öneme sahip olduğu 

bildirilmekte, Hollanda ve Fransa’da yetiĢtirilen tavuk sürülerinin %61’inde görülen 

topallığın temel sebebinin, amiloid artropati olduğu düĢünülmektedir (Landman vd., 

1994). Bacak eklemlerinde amiloid A (AA) protein birikimi ve ĢiĢliklerle karakterize 

seyreden amiloid artropati olgularına, özellikle kahverengi yumurtacı tavuklarda 

yaygın olarak rastlanılmaktadır (Landman vd., 1994; Ovelgonne vd., 2001). Bu 

olgular, ticari bir sürünün yaklaĢık %20-30’unda topallığın yanı sıra, yumurta 

veriminde düĢüĢ ve büyüme geriliği gibi problemlere de neden olmaktadır (Landman 

vd., 1994; Ovelgonne vd., 2001; Petersen vd., 2009). Türkiye’de kanatlı endüstrisinin 

ülke ekonomisindeki önemi göz önüne alındığında, kanatlı bacak hastalıkları ve bu 

hastalıklardan biri olan amiloid artropati olgularına yönelik az sayıda araĢtırma 

olduğu bilinmektedir (Mısırlıoğlu vd., 2001; Dayı ve Sevimli, 2022). Amiloid 

artropatinin, Türkiye’de kanatlı sektöründe sebep olduğu ekonomik kaybına yönelik 

ise yapılmıĢ herhangi bir çalıĢma bulunmamaktadır (Dayı ve Sevimli, 2022). 

 

Amiloid artropati AA proteinin eklemlerde birikimi ile Ģekillenen ve 

amiloidozisin özel formu olan patolojik bir olgudur (Landman vd., 1994). Doku ve 

organlarda ekstrasellüler olarak meydana gelen amiloid birikimine amiloidozis 

denilmektedir (Glenner, 1980). Proteolitik enzimlerle eritilemeyen ve anormal 
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yapıda bir protein olan amiloid, dokularda biriktikten sonra, kalıcı fibriler bir yapıya 

dönüĢtüğü için, hücrelerde atrofi ve nekroza sebep olarak fonksiyon bozukluklarına 

yol açmaktadır (Bochsler ve Slauson, 2002; Kumar vd., 2014). 

 

Amiloidozis, amiloid maddesinin ana bileĢeni olan amiloid fibril proteinine 

göre sınıflandırılmaktadır (Husby vd., 1993). Ġnsanlarda ve hayvanlarda lokal ve 

sistemik olmak üzere farklı amiloidozis tipleri gözlenmektedir. Sistemik amiloidozis, 

hafif zincirli amiloid (AL) protein ya da AA protein birikimine bağlı olarak 

Ģekillenir. Ġnsanlarda tüberküloz (Erk vd., 1995), diyabet (Oskarsson vd., 2015) 

Alzheimer (Nakamura vd., 2018), multiple skleroz (Schröder vd., 2000) ve romatoid 

artrit (Georgin-Lavialle vd., 2023) ile hayvanlarda amiloid artropati (Landman vd., 

1996), Alzheimer (Tucker vd., 2008) ve böbrek yetmezliği (Schulte vd., 2022; 

Brunet vd., 2023) gibi çeĢitli sebeplere bağlı olarak amiloidozis olgularına 

rastlanılmaktadır. Ġmmunglobulin yapısında olmayan AA protein, hayvanlarda en 

yaygın gözlenen amiloid proteinidir (Landman vd., 1994). Bu amiloid proteinin 

dokularda birikmesiyle sekonder amiloidozis meydana gelmektedir (Bochsler ve 

Slauson, 2002; Kumar vd., 2014; Miller ve Zachary, 2017). Kronik hastalıklar, 

yangısal reaksiyonlar ve akut faz yanıt (AFY) gibi predispoze faktörler sekonder 

amiloidozisin patojenezinde önemli rol oynamaktadır (Levin vd., 1973; Husebekk 

vd., 1985). 

 

Sekonder amiloidozisin patojenezine iliĢkin yapılan araĢtırmaların çoğunda 

amiloid oluĢumunun fibrillojenez aĢamasına odaklanılmıĢtır. Özellikle AA proteinin 

prekürsör maddesi olduğu bilinen ve AFY sırasında artıĢ gösteren serum amiloid A 

proteini (SAA), proteolitik sindirime dirençli olan amiloid fibrillerinin oluĢumunda 

etkin rol oynamaktadır (Yamada vd., 1996; Bochsler ve Slauson, 2002; Kumar vd., 

2014). Kalıcı bir AFY’nin, SAA’nın yıkımı sonucunda oluĢan fibriler prekürsör 

proteinin üretilmesinde etkili olduğu düĢünülmektedir. Bu nedenle AFY’nin 

oluĢmadığı ve plazmada yüksek seviyede SAA bulunmadığı durumlarda ise 

amiloidozisin Ģekillenmediği bildirilmiĢ (Upragarin vd., 2005a), ancak amiloid 

birikimi için tek baĢına artmıĢ bir SAA üretiminin yeterli olmadığı kaydedilmiĢtir 

(Migita vd., 1996; Kumar vd., 2014). Yapılan bazı çalıĢmalarda (Rosenthal ve 
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Sullivan, 1978; Skogen vd., 1980; Zekerias vd., 2000; Sevimli vd., 2005), nötrofil 

lökositlerin ve makrofajların amiloid fibrillerinin oluĢumunda etkin rol oynadığı öne 

sürülmüĢtür. 

 

 Serum amiloid A, temel olarak karaciğerden (Benditt ve Eriksen, 1977), 

ayrıca dalak (Hardardottir vd., 1997), böbrek (Dieter vd., 2019), meme (Sadek vd., 

2017), kondrosit (Zerega vd., 2004) ve sinoviyal hücrelerden (Stack vd., 2019) 

sentezlendiği bilinen bir akut faz proteindir (AFP). Bu AFP’nin sentezi interlökin-6 

(IL-6), interlökin-1β (IL-1β), ve tümör nekroz faktörü-α (TNF-α) gibi proinflamatuar 

sitokinler tarafından indüklenmektedir (Betts vd., 1993; Gruys vd., 1994; Kumar vd., 

2014). Mitchell vd. (1991), interlökin-1 (IL-1) ile indükledikleri tavĢan sinoviyal 

fibroblast (SF) hücrelerinden SAA ekspresyonunun olduğunu gözlemlemiĢlerdir. 

Benzer Ģekilde, atların SF hücreleri ve kondrositlerinde IL-1β, IL-6 ve TNF-α’nın 

SAA sentezi üzerine etkileri araĢtırılmıĢ, özellikle IL-1β’nın bu hücrelerde SAA 

sentezini indüklediği bildirilmiĢtir (Jacobsen vd., 2016). Proinflamatuar sitokinlerin 

yanı sıra, lipopolisakkarit (LPS) (Morrow vd., 1981; Zhou vd., 2023) ve A 

vitamininin de (Sevimli vd., 2005) SAA’nın önemli indükleyicileri olduğu 

kaydedilmiĢtir.  

 

Kanatlılarda bildirilen tüm amiloidozis olgularının, AA protein birikimine 

bağlı olarak Ģekillenen, sekonder amiloidozis olduğu dikkati çekmektedir (Landman 

vd., 1996; Landman vd., 1998a). Sistemik sekonder amiloidozis gözlenen 

kanatlılarda en çok etkilenen organların karaciğer, dalak, böbrek ve ince bağırsaklar 

olduğu bildirilmiĢtir (Hoffman ve Leighton, 1985; Brayton, 1992). Tavuklarda en sık 

karĢılaĢılan amiloidozis olgularının ise amiloid artropati olduğu kaydedilmiĢtir 

(Landman vd., 1994; Steentjes vd., 2002). Tavuklar amiloid artropati geliĢimine 

yatkın oluĢları nedeniyle, birçok deneysel çalıĢmada (Landman vd., 1996; 

Peperkamp vd., 1997; Ovelgonne vd., 2001; Steentjes vd., 2002; Upragarin vd., 

2005b; Alasonyalılar vd., 2006; Sevimli vd., 2008; Petersen vd., 2010; Falker-Gieske 

vd., 2022) model olarak kullanılmıĢtır. 
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Hayvan deneyleri, hastalıkların patojenezini araĢtıran bilimsel çalıĢmalarda 

önemli bir rol oynamakla birlikte, süregelen etik tartıĢmaların da konusu olmuĢtur 

(Freshney, 2010). Bu nedenle, birçok evcil hayvanda olduğu gibi, tavuklarda da in 

vitro yöntemler, etik kaygıları en aza indirmek için iyi bir alternatif olarak kabul 

edilmektedir (Freshney, 2010; Akkoc ve Kahraman, 2012). Kullanımı kolay ve 

ekonomik olan tavuk embriyonik hücreleri (Urja vd., 2018), uygun hücre kültürü 

ortamında, hızlı ve sürekli büyümeye kolaylıkla uyum sağlayabildikleri için in vitro 

çalıĢmalarda kullanılmak üzere özellikle tercih edilmektedir (Rubin, 1966). 

 

Amiloid artropati oluĢumunda, sinoviyal membranın intima katmanında 

bulunan SF’lerin de önemli bir rol oynadığı bilinmektedir (Upragarin vd., 2005b; 

Blanco vd., 2016). Sinoviyal hücrelerin yaklaĢık üçte ikisini oluĢturan bu hücreler, 

fibroblastlardan köken alan mezenkimal hücrelerdir (Ghadially ve Roy, 1967; Bartok 

ve Firestein, 2010). Zhao vd. (2016), eklem hastalıkları ile ilgili olarak yaptıkları in 

vitro bir çalıĢmada, SF hücrelerinin kullanılmasının, sinoviyal dokuların 

hastalıklardaki rolünü tespit etmek için daha etkili bir yöntem olabileceğini öne 

sürmüĢlerdir. Aynı araĢtırmada (Zhao vd., 2016), SF’lerin hastalıklardaki öneminin 

iyi bilinmesinin, eklem hastalıklarına yönelik terapötik yaklaĢımların geliĢtirilmesini 

de sağlayabileceği kaydedilmiĢtir. 

 

Yapılan kapsamlı literatür taramaları, hayvan refahı üzerinde büyük etkisi 

olan amiloid artropati araĢtırmalarının çoğunlukla in vivo koĢullarda olduğunu 

göstermektedir. Bildiğimiz kadarıyla, ergin tavuk SF’lerinden SAA salınımının in 

vitro koĢullarda araĢtırılmasına yönelik yapılmıĢ yalnızca bir çalıĢma bulunmaktadır 

(Upragarin vd., 2005b). Ancak, tavuk embriyolarına ait SF’lerden SAA salınımının 

in vitro koĢullarda araĢtırılmasına yönelik yapılmıĢ herhangi bir çalıĢma 

bulunmamaktadır. Amiloid artropatinin ekonomik önemi göz önüne alındığında, 

patojenez hakkında detaylı bilgiye ulaĢmak ve sekonder amiloidozisin, kümes 

hayvanlarında neden olduğu ekonomik kayıpları azaltmak için, daha kapsamlı in vivo 

ve in vitro çalıĢmalara ihtiyaç duyulmaktadır. Bu tez çalıĢmasındaki hipotezimiz, 

sinoviyal membranın intima katmanında bulunan SF’lerin eklem hastalıklarında 

önemli rol oynadığı ve bu hücrelerin kullanılmasının amiloid artropatideki rolünü 
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tespit etmek için etkili bir yöntem olabileceği yönündedir. Ayrıca tavukların amiloid 

artropati geliĢimine yatkın oluĢu ve patojenezde rol oynayan prekürsör protein 

SAA’nın in vitro koĢullarda farklı ajanlarla TESF’lerden sentezinin 

indüklenebileceğidir. Bu hipotezimize yönelik amacımız ise ilk kez primer TESF 

hücrelerinin izole edilmesi ile birlikte LPS, IL-1β ve A vitamini ile indüklenen 

TESF’lerde, SAA sentezininin moleküler tekniklerle ölçülebileceği in vitro deney 

modelinin ilk defa oluĢturulmasıdır. Bir diğer hipotezimiz de farklı ajanlarla 

indüklenen SF’lerin, SAA sentezindeki etkisinin doz ve süre açısından 

değerlendirilmesinin amiloid artropati patojenezine yönelik teĢhis ve terapötik 

yaklaĢımların geliĢtirilmesini sağlayabileceğidir. Bu hipoteze yönelik amacımız ise 

farklı dozlarda, farklı ajanlarla indüklenen TESF’lerde SAA’nın 24. ve 48. 

saatlerdeki üretiminin, enzim bağlı immunosorbent testi (ELISA) ve gerçek zamanlı 

kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (qPCR) ile moleküler düzeyde 

değerlendirilmesidir.  

 

1.1. Genel Bilgiler 

 

1.1.1. Tanım ve Tarihçe 

 

Amiloid, proteolitik enzimlerle eritilemeyen ve çözünemeyen, anormal yapıda bir 

proteindir. Bu maddenin insan ve hayvanların çeĢitli organ ve dokularında, hücreler 

arasında kalıcı olarak birikmesine amiloidozis denir (Glenner, 1980; Bochsler ve 

Slauson, 2002). Amiloidozis terimi, amiloid fibril proteininin birikimi sonucunda 

Ģekillenen patolojik olguları ifade etmektedir (Bochsler ve Slauson, 2002; Blanco 

vd., 2016). 

 

Glisson, ilk kez 1654 yılında, dokularda amiloid birikimlerini gözlemlemiĢtir 

(Glisson, 1654). Daha sonrasında, kronik yangısal hastalıklar nedeniyle ölen 

insanların organ ve dokularında, iodin ile pozitif reaksiyon veren, mumsu yapıda 

niĢasta benzeri
1
 bir maddenin biriktiği saptanmıĢ ve ilk kez 1854 yılında Virchow 

tarafından amiloid terimi kullanılmıĢtır. Amiloid birikintileri içerisinde bulunan 

                                                           
1 (niĢasta=amilum, niĢasta benzeri=amiloid) 
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karbonhidrat yapının iyot ve sülfürik asit ile niĢasta benzeri reaksiyondan sorumlu 

olduğu belirtilmiĢtir (Virchow, 1854). Çizelge 1.1.’de, amiloid araĢtırmalarının 

kronolojik sıralamasına göre önemli baĢlıklar verilmiĢtir. 

 

Çizelge 1.1: Amiloid araĢtırma tarihindeki önemli baĢlıklar
*
, (Janssen, 1985)’den modifiye 

edildi. 

Konu  Yazar 

 Dokularda ilk kez amiloid birikiminin 

gözlenmesi 

 
Glisson, 1654 

 Amiloid teriminin ilk defa kullanılması  Virchow, 1854 

 Amiloidin protein yapısında bir madde 

olduğunun tespit edilmesi 

 

 

Friedreich ve Kekule, 1859 

 Amiloidin kongo kırmızısı ile boyanması  Bennhold, 1922 

 Amiloidin fibriler yapıda bir protein 

olduğunun saptanması 

 Amiloid fibrillerinin izolasyonu 

 β-kıvrımlı amiloid fibril yapılarının 

saptanması 

 AL proteinin amino asit dizisinin saptanması 

 

 

Cohen ve Calkins, 1959 

 

Pras vd., 1968 

Eanes ve Glenner, 1968 

 

Glenner vd., 1970 

 AA proteininin amino asit dizisinin 

saptanması 

 Benditt vd., 1971 

 İn vitro koĢullarda amiloid fibril oluĢumunun 

gözlenmesi 

 SAA’nın identifikasyonu 

 

 

Glenner vd., 1971 

 

Levin vd., 1973 

 SAA’nın sekonder amiloidoziste prekürsör 

protein olduğunun saptanması 

 

 

Husebekk vd., 1985 

*AL: Hafif zincirli amiloid protein, AA: Amiloid A protein, SAA: Serum amiloid A.  

 

1.1.2. AmiloidinYapısı  

 

Amiloid maddesi, bilinmeyen etkiler altında proteinlerin katlanmasındaki 

değiĢiklikler sonucunda Ģekillenen anormal bir proteindir. Doku ve organlarda 
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çözünemeyen, fibriler bir formda birikim göstermektedir (Husby vd., 1985). Cohen 

ve Calkins (1959), elektron mikroskobu kullanarak amiloidin fibriler yapısını ilk kez 

ortaya koymuĢtur. Eanes ve Glenner (1968), ise β-kıvrımlı amiloid fibrillerinin 

moleküler yapısını, X-ıĢını kırılım analizi ve kızılötesi ıĢınlar kullanarak 

tanımlamıĢtır. 

 

Amiloid fibril proteinlerinin 3000-30.000 Da arasında değiĢen moleküler 

ağırlığa sahip olduğu düĢünülmektedir. Bu proteinler, 7-10 nm çapında ve 

uzunluğunda, ultrastrüktürel olarak dallanma göstermeyen bir yapıdadır (Glenner, 

1980; van Andel vd., 1986).  

 

1.1.3. Amiloid ve Amiloidozisin Sınıflandırılması 

 

Amiloidozis, amiloid birikiminin dokulardaki dağılımına göre lokal veya sistemik ya 

da mevcut bir hastalığın bulunup bulunmamasına göre primer veya sekonder 

amiloidozis olarak sınıflandırılmaktadır. Benditt ve Eriksen (1964), ilk kez amiloid 

maddesinin heterojen yapıda olabileceğini öne sürerek, ‘Amiloid A’ ve ‘Amiloid B’ 

terimlerini kullanmıĢtır. Daha sonraki yıllarda bu sınıflandırma, amiloid fibril protein 

yapısına göre AL (Glenner vd., 1970) ve AA protein olarak değiĢtirilmiĢtir (Benditt 

vd.,1971). 

 

Plazma hücrelerinden köken aldığı bilinen ve immunglobulin hafif 

zincirlerinden oluĢan AL proteinin, dokularda birikmesi sonucunda Ģekillenen 

amiloidozis ‘atipik, primer ya da AL’ amiloidozis olarak tanımlanır. Çoğunlukla 

insanlarda rastlanılan, bozuk immunglobulin üretimi sonucunda Ģekillenen ve 

herhangi bir hastalıkla iliĢkisi olmayan AL amiloidozis (Bochsler ve Slauson, 2002; 

Kumar vd., 2014; Miller ve Zachary, 2017) hayvanlarda kedi (Liepnieks vd., 1996; 

Tamura vd., 2020), köpek (Platz vd., 1997; Kadota vd., 2020), sığır (Taniyama vd., 

2000; Kameyama vd., 2003) ve atlarda (Niewold vd., 1996; Kim vd., 2005) 

bildirilmiĢtir. 
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Ġmmunglobulin yapısında olmayan AA proteinin dokularda birikimine bağlı 

olarak Ģekillenen amiloidozis ‘reaktif, sekonder ya da AA amiloidozis’ olarak 

tanımlanmaktadır (Bochsler ve Slauson, 2002; Kumar vd., 2014; Miller ve Zachary, 

2017). Hayvanlarda en sık karĢılaĢılan bu amiloidozis türü, yangısal reaksiyonlar ve 

kronik hastalıkların ciddi bir komplikasyonu olarak Ģekillenmektedir (Glenner, 1980; 

Landman vd., 1994; Bochsler ve Slauson, 2002). 

 

Amiloidozisin sınıflandırılması amiloid fibril proteininin çeĢidine göre de 

yapılmaktadır (Sipe vd., 2014). Amiloid fibril proteinlerinin karakterizasyonu ve 

sınıflandırılmasında, içerdiği primer amino asit dizisi kullanılmaktadır (Husby, 

1994). Uluslararası Amiloidozis Derneği Adlandırma Komitesi’ne göre primer amino 

asit dizisinde farklılık gösteren 31 adet ekstrasellüler fibril proteini olduğu ve 

bunlardan 10 tanesinin hayvanlarda tanımlandığı bilinmektedir (Sipe vd., 2014). 

Hayvanlarda tanımlanan bazı amiloid fibril proteinleri ve onların prekürsörleri 

Çizelge 1.2.’de verilmiĢtir. 

 

Çizelge 1.2: Hayvanlarda tanımlanan bazı amiloid fibril proteinleri ve onların prekürsör 

proteinleri
*
, (Janssen, 1985; Westermark vd., 2007; Sipe vd., 2014)’den modifiye edildi. 

Hayvan Türü  Fibril Protein  Prekürsör Protein 

Hindi, inek, kedi, ördek, tavuk 
 

AA 
 

(Apo) SAA (S) 

At, kedi, sığır,   AL  Ġmmunglobulin hafif zinciri (L+S) 

Köpek  AApoAI  Apolipoprotein AI (S) 

Fare  AApoAII  Apolipoprotein AII (S) 

Ayı, koyun, köpek, maymun  Aβ  Aβ prekürsör protein (L) 

Ġnek  ACas  α-S2C kazein (L) 

Ġnek, koyun,  

Sıçan 

 APrP 

AIns 

 Prion protein (L) 

Ġnsülin (L) 

*Apo: Apolipoprotein, Aβ: Amiloid beta protein, ACas: Amiloid kazein protein, APrP: Amiloid prion protein, 

AIns: Amiloid insülin protein, L: Lokal, S: Sistemik. 
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1.1.4. Etiyoloji 

 

Amiloidozis, çeĢitli yangısal reaksiyonlar ve hastalıklar sonucunda ortaya 

çıkmaktadır (Bochsler ve Slauson, 2002; Kumar vd., 2014). Ġnsanlarda romatoid 

artrit (Teilum ve Lindahl, 1954; Dhillon vd., 1989; Koivuniemi vd., 2008; Kuroda 

vd., 2012; Jung vd., 2021; Georgin-Lavialle vd., 2023), tüberküloz (Erk vd., 1995; 

Georgin-Lavialle vd., 2023), lepra (Ozaki ve Furuta, 1975; Nakayama vd., 2001), 

ailesel Akdeniz ateĢi (Zemer vd., 1986; Goto vd., 2023), Alzheimer (Wong vd., 

1985; Liang vd., 1997; Chung vd., 2000; Oskarsson vd., 2015; Nakamura vd., 2018; 

Perneczky vd., 2023), multiple skleroz (Schröder vd., 2000) ve diyabet (Lorenzo ve 

Yankner, 1996; Oskarsson vd., 2015) gibi hastalıklarda amiloid birikimi 

bildirilmiĢtir. Yapılan çalıĢmalarda (Simms vd., 1994; Landman vd., 1998a), 

insanlarda ve hayvanlarda en yaygın gözlenen amiloidozis formunun sekonder 

amiloidozis olduğu rapor edilmiĢtir. Ġnsanlarda gözlenen sekonder amiloidozis 

olgularının prevalansının % 0,5-0,86 olduğu ve buna sebep olan en yaygın durumun 

ise romatoid artrit olduğu kaydedilmiĢtir (Hazenberg ve Rijswijk, 1994; Simms vd., 

1994).  

 

Ġnsanlarda gözlenen vakaların yanı sıra, kedilerde rastlantısal olgularda (van 

der Linde-Sipman vd., 1997; Niewold vd., 1999; Beatty vd., 2002), hepatomegali 

(Neo-Suzuki vd., 2017) ve kronik böbrek yetmezliği (Tei vd., 2018; Schulte vd., 

2022) gibi durumlarda, köpeklerde hepatit (Loeven, 1994), böbrek yetmezliği 

(Slauson vd., 1970; DiBartola vd., 1990; Segev vd., 2012; Loewen vd., 2018) ve akut 

böbrek hasarında (Brunet vd., 2023), sığırlarda rastlantısal olgularda (Gruys, 1977; 

Niewold vd., 1991; Tojo vd., 2005; Senturk ve Ozyigit, 2006; Yoshida vd., 2009; 

Murakami vd., 2012), koyunlarda ürolitiazis (Fernandez vd., 2003), renal fibrozis 

(Jarad vd., 2020), rastlantısal olgular (Mensua vd., 2003) ve deneysel olarak 

indüklenen vakalarda (Biescas vd., 2009), keçilerde rastlantısal olgular (Farnsworth 

ve Miller, 1985; Mensua vd., 2003) ile endometrit ve abort (Gaffney vd., 2015) gibi 

durumlarda, ceylanlarda rastlantısal olgularda (Linke vd., 1986; Ceribasi vd., 2009), 

atlarda gastroenteropati (Hayden vd., 1988), üveit (Ostevik vd., 2014), bullöz 
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hastalıklar (Fussel vd., 2021) ve rastlantısal olgularda (Abdelkader vd., 1991; Portela 

vd., 2012) sekonder amiloidozis tespit edilmiĢtir. 

 

Tavuklarda hem rastlantısal olarak gözlenen hem de deneysel olarak 

indüklenen olgularda (Landman vd., 1994; Landman vd., 1999b; Ovelgonne vd., 

2001; Kapakin vd., 2007; Sevimli vd., 2008; Murakami vd., 2013a; Falker-Gieske 

vd., 2022; Lopes vd., 2022), ördeklerde rastlantısal (Guo vd., 1996) ve deneysel 

olgular (Lings, 1992) ile kanatlı löykozu (Stepanets vd., 2001) ve tüberkülozunda 

(Chen vd., 2019), bıldırcınlarda rastlantısal olgular (Nakamura vd., 1998) ve 

deneysel olarak indüklenen vakalar (Nakayama vd., 2017; Miyoshi vd., 2019) ile 

devekuĢunda da benzer Ģekilde rastlantısal olarak (Akkoç vd., 2009), sekonder 

amiloidozis vakası rapor edilmiĢtir. Ayrıca birçok deneysel çalıĢmada fare 

(Takahashi vd., 1989; Ganowiak vd., 1994; Lundmark vd., 2005; Maeda vd., 2016; 

Yang vd., 2018), rat (Beems vd., 1978; Yu vd., 2000) ve tavĢanlarda da (Hinton, 

1981; Horiuchi vd., 2008; Murakami vd., 2011) amiloidozis olguları bildirilmiĢtir.  

 

1.2. Kanatlılarda Amiloidozis 

 

ÇeĢitli kanatlı türlerini etkileyebilen amiloidozis olguları, özellikle su kuĢlarında iyi 

bilinen patolojik bir bozukluktur. Amiloidozis insidansı kronik hastalıklar, yaĢ ve 

stres faktörlerine bağlı olarak artıĢ göstermektedir (Sato vd., 1981; Schneider vd., 

1988). Landman vd. (1998a), doğada serbest halde bulunan kanatlılarda amiloidozise 

hiç rastlanmadığını, sadece kafese alınmıĢ olan kanatlılarda bu olgular ile 

karĢılaĢıldığını öne sürmüĢlerdir. Amiloidozisin kronik yangısal reaksiyonların ciddi 

bir komplikasyonu olduğu ve kanatlılarda gözlenen olguların % 60’ının kronik 

hastalıklarla, % 40’ının ise idiyopatik sebeplerle iliĢkili olabileceği rapor edilmiĢtir.  

 

Yapılan araĢtırmalar (Landman vd., 1996; Landman vd., 1998a) sonucunda, 

kanatlılarda bildirilen tüm amiloidozis vakalarının, sekonder amiloidozis olduğu 

dikkati çekmektedir. Kanatlılarda sistemik sekonder amiloidozis olgularında en çok 

etkilenen organların karaciğer, dalak, böbrek ve ince bağırsaklar olduğu 

kaydedilmiĢtir (Hoffman ve Leighton, 1985; Brayton, 1992; Landman vd., 1994). 
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Enterococcus faecalis (Landman vd., 1997; Landman vd., 2001; Ovelgonne vd., 

2001; Petersen vd., 2008; Ciftci ve Diker, 2009; Petersen vd., 2010), Staphylococcus 

aureus (Maximow, 1898; Dias ve Montali, 1994) ve Salmonella pullorum (Wang ve 

Di, 1992) gibi etkenlerin kanatlılarda karaciğer, dalak, böbrek, bağırsak ve eklem 

bölgelerinde amiloid birikimine neden olduğu rapor edilmiĢtir. Tavuklarda ise en sık 

karĢılaĢılan amiloidozis olgularının amiloid artropati olduğu dikkati çekmekte ve 

amiloid birikimi için bacak eklemlerinin predispoze bölgeler olduğu öne 

sürülmektedir (Landman vd., 1994; Landman vd., 1997; Landman vd., 1998a; 

Ovelgonne vd., 2001; Sevimli vd., 2004; Kapakin vd., 2007; Petersen vd., 2010; 

Sevimli vd., 2013). 

 

1.3. Amiloid Artropati 

 

Kanatlılarda özellikle eklem bölgesini kapsayan bacak hastalıkları, önemli lokomotor 

problemlere sebep olarak hayvan refahını olumsuz yönde etkilemektedir (Bradshaw 

vd., 2002). Bu hastalıklar ticari olarak yetiĢtirilen ve hızla büyüyen kanatlılarda 

geliĢim bozuklukları, lokomotor problemlere bağlı topallıklar, karkas kalitesinde 

bozulma ve mortalite artıĢı gibi sebeplerden dolayı üreticiler için büyük ekonomik 

kayıplara neden olmaktadır (Braga vd., 2016).  

 

Yapılan bazı araĢtırmalar (Edwards, 2000; McNamee ve Smyth, 2000), 

ABD’de yetiĢtirilen tavuk sürülerinde, bacak hastalıklarının yılda yaklaĢık 80-120 

milyon dolar ekonomik kayba neden olduğunu göstermektedir. Avrupa’da birçok 

ülkede giderek artan bir öneme sahip amiloid artropatinin, Hollanda ve Fransa’da 

yetiĢtirilen tavuk sürülerinin % 61’inde, topallığın temel sebebi olduğu 

düĢünülmektedir (Landman vd., 1994). Türkiye’de ise, kanatlı endüstrisinin ülke 

ekonomisindeki önemi göz önüne alındığında, amiloid artropati olgularına yönelik 

yapılan araĢtırmaların az sayıda olduğu dikkati çekmekte (Mısırlıoğlu vd., 2001; 

Dayı ve Sevimli, 2022) ve amiloid artropatinin Türkiye’de kanatlı sektöründe sebep 

olduğu ekonomik kayba yönelik yapılmıĢ herhangi bir çalıĢma bulunmamaktadır 

(Dayı ve Sevimli, 2022). 
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Tavuklarda gözlenen eklem lezyonlarının Mycoplasma spp. (Calnek vd., 

1991; Landman ve Feberwee, 2001; Gentle vd., 2003; Dijkman vd., 2013; Tawfik 

vd., 2016; Amer vd., 2019; Yan vd., 2023), Staphylococcus spp. (Daum vd., 1990; 

Calnek vd., 1991; Landman vd., 1998b; Chamanza vd., 1999; Mısırlıoğlu vd., 2001; 

Rasheed, 2011; Tawfik vd., 2016; Marcon vd., 2019; Amer vd., 2019), Streptococcus 

spp. (Calnek vd., 1991; Landman vd., 1994), Salmonella spp., (Calnek vd., 1991; Oh 

vd., 2010; Tawfik vd., 2016; Guo vd., 2019). Escherichia coli (Calnek vd., 1991; 

Landman vd., 1998b; Mısırlıoğlu vd., 2001; Tawfik vd., 2016; Amer vd., 2019; 

Hameed vd., 2022). Enterococcus spp. (Landman vd., 1997; Landman vd., 1998b; 

Landman vd., 1999b; Landman vd., 2000; Landman vd., 2001; Mısırlıoğlu vd., 2001; 

Landman vd., 2003; Petersen vd., 2008; Ciftci ve Diker, 2009; Petersen vd., 2010; 

Stalker vd., 2010) ve reovirus (Jones vd., 1981; Calnek vd., 1991; Landman vd., 

1994; Zhang vd., 2019) gibi etkenler sebebiyle ortaya çıktığı bilinmektedir. Bu 

lezyonlar, eklemlerde veya tendon kılıflarında yangısal değiĢikliklerle karakterize 

olup, artritise veya tenosinovitise sebep olmaktadır (Calnek vd., 1991; Landman vd., 

1999b; Mısırlıoğlu vd., 2001; Rasheed, 2011; Zhang vd., 2019).  

 

Maestrini ve Pascucci (1970), kanatlılarda ilk kez Beç tavuğu sürüsünün 

bacak eklemlerinde amiloid birikintilerini tanımlamıĢ ve sürüde % 5 oranında 

topallık ile birlikte, geliĢim geriliği olduğunu gözlemlemiĢlerdir. Landman vd. 

(1998a), tavuklarda amiloid prekürsör proteininin eklemlerde birikmesinin, eklem 

kıkırdağı vaskülarizasyonunun iyi olmasına bağlı olarak Ģekillendiğini öne 

sürmüĢlerdir. Peperkamp vd. (1997)’e göre, eklem kıkırdağını besleyen damarlar ve 

sinoviyum, amiloid birikiminin meydana geldiği önemli predispoze bölgelerdir. 

Tavuklar bu sebeplerden dolayı amiloid artropati geliĢimine yatkın olmaları 

nedeniyle, amiloid fibrillerinin oluĢumunu araĢtırmak için birçok deneysel çalıĢmada 

model olarak tercih edilmektedir (Landman vd., 1994; Landman vd., 1996; 

Peperkamp vd., 1997; Landman vd., 1999b; Landman ve Feberwee, 2001; 

Ovelgonne vd., 2001; Sevimli vd., 2005; Alasonyalılar vd., 2006; Kapakin vd., 2007; 

Petersen vd., 2009; Sevimli vd., 2013; Falker-Gieske vd., 2022).  
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Ticari bir sürünün yaklaĢık % 20-30’unda yumurta veriminde düĢüĢ ve 

büyüme geriliği gibi problemlere neden olan ve bacak eklemlerinde AA protein 

birikimi ile karakterize ĢiĢliklerle seyreden amiloid artropati, ilk olarak kahverengi 

yumurtacı tavuk ırklarında tanımlanmıĢtır (Landman vd., 1994). Amiloid artropati 

olgularına beyaz yumurtacı tavuklar ve broyler ırkı tavuklara oranla, kahverengi 

yumurtacı tavuk ırklarında daha sık rastlanılmaktadır (Landman vd., 1994; Landman 

vd., 1998a; Steentjes vd., 2002). Ovelgonne vd. (2001), deneysel olarak yaptıkları bir 

çalıĢmada kahverengi ve beyaz yumurtacı tavuklar ile broyler ırkı tavuklara aynı 

dozda, intravenöz yol ile E. faecalis etkeni inokule etmiĢ, ancak sadece kahverengi 

yumurtacı tavuklarda amiloid artropatinin Ģekillendiğini gözlemlemiĢlerdir. 

Kahverengi yumurtacı tavuklarda humoral bir antikor yanıt gözlenirken, beyaz 

yumurtacı tavuklarda ise hücre aracılı bir yanıt gözlendiği ve amiloid artropatiye 

karĢı duyarlılık farkının bu duruma bağlı olduğu öne sürülmüĢ (Landman vd., 

1998a), ancak beyaz yumurtacı tavuklarda ve broyler ırkı tavuklarda hastalığa karĢı 

oluĢan direncin altında yatan ana sebeplerin ne olduğu henüz tam olarak 

saptanamamıĢtır (Falker-Gieske vd., 2022). Broyler ırkı tavuklarda ise amiloid 

birikimlerinin gözlenmemesindeki muhtemel nedenin yaklaĢık 7 haftalık bir yaĢam 

süresi sonunda kesime sevk edilmeleri ve kısa bir ömüre sahip olmalarından 

kaynaklandığı düĢünülmektedir (Ovelgonne vd., 2001). 

 

1.4. Patojenez 

 

Amiloidozis, patomorfolojisi ve epidemiyolojisi hakkında yapılan kapsamlı 

araĢtırmalar olmasına rağmen, patojenezi henüz tam olarak bilinmeyen ve iyi 

anlaĢılamayan kompleks bir olgudur (Landman vd., 1998a). Bu konuda yapılan 

araĢtırmalar sonucunda kronik enfeksiyonlar, yangısal reaksiyonlar veya tümörlerin 

yanı sıra AFY ve SAA, proinflamatuar sitokinler, infeksiyöz ve noninfeksiyöz 

ajanlar ile SF’lerin amiloid oluĢumunda etkin rol oynayan predispoze edici faktörler 

olduğu bilinmektedir (Landman vd., 1998a; Bochsler ve Slauson, 2002; Kumar vd., 

2014; De Buck vd., 2016). 
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1.4.1. Prekürsör Protein ve AFY’nin Rolü 

 

Doku hasarı, enfeksiyon, neoplazi ve immünolojik bozukluklar gibi durumlarda 

organizmanın verdiği cevap AFY olarak bilinmektedir. Bu yanıt sırasında 

sentezlenen ve önemli AFP’lerden biri olan SAA, AA proteinin prekürsör 

maddesidir. Ayrıca SAA’nın proteolitik sindirime dirençli olan amiloid fibrillerinin 

oluĢumunda etkin rol oynadığı düĢünülmektedir (Landman vd., 1994; Yamada vd., 

1996). Molekül ağırlığı 15 kDa olan SAA, AFY sırasında plazma konsantrasyon 

seviyesi 10-100 kat artıĢ gösteren pozitif bir AFP’dir (Ceron vd., 2005). Ġlk kez 

Husby ve Natvig (1974), tarafından sekonder amiloidozis olgularında amiloid 

birikintilerinden izole edilen AA proteinine karĢı çapraz reaksiyon göstermesi 

sonucunda serumda tanımlanmıĢtır. Benditt ve Eriksen (1977), SAA’nın amino asit 

dizisinde bulunan N-terminal bölgesi ile AA proteinin amino asit dizisinin aynı 

olduğunu belirtmiĢlerdir.  

 

 Akut faz yanıt sırasında temel olarak karaciğerde üretilip sentezlenen 

SAA’nın (Benditt ve Eriksen 1977; Kalmovarin vd., 1991; Uhlar ve Whitehead, 

1999; Migita vd., 2004; Konstandi vd., 2019; You vd., 2023) ayrıca beyin (Meek ve 

Benditt, 1986; Liang vd., 1997; Tucker ve Sack Jr, 2001; Soriano vd., 2020), akciğer 

ve kalp (Ramadori vd., 1985a; Meek ve Benditt, 1986; Webb vd., 1989; Hardardottir 

vd., 1997), dalak (Baumal vd., 1978; Webb vd., 1989; Meek vd., 1992; Hardardottir 

vd., 1997), böbrek (Ramadori vd., 1985a; Webb vd., 1989; Meek vd., 1992; Marhaug 

vd., 1997; Dieter vd., 2019), lenf yumrusu (Meek vd., 1992), mide ve bağırsaklar 

(Meek ve Benditt, 1986; Hardardottir vd., 1997), meme (Eckersall vd., 2001; Sadek 

vd., 2017), adiposit (Meek vd., 1994; Lin vd., 2001), kondrosit (Vallon vd, 2001; 

Zerega vd., 2004; Jacobsen vd., 2016), sinoviyal hücre (Mitchell vd., 1991; Mitchell 

ve Brinckerhoff, 1995; Ray vd., 1999; O’Hara vd., 2000; Ovelgonne vd., 2001; 

Upragarin vd., 2005b; Berg vd., 2011; Jacobsen vd., 2016; Stack vd., 2019), nötrofil 

lökosit (Rosenthal ve Sullivan, 1978; Linke vd., 1991) ve makrofajlardan da 

(Ramadori vd., 1985a; Rokita vd., 1987; Takahashi vd., 1989; Meek vd., 1994; 

Yamada vd., 2000; Jumeau vd., 2019) ekstrahepatik sentezinin olduğu bilinmektedir. 
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 Serum amiloid A, AFY reaktanı olarak lipid metabolizmasında ve 

taĢınmasında önemli rol oynamaktadır. Bu AFP, karaciğerde sentezlendikten sonra, 

apolipoprotein SAA (apoSAA) olarak seruma verilir ve serumda taĢınırken yüksek 

yoğunluklu lipoprotein (HDL3) ile kompleks halde bulunur. Akut faz reaksiyonuna 

yanıt olarak, SAA’nın kalıcı ve aĢırı üretimi sonucunda, bozulmuĢ katabolizmaya 

bağlı olarak, kısmen bozulmuĢ N-terminal fragmanın, proteaza dirençli fibriller 

halinde toplanmasına yol açtığına inanılmaktadır. Eriyebilir yapıda olan bu prekürsör 

protein, hedef dokularda proteolitik sindirime dirençli spesifik amiloid fibrillerine 

dönüĢerek dokularda birikim gösterir (Yamada vd., 1996). Husebekk vd. (1985), 

farelerde in vitro koĢullarda yaptıkları bir çalıĢmada, apoSAA maddesinin amiloid 

fibrillerine dönüĢtüğünü bildirmiĢlerdir.  

 

 Serum amiloid A’nın yıkımlanması sonucunda açığa çıkan fibril proteinlerin 

proteolitik sindirime karĢı dirençli olması nedeniyle amiloidozis olgularının 

dokularda kalıcı ve geri dönüĢümsüz bir seyri olduğu bilinmektedir (Husby vd., 

1985; Bochsler ve Slauson, 2002; Miller ve Zachary, 2017). Vücutta herhangi bir 

doku veya organda fibril proteinlerin oluĢturduğu amiloid birikimleri hücrelerde 

atrofi ve nekroza sebep olarak normal yapı ve fonksiyon bozukluklarına yol 

açmaktadır (De Beer vd., 1982; Bochsler ve Slauson, 2002; Kumar vd., 2014).  

 

1.4.2. Amiloid Arttırıcı Faktör (AEF) ve Fibrillojenezin Rolü 

 

Teilum (1964), tarafından yapılan bir çalıĢmada, amiloid oluĢumunun yavaĢ geliĢen 

bir preamiloid faz ile baĢladığı ve bunu daha hızlı geliĢen bir birikim fazının izlediği 

öne sürülmüĢtür (ġekil 1.1.). Hücre içi yollarla, SAA’nın parçalanması sonucunda 

oluĢan fibriler yapıdaki prekürsör protein, AEF olarak hareket etmektedir (Upragarin 

vd., 2005a). Bunun sonucunda AEF’nin yavaĢ birikimi ile birlikte preamiloid faz 

meydana gelir (Teilum, 1964). Amiloid fibrillerinden köken alan AEF, amiloidin 

dokularda birikimini hızlandıran bir faktör olarak tanımlanmaktadır (Axelrad vd., 

1975; Liu vd., 2007). Bu faktörün içerisinde bulunan β-kıvrımlı materyalin, AA 

amiloidozis olgularında amiloid fibril kristalizasyonu için bir çekirdek görevi 

üstlendiği düĢünülmektedir (Niewold vd., 1987). 
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ġekil 1.1: Amiloid artropati patojenezinin Ģematize edilmiĢ görünümü (Upragarin vd., 

2005b; Blanco vd., 2016)’dan modifiye edildi
*
. 

* IL-1β: Interlökin-1β, IL-6: Interlökin-6, TNF-α: Tümör nekrozis faktör-α, AEF: Amiloid arttırıcı faktör, GAG: 

Glikozaminoglikan, PG: Prostaglandin, SAP: Serum amiloid P. 
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Birikim fazı, SAA’nın hücre dıĢı yollarla proteinazlar tarafından parçalanması 

sonucunda meydana gelir (Teilum, 1964). Bu aĢamada SAA molekül yapısının 

bozulması ile çözünemeyen ve proteolitik enzimlerle eritilemeyen fibriler yapıdaki 

prekürsör protein oluĢur (Kumar vd., 2014). Birikim fazı aĢamasında SAA proteini 

nötrofil lökositlerin azurofil granüllerinde ve monosit kökenli hücrelerin dıĢ 

yüzeyinde parçalanmaktadır (Skogen vd., 1980; Yamada vd., 1996; Zekerias vd., 

2000). Yamada vd. (1996), oluĢan amiloid fibril proteinlerinin lökositlerin 

fagolizozomları içerisine alınarak proteazlar ile etkileĢim gösterdiğini ve bu nedenle 

erken fibril formasyonunun lizozomlar içerisinde Ģekillendiğini öne sürmektedir. 

 

Amiloidojenezde önemli bir adım olan proteolizis, proteolitik sindirime 

dirençli amiloid fibrillerinin oluĢumunda rol oynayan fibrillojenik bir olay olarak 

kabul edilmektedir (Landman vd., 1998a). Bu olay amiloidojenik bir prekürsör 

proteinin anormal katlanması sonucunda baĢlar. Prekürsör proteindeki yanlıĢ 

katlanmalar, eksik bir proteolitik bölünme, aminoasitlerin yer değiĢtirmesi ya da 

AFY sırasında serum konsantrasyonunda artıĢ gözlenen SAA’nın aĢırı üretimi ve 

anormal SAA katabolizmasının fibrillojenez için önemli faktörler olduğu 

düĢünülmektedir (Dember, 2005).  

 

Landman vd. (1996), amiloid artropati gözlenen tavukların eklemlerinde, 

amiloid birikimi içerisinde SAA proteininin varlığını saptamıĢ ve proteolizis ile AA 

protein oluĢmadan önce amiloid fibrillerinde SAA polimerizasyonunun meydana 

geldiğini öne sürmüĢlerdir. Ancak, amiloid birikiminin Ģekillenmesi için tek baĢına 

artmıĢ bir SAA üretimi yeterli değildir (Migita vd., 1996; Kumar vd., 2014). Bazı 

çalıĢmalarda araĢtırmacılar (Skogen vd., 1980; Linke vd., 1991; Zekerias vd., 2000; 

Sevimli vd., 2005) nötrofil lökositler ve makrofajlardan salınan lizozomal enzimler 

ile birlikte matriks metalloproteinaz-1 (MMP-1, kollejanaz) ve matriks 

metalloproteinaz-3’ün (MMP-3, stromelisin), amiloid fibrillerinin oluĢumunda etkin 

rol oynadığını tespit etmiĢlerdir (Mitchell vd., 1993). 
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Woldemeskel (2012), prekürsör proteinde meydana gelen anormal 

katlanmalar sonucunda ortaya çıkan amiloid fibrillerinin ‘-kıvrımlı yaprak’ 

yapısında Ģekillendiğini ve amiloid fibrillerini oluĢturmak üzere reorganize olduğunu 

öne sürmüĢtür. Ayrıca bazı türlerde, AA amiloidozisin patojenezine katkıda 

bulunduğu düĢünülen diğer önemli bir faktörün, yani amiloid fibrillerini oluĢturmaya 

eğilimli olan apoSAA izotiplerinin varlığı olduğu bilinmektedir (Landman vd., 

1998a). 

 

1.4.3. Proinflamatuar Sitokinlerin Rolü 

 

Amiloid fibrillerinin oluĢumunda etkin rol oynayan SAA’nın sentezi IL-1β, IL-6 ve 

TNF-α gibi proinflamatuar sitokinler tarafından indüklenmektedir (Betts vd., 1993; 

Bochsler ve Slauson, 2002; Kumar vd., 2014). Bu sitokinler, aktive olmuĢ monosit-

makrofaj, endotel hücreleri, fibroblast ve sinoviyositler gibi birçok hücre tarafından 

üretilmektedir (Kumar vd., 2014; Blanco vd., 2016). Serum amiloid A’nın gen 

promotör bölgesi ile gen bağlanma bölgesinin spesifik DNA dizileri insanlarda, 

farelerde, ratlarda ve tavĢanlarda tanımlanmıĢtır. Proinflamatuar sitokinlerin doku 

özgüllüğü kazandıran ve yüksek oranda SAA transkripsiyonuna izin veren bu 

promotör bağlanma elemanları yoluyla SAA gen ekspresyonunu düzenlediği 

düĢünülmektedir (Li ve Liao, 1992).  

 

Amiloid artropati olgularında proinflamatuar sitokinlerin rolü ile ilgili az 

sayıda literatür bulunmaktadır (Blanco vd., 2016). Mitchell vd. (1991), tavĢanlarda in 

vitro koĢullarda yaptığı bir çalıĢmada, IL-1 ile indüklenen SF’lerde, SAA-3 

ekspresyonunun arttığını gözlemlemiĢlerdir. Atlarda in vitro koĢullarda yapılan bir 

çalıĢmada (Jacobsen vd., 2016), IL-1β, IL-6 ve TNF-α’nın SF’lerde ve 

kondrositlerde SAA sentezi üzerine etkileri araĢtırılmıĢ ve özellikle IL-1β’nın, bu 

hücrelerde SAA sentezinin önemli bir indükleyicisi olduğu bildirilmiĢtir. Deneysel 

olarak Freund’s adjuvant ile amiloid artropati oluĢturulan tavuklarda, SAA seviyesi 

ile IL-1β arasında pozitif bir korrelasyon gözlenmiĢ, IL-1β’nın, kanatlılarda AA 

amiloidoziste tek baĢına ve TNF-α ile birlikte önemli etkilerinin olduğu tespit 
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edilmiĢtir (Sevimli vd., 2008). Ancak IL-6’nın rolü hala tam olarak bilinmemektedir 

(Blanco vd., 2016).  

 

1.4.4. Ġnfeksiyöz ve Noninfeksiyöz Ajanların Rolü 

 

Amiloidozis oluĢumunda farklı etiyolojik ajanlar rol oynamaktadır (Blanco vd., 

2016; Miller ve Zachary, 2017). Yapılan bazı çalıĢmalarda araĢtırmacılar amiloid 

artropati olgularının E. faecalis (Landman vd., 1994; Peperkamp vd., 1997; Landman 

vd., 1998b; Landman vd., 1999b; Ovelgonne vd., 2001; Steentjes vd., 2002; 

Landman vd., 2003; Sevimli vd., 2004; Alasonyalılar vd., 2006; Petersen vd., 2008; 

Ciftci ve Diker, 2009; Gregersen vd., 2010; Falker-Gieske vd., 2022), S. aureus 

(Landman vd., 1998b; Chamanza vd., 1999; Steentjes vd., 2002), M. synoviae 

(Calnek vd., 1991; Landman ve Feberwee, 2001; Liu vd., 2020), M. gallisepticum 

(Murakami vd., 2013a), E. coli, S. enteritidis ve reovirus (Calnek vd., 1991; 

Landman vd., 1998b) gibi infeksiyöz ajanlar tarafından indüklendiğini 

gözlemlemiĢlerdir. 

 

Liu vd. (2020), M. synoviae ile enfekte edilen tavuk SF’lerinde SAA mRNA 

ekspresyonunda artıĢ olduğunu rapor etmiĢlerdir. Ayrıca LPS (Morrow vd., 1981; 

Hardardottir vd., 1997; Lehtolainen vd., 2004; Upragarin vd., 2005b; Jacobsen vd., 

2006; De Beer vd., 2010; Murakami vd., 2013b; Liu vd., 2016; Ludwig vd., 2016; 

Cheng vd., 2018; Zhou vd., 2023), Freund’s adjuvant (Hol vd., 1987; Sevimli vd., 

2008; Sevimli vd., 2013) ve A vitamini (Sevimli vd., 2005) gibi maddelerin de 

SAA’nın önemli indükleyicileri olduğu bildirilmiĢtir. Ancak bu etkenlerin amiloid 

artropati oluĢumundaki primer rolleri hala tartıĢmalıdır (Landman vd., 1998a). 

 

Gram negatif bakterilerin dıĢ zarlarında bulunan ve konakçı üzerinde çeĢitli 

etkilere sahip olan LPS, özellikle immun sistemin güçlü bir biyoaktivatörü olarak 

kabul edilmektedir (Kent vd., 1998). Prekürsör protein olan SAA’nın, kanda yüksek 

seviyeye ulaĢmasına neden olarak uzun süreli bir inflamatuar etki ortaya çıkardığı ve 

bu Ģekilde etkili olduğu düĢünülmektedir (Upragarin vd., 2005b; Jacobsen vd., 2006).  
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Yapılan bazı çalıĢmalarda (Landman vd., 1994; Landman vd., 1998b; 

Peperkamp vd., 1997; Landman ve Feberwee, 2001; Sevimli vd., 2004; Kapakin vd., 

2007; Petersen vd., 2008), amiloid artropati gözlenen tavuklarda sinoviyal 

membranın fibröz dokusunda, turuncu renkte protein içerikli amiloid birikimine 

rastlandığı bildirilmiĢtir. Bu turuncu renk oluĢumunun, yemlerde bulunan karotenoid 

pigmentlerin birikiminden kaynaklı olabileceği düĢünülmekte ve A vitamininin 

dokulara geçerek, amiloid oluĢumunda rol oynadığı ileri sürülmektedir (Landman 

vd., 1994; Sevimli vd., 2004). Sevimli vd. (2005), Freund adjuvant ile amiloid 

artropati oluĢturulan civcivlerde, yüksek A vitamini katkılı beslenmenin amiloid 

artropatinin Ģiddetini arttırdığını öne sürmüĢlerdir. Ayrıca tavuklarda yapılan baĢka 

çalıĢmalarda (Sevimli vd., 2004; Alasonyalılar vd., 2006), benzer Ģekilde A 

vitamininin, E. feacalis etkeni ile indüklenen amiloid artropatinin Ģiddetini arttırdığı 

ve benzer Ģekilde etkilenen eklemlerde turuncu renkte amiloid birikimlerinin olduğu 

bildirilmiĢtir.  

 

A vitamini ve ilgili retinoidlerin, lökosit fonksiyonları üzerine etkili olduğu 

ve proinflamatuar sitokinlerin salınımını uyardığı bilinmektedir (Turpin vd., 1990). 

Bazı araĢtırmacılar (Derebe vd., 2014; He vd., 2020), SAA’nın A vitaminin 

moleküler bileĢeni olan, retinolün taĢınmasında rol oynayan, retinol bağlayıcı 

proteinlerden biri olduğunu tespit etmiĢ ve retinolü özellikle immun sistem 

hücrelerine taĢıdığını belirtmiĢlerdir. Ayrıca retinoidlerin, amiloid fibrillerinin 

SAA’ya dönüĢümünde etkili olduğu bilinen makrofajların sayısını ve aktivasyonunu 

arttırdığı da düĢünülmektedir (Katz vd., 1987). Kedilerde yapılan bir çalıĢmada ise, 

hipervitaminozis A’nın sebep olduğu immun sistem hücrelerindeki aĢırı 

aktivasyonun, sekonder amiloidozise yol açtığı bildirilmiĢtir (Clark ve Seawright, 

1969). 

 

1.4.5. SF Hücrelerinin Rolü 

 

Sinoviyal hücrelerin yaklaĢık üçte ikisini oluĢturan SF’ler, fibroblastlardan köken 

alan mezenkimal hücrelerdir (Ghadially ve Roy, 1967; Bartok ve Firestein, 2010). 

Tip B sinoviyositler olarak da bilinen bu hücreler (Lever ve Ford, 1958; Barland vd., 
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1962; Ghadially ve Roy, 1967) tip IV-V kolajen, vimentin ve CD90 ekspresyonu 

dahil olmak üzere fibroblastların birçok özelliğini taĢımaktadır (Bartok ve Firestein, 

2010). 

 

Sinoviyal membranın intima katmanında bulunan SF’ler, proliferatif ve 

invaziv özellikleri bulunan hücrelerdir (Falconer vd., 2018). Bu hücreler zararlı 

uyaranların etkisi sonucunda proinflamatuar mediatörleri serbest bırakarak sürekli 

yangıya neden olmaktadır (Ritchlin, 2000; Yoshitomi, 2019). Konak savunma 

mekanizmalarının bozulması ile birlikte sinoviyumda Ģekillenen sürekli yangının, 

eklem boĢluğuna ve eklem kıkırdağına zarar verdiği belirtilmiĢtir (Yoshitomi, 2019). 

Benzer Ģekilde bazı araĢtırmacılar (Upragarin vd., 2005b; Blanco vd., 2016), 

SF’lerden lokal olarak sentezlenen sitokinlerin ve SAA’nın, amiloid artropati 

oluĢumunda etkin rol oynadığına dikkat çekmiĢlerdir. Romatoid artrit gözlenen 

insanlarda (O’Hara vd., 2000), artrit gözlenen tavĢanlarda (Vallon vd., 2001) ve 

amiloid artropati gözlenen tavuklarda (Ovelgonne vd., 2001; Upragarin vd., 2005b) 

sinoviyal dokudan SAA sentezinin olduğu bildirilmiĢtir. 

 

Ovelgonne vd. (2001), beyaz yumurtacı tavuklara kıyasla kahverengi 

yumurtacı tavukların bacak eklemlerinde sinoviyal membranın geniĢ yapıda olması 

ve bu sebeple eklem bölgesinde yeterli miktarda kan akımının oluĢması, ayrıca 

yangısal reaksiyonlarda etkilenen eklem bölgesindeki SF’lerin proliferasyonunun da 

iyi olmasından dolayı amiloid artropatiye daha duyarlı olduklarını öne sürmüĢlerdir. 

Amiloid artropatili tavuklarda yapılan çalıĢmalarda (Landman vd., 1997; Ovelgonne 

vd., 2001; Sevimli vd., 2004; Alasonyalılar vd., 2006; Sevimli vd., 2008), sinoviyal 

membran, kollagen lifler ve damarlar etrafında amiloid birikimi ile bu birikime bağlı 

olarak, bağ doku tabakasının kalınlaĢtığı ve sinoviyal hücrelerde hiperplazi ve 

hipertrofi Ģekillendiği vurgulanmıĢtır  

 

Zhao vd. (2016), sinoviyal dokular ile ilgili yapılacak olan fizyolojik ve 

patolojik araĢtırmalarda, SF’lerin in vitro koĢullarda kullanılmasının, bu hücrelerin 

hastalıklardaki rolünü tespit etmek için etkili bir yöntem olacağını öne sürmektedir. 

Ayrıca, SF’lerin hastalıklardaki öneminin iyi bilinmesi, özellikle eklem hastalıklarına 
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yönelik terapötik yaklaĢımların geliĢtirilmesini de sağlayabileceği düĢünülmektedir 

(Zhao vd., 2016). Mitchell vd. (1991), tavĢanlarda IL-1; Sack ve Zink (1992), 

koyunlarda retroviral artrit; Jacobsen vd. (2016), atlarda IL-1β ve TNF-α, Upragarin 

vd. (2005b), tavuklarda LPS ve Liu vd. (2020), tavuklarda M. synoviae ile in vitro 

ortamda indüklenen SF’lerde SAA salınımı olduğunu gözlemlemiĢlerdir. Landman 

vd. (1998a), amiloid artropati gözlenen kahvrengi yumurtacı tavuklarda SAA’nın 

sinoviyal hücrelerden sentezlendiğini rapor etmiĢ, ayrıca eklem kıkırdağının 

vaskularizasyonunun iyi olması nedeniyle SAA’nın karaciğerde sentezlendikten 

sonra kan dolaĢımı yoluyla eklem bölgesine taĢınabildiğini ileri sürmüĢlerdir. 

 

1.4.6. Amiloid Ġçerisindeki Diğer Komponentlerin Rolü 

 

Amiloid birikimleri içerisinde fibril proteinlerinin yanı sıra karbonhidrat kısmını 

oluĢturan proteoglikanlar, glikozaminoglikanlar (GAG) ve serum amiloid P (SAP) 

komponentinden köken alan glikoprotein amiloid P (GAP) gibi bileĢenler 

bulunmaktadır (McCubbin vd., 1988; Dember, 2005). Amiloid fibril proteinleri 

üzerinde GAG’ların düzenleyici ve indükleyici olarak rol oynadığı düĢünülmektedir 

(McCubbin vd., 1988). Peperkamp vd. (1997), tavuklarda yaptıkları bir çalıĢmada, 

bacak eklemlerinde Ģekillenen AA amiloid fibril birikimi içerisinde yüksek oranda 

sülfatlanmıĢ GAG’lerin varlığını göstermiĢlerdir. Nonfibriler yapıda olan GAP ise, 

GAG’lere yüksek affinite duyan ve bu nedenle amiloid birikimleri içerisinde 

bulunduğu öne sürülen bileĢenlerdir (Landman vd., 1998a). Bu bileĢenlerin amiloid 

fibrillerine bağlanması Ca
2+

 iyonu ile iliĢkilidir (Pepys vd., 1979). Ayrıca Ca
2+

 

iyonunun, AEF’nin etkisini arttırdığı bildirilmiĢtir (Alizadeh-Khiavi vd., 1992). 

 

Amiloid birikimleri içerisinde lipoprotein mekanizmasında etkin rol oynadığı 

düĢünülen apolipoprotein E ile laminin, fibronektin, kolajen IV ve vitronektin gibi 

ekstrasellüler matriks (ESM) proteinlerinin varlığı da saptanmıĢtır (Landman vd., 

1994). Laminin SAA’ya yüksek affinite gösteren bir bileĢendir ve çinko varlığında 

bu affinitede artıĢ gözlenmektedir. Amiloid birikimleri içerisinde ESM proteininin 

bulunmasının bazal membranda Ģekillenen bir bozukluk ile iliĢkili olabileceği öne 

sürülmektedir (Ancsin ve Kisilevsky, 1997). Fibronektin de laminin gibi SAA’ya 
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affinite gösteren ve büyük fibrillerin oluĢmasını sağlayan bir ESM proteinidir. 

Amiloidozis oluĢumunda SAA ve monosit kökenli hücrelerin yüzeyleri arasında 

bağlayıcı bir protein olarak rol oynadığı düĢünülmektedir (Skogen vd., 1980).  

 

1.5. Makroskobik ve Histopatolojik Bulgular 

 

Amiloidozisin Ģiddeti amiloid birikimlerinin doku lokalizasyonu ve organda 

meydana gelen fonksiyon bozukluğunun derecesine bağlı olduğu için, tanıda biyopsi 

ya da nekropside makroskobik muayene ile birlikte histopatolojik incelemenin de 

yapılması büyük önem taĢımaktadır (Landman vd., 1998a). Kanatlılarda gözlenen 

amiloid artropati olgularında makroskobik bulgu olarak femora-tibial ya da tibio-

metatarsal eklemlerde ĢiĢlikler ve bu eklemlerde sinoviyal sıvıda artıĢ gözlenebilir 

(Landman vd., 1994; Peperkamp vd., 1997; Sevimli vd., 2004). Ovelgonne vd. 

(2001), bu bölgelere ek olarak kalça ekleminde de ĢiĢliklerle karĢılaĢıldığını rapor 

etmiĢlerdir. Yapılan bazı çalıĢmalarda (Landman vd., 1994; Landman vd., 1997; 

Alasonyalılar vd., 2006), etkilenen eklem bölgelerindeki kemik epifizlerinin normale 

göre yaklaĢık 1-1,5 kat geniĢleyebildiği ve kıkırdak yüzeylerinde aĢınmaların olduğu 

tespit edilmiĢtir. Ayrıca bazı araĢtırmacılar (Landman vd., 1994; Landman vd., 1996; 

Peperkamp vd., 1997; Landman ve Feberwee, 2001; Ovelgonne vd., 2001; Sevimli 

vd., 2004; Sevimli vd., 2005; Kapakin vd., 2007; Petersen vd., 2008), amiloid 

artropati gözlenen tavuklarda etkilenen eklemlerin kapsulası içerisinde, turuncu 

renkte amiloid birikimlerinin olduğunu kaydetmiĢlerdir. 

 

Mikroskobik bulgu olarak amiloid fibrilleri genellikle etkilenen eklemlerin 

sinoviyal membranı, eklem kıkırdağının süperfisyal tabakası, intrakartilaginöz 

damarların intima katmanı, menisküs ve periartiküler fibröz dokularda birikim 

göstermektedir (Peperkamp vd., 1997; Ovelgonne vd., 2001; Petersen vd., 2008). 

Ayrıca sinoviyal membranlarda heterofil lökosit, lenfosit ve plazma hücre 

infiltrasyonları ile birlikte SF’lerde proliferasyonlar gözlenebilmektedir (Peperkamp 

vd., 1997; Landman vd., 1998a; Ovelgonne vd., 2001; Alasonyalılar vd., 2006). 

Amiloid birikimleri rutin boyamalar dıĢında Kongo kırmızısı ile boyanan kesitlerde 

sinoviyal hücreler ile sinoviyal boĢlukta, sinoviyal membrandaki damarlar çevresinde 
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ve kondrositlerde eozinofilik-pembe renkte gözlenmektedir. Bu birikimler 

mikroskopta polarize filtre ile sarı-yeĢil renkte, Ģekilsiz amorf yapıda yansımalar 

vermektedir (Brayton, 1992; Peperkamp vd., 1997; Chiti vd., 1999; Landman ve 

Feberwee, 2001; Sevimli vd., 2004).  

 

1.6. TeĢhis  

 

Amiloidozis teĢhisinde semptomlar genellikle spesifik olmadığı için, tanı çoğunlukla 

postmortem muayene ile yapılmaktadır. Makroskobik teĢhiste genellikle lugol testi 

kullanılmaktadır. Bu amaçla dokulardan alınan örnekler tespit solüsyonuna 

konulmadan önce yüzeyine lugol solüsyonu dökülür. Amiloid bulunan sahalarda 

koyu kahve renk değiĢikliği meydana gelir. Daha sonra bu alanlara % 1’lik sülfirik 

asit eklenerek amiloid içeren dokularda menekĢe renginde sahalar gözlenir (Hoffman 

ve Leighton, 1985). 

 

Amiloid maddesinin histopatolojik olarak saptanmasında preparatların Kongo 

kırmızısı ile boyanması ve mikroskop altında polarize filtre ile incelenmesi tercih 

edilmektedir (Landman vd., 1997; Landman vd., 1998b; Sevimli vd., 2012) Ek 

olarak amiloid proteinlerine karĢı spesifik immunohistokimyasal boyamalar da 

kullanılabilmektedir (Peperkamp vd., 1997; Landman vd., 1998b; O’Hara vd., 2000). 

Ayrıca, AA amiloidozisin patojenezinde etkili olan SAA’nın doku, kan ve hücre 

kültürü medyumundan ELISA (Landman vd., 1999b; Upragarin vd., 2005b; Sevimli 

vd., 2008; Sevimli vd., 2013), PCR (O’Hara vd., 2000; Ovelgonne vd., 2001; 

Upragarin vd., 2005b; Jacobsen vd., 2016) ve Western blot (Mitchell vd., 1991; 

Upragarin vd., 2005b) gibi moleküler analiz yöntemleri ile ölçülmesi amiloidozisin 

teĢhisinde önemli rol oynamaktadır.  

 

1.7. Korunma ve Tedavi 

 

Amiloidozis kanatlılarda ve diğer türlerde gözlenebilen ilerleyici, patolojik bir 

durumdur. Kötü prognoza sahip olan bu olgular için uygun bir tedavi yöntemi 

bulunmamaktadır (Benditt ve Eriksen, 1977; Landman vd., 1998a). Dokularda 
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amiloid birikimi baĢladıktan sonra ortadan kaldırılması mümkün olmadığı için, 

amiloid oluĢumunu engelleyebilmek amacıyla mevcut yangısal aktiviteyi durdurmak 

gerekmektedir. Serumdaki SAA konsantrasyonu ile AA amiloidozis iliĢkisi göz 

önüne alındığında, prekürsör protein yükünün azaltılmasının ve fibrillojenez ile 

amiloid oluĢumunu önlemenin en iyi yolunun, yangısal aktivitenin durdurularak, 

AFY’nin baskılanması olduğu düĢünülmektedir (Landman vd., 1998a; Cunnane 

2001).  

 

ġiddetli AFY’nin ortaya çıkmasına sebep olan patofizyolojik süreçler serum 

SAA seviyesinin yükselmesine ve buna bağlı olarak kalıcı bir amiloid birikimine 

neden olmaktadır (Hawkins ve Pepys, 1990). Tedavide SAA artıĢına neden olan 

etkenlerin ortadan kaldırılması serum SAA seviyesinin azalması ve amiloidozis 

Ģekillenme riskinin en aza indirilmesinde etkili olmaktadır (Landman vd., 1998a). 

Ayrıca Alsemgeest vd. (1995), fiziksel stresin de plazma SAA konsantrasyon 

seviyesinde önemli artıĢlara sebep olduğunu ve bu nedenle stres oluĢturabilecek 

durumlardan kaçınmanın amiloidozisin önlenmesinde etkili olabileceğini 

bildirmiĢlerdir. Laufer vd. (1968), preamiloid faz aĢamasında ya da amiloid 

oluĢumunun erken evrelerinde kortizon uygulamasının sonucunda retiküloendoteliyal 

sistemde immunsupresif etki göstererek amiloid oluĢumunu engellediğini öne 

sürmüĢlerdir. 

 

Ġnsanlarda ve bazı deney hayvanlarında yapılan çalıĢmalarda, kolĢisin ve 

dimetil sülfoksit gibi bazı anti-inflamatuar ilaçların amiloid birikimini önlediği rapor 

edilmiĢtir (Kisilevsky vd., 1995; Soto vd., 1996). Shtrasburg vd. (2012), 

siklofosfamid ve klorambusil gibi alkilleyici ajanların farelerde amiloidojenezin 

önlenmesinde en güçlü inhibitörler olduğunu öne sürmüĢlerdir. Sevimli vd. (2005), 

ise Freund’s adjuvant ile amiloid artropati oluĢturulan kahverengi yumurtacı 

tavuklarda intramuskuler olarak metilprednizolon ve pentoksifilin uygulamıĢ ve bu 

iki preparatın yangısal aktiviteyi azaltarak amiloid birikimini baskıladığını 

saptamıĢlardır.  
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2. MATERYAL ve METOT 

 

2.1. Materyal 

 

2.1.1. Hayvan Materyali 

 

Bu çalıĢma Afyon Kocatepe Üniversitesi, Deney Hayvanları Yerel Etik Kurulu 

tarafından 02/11/2020 tarihinde onaylanmıĢtır (AKUHADYEK-313). ÇalıĢma için 

kahverengi yumurtacı tavuk ırkına (ISA Brown) ait, spesifik patojen içermeyen 15 

adet döllü yumurta ticari bir kuluçkahane sürüsünden temin edilmiĢ (Güres Yumurta 

A.ġ., Manisa, Türkiye) ve deneylerde bu embriyolara ait TESF’ler kullanılmıĢtır.  

 

2.1.2. Deney Ortamı  

 

ÇalıĢmanın deneysel aĢamaları Bursa Uludağ Üniversitesi Veteriner Fakültesi 

Patoloji Anabilim Dalı Hücre Kültürü Laboratuvarı’nda yürütüldü. ÇalıĢma boyunca 

laboratuvar ısısı 25 °C’de sabit tutuldu. Laboratuvarın sterilizasyonu için, UV 

sterilizasyon lambaları ve laboratuvarın aydınlatılmasında floresan lambalar 

kullanıldı. Ayrıca qPCR analiz aĢamaları Bursa Uludağ Üniversitesi Veteriner 

Fakültesi Biyokimya Anabilim Dalı Laboratuvarı’nda yapıldı. 

 

2.1.3. Teknik Aletler 

 

Kuluçka Makinesi 

 

Yumurtalar laboratuvara nakledildikten sonra Cimuka marka (PD60, Türkiye) 

kuluçka makinesine (Resim 2.1.) yerleĢtirilerek, % 57 nem ve 37,5 °C’lik sıcaklık 

koĢullarında 11 gün boyunca geliĢimleri sağlandı. 
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Karbondioksitli Ġnkübatör 

 

Ġzole edilen hücreler %5 CO2 içeren Jouan marka (IGO 150, Fransa) inkübatörde 37 

°C’lik sıcaklık koĢullarında inkübe edildi (Resim 2.2). 

 

   

Resim 2.1: Kuluçka makinesi, 37,5 °C’lik 

sıcaklık ve % 57 nem koĢulları. 

Resim 2.2: Ġnkübatör, 37 °C’lik sıcaklık ve 

% 5 CO2 koĢulları. 

 

Biyogüvenlik Kabini 

 

Deneylerde steril ortam gerektiren aĢamalar Jouan marka (BioSafety Cabinet, MSC 

12 Type II A2, Fransa) laminar akımlı kabin içerisinde gerçekleĢtirildi (Resim 2.3.). 

 

Sterilizatör 

 

ÇalıĢmada cam malzemelerin sterilizasyonu için Nüve marka (Dry Air Sterilizer, FN 

120, Türkiye) kuru hava sterilizatörü kullanıldı. 

 

Otoklav 

 

Deneylerde kullanılan bazı solüsyonların sterilizasyonu için Nüve marka (Table Top 

Steam Sterilizer, OT 012, Türkiye) buharlı otoklav kullanıldı. 
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Resim 2.3. Sınıf II biyogüvenlik kabini. 

 

Su Banyosu 

 

Deneylerde kullanılan donmuĢ solüsyonların eritilmesi ve ısıtılması için Witeg Wisd 

marka (WiseBath, WB 11, Almanya) su banyosu kullanıldı. Isı koĢulları 37 °C’ye 

ayarlanan su banyosu içerisine, 10 L distile su + 1 L CuSO4-EDTA solüsyonu 

konuldu.  

 

Vorteks 

 

ÇalıĢmada kullanılan bazı solüsyonların, içinde bulundukları ĢiĢenin duvarlarından 

çöktürülmesi için Fisher Scientific marka (Vorteks Mixer, Topmix, FB15012, ABD) 

vorteks kullanıldı. 

 

Santrifüj 

 

ÇalıĢma sırasında Jouan marka (Refrigerated Centrifuge, BR4i, Fransa) soğutmalı 

santrifüj kullanıldı (Resim 2.4.). 
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Resim 2.4. Soğutmalı santrifüj cihazı. 

 

Ġnvert Mikroskop 

 

Deneyler boyunca doku eksplantları ve izole edilen hücreler Olympus marka 

(CKX41, Japonya) fotoğraf makinesi ataçmanlı invert mikroskop ile incelendi. 

 

IĢık Mikroskobu 

 

ÇalıĢmada immunositokimya ve hemakolor boyamaları yapılan preparatlar Nikon 

marka (YS2-H, Japonya) ıĢık mikroskobu ile değerlendirildi. 

 

Tartı  

 

ÇalıĢmada A&D marka (Compact Balance, EK 300i, ABD) kompakt terazi ile 

Sartorius marka (Precision Balance, BP 110S, Almanya) hassas terazi kullanıldı.  

 

Spektrofotometre 

 

ÇalıĢmada hücre kültürü ortamındaki SAA düzeyinin, her bir ELISA kuyucuğundaki 

absorbans değeri Thermo Fisher Scientific marka (Multiskan FC, 51119000, ABD) 
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spektrofotometre cihazı ile 450 nm dalga boyunda ölçüldü. Ayrıca qPCR analizi için 

RNA ekstraksiyonu sonucunda elde edilen RNA konsantrasyonu, BioTek marka 

(Epoch Microplate, ABD) UV-VIS spektrofotometri cihazı ile 250 nm dalga 

boyunda ölçüldü.  

 

Termal Döngü Cihazı 

 

ÇalıĢmada elde edilen RNA örneklerinden, cDNA sentezlenmesi aĢamasında Bioneer 

marka (96 Thermal Block, MyGenie, Kore) termal döngü cihazı (Resim 2.5.) 

kullanılarak, örnekler sırasıyla 25 °C’lik ısıda 10 dk, 37 °C’lik ısıda 120 dk ve 85 

°C’lik ısıda 5 dk inkube edildi.  

 

qPCR Cihazı 

 

ÇalıĢmada qPCR analizi için Applied Biosystems marka (StepOnePlus, Thermal 

Cycler, ABD) qPCR cihazı kullanıldı (Resim 2.6.). 

 

    

             Resim 2.5: Termal döngü cihazı.                             Resim 2.6: qPCR cihazı. 
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2.1.4. Kimyasallar ve Solüsyonlar  

 

Bu çalıĢmada kullanılan kimyasallar ve solüsyonlar ilgili literatürler (Freshney, 

2010; Akkoc ve Kahraman, 2012) ve üretici firmaların talimatlarına göre hazırlandı. 

 

Hücre Kültürü Medyumu 

 

Deneyler boyunca izole edilen hücrelerin beslenmesinde Sigma Aldrich marka 

(M3769, ABD) M199 hücre kültürü medyumu kullanıldı. Toz halinde bulunan 

medyumu hazırlamak için cam erlanmayer içerisine 1 L distile su ve hücre kültürü 

medyumunun tamamı (9,8 g) eklendi. Ayrıca medyumun içerisine 2,2 g NaHCO3 + 

0,5 g L-glutamin ilave edildi. Ardından filtrasyon ünitesi ve vakum pompası 

kullanılarak sterilize edilen medyum filtrasyon ünitesinin toplayıcı ĢiĢesinde ağzı 

kapalı Ģekilde toplandı. 

 

Fötal Sığır Serumu (FBS)  

 

ÇalıĢma sırasında hücrelerin beslenmesinde kullanılan medyum içerisine Sigma 

Aldrich marka (F2442, ABD) % 20 FBS eklendi.  

 

Dulbecco’nun Fosfat Tamponlu Salin Solüsyonu (DPBS) 

 

Deneyler boyunca içerisinde 2X antibiyotik solüsyonu bulunan Sigma Aldrich marka 

(D5652, ABD) DPBS solüsyonu kullanıldı. Toz halinde bulunan 9,6 g’lık preparat 1 

L distile su içerisinde çözdürüldü. 

 

Antibiyotik Solüsyonu 

 

Deneyler boyunca izole edilen hücrelerin beslenmesi için kullanılan hücre kültürü 

medyumu içerisine sıvı halde bulunan Sigma Aldrich marka (P4333-100 ml, ABD) 

penisilin + streptomisin (10.000 U penisilin + 10 mg streptomisin) eklendi. 
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LPS 

 

Deneylerde TESF’lerin indüklenmesinde Sigma Aldrich marka (L4516, E. coli 

O127:B8, ABD) LPS kullanıldı. Toz halinde bulunan 1 mg’lık preparat 10 ml M199 

içerisinde çözdürüldü. 

 

IL-1β 

 

Deneylerde TESF’lerin indüklenmesinde Lifespan BioSciences firmasına ait (LS-

G37646, 50μg-0.25mg/ml, ABD) IL-1β kullanıldı.  

 

A Vitamini 

 

Deneylerde TESF’lerin indüklenmesinde Sigma Aldrich marka (R0635, ABD) retinil 

asetat preparatı kullanıldı. Toz halinde bulunan 5 mg’lık preparat 10 ml M199 

içerisinde çözdürüldü. 

 

Tripsin-EDTA Solüsyonu 

 

Tripsinizasyon aĢamalarında hücrelerin kültür tabakları yüzeyinden ayrılmasını 

sağlamak için Biological Industries marka (1109199, 100 ml, Ġsrail) % 0,25’lik 

tripsin-EDTA solüsyonu kullanıldı.  

 

Merkaptoetanol 

 

Deneylerde elde edilen TESF’lerin RNA ekstraksiyonu için RNA izolasyon kitinde 

bulunan lizis solüsyonu içerisine Sigma Aldrich marka (m3148, ABD) 

merkaptoetanol eklendi. 
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Etanol 

 

Deneylerde elde edilen TESF’lerin RNA ekstraksiyonu için RNA izolasyon kitinde 

bulunan yıkama solüsyonları içerisine Merck marka (100983, ABD) etanol eklendi. 

 

Tripan Mavisi Solüsyonu 

Rutin tripsinizasyon iĢlemlerinden sonra elde edilen hücre süspansiyonundaki 

hücrelerin sayımı için Sigma Aldrich marka (T-8154, ABD) % 0,4 tripan mavisi 

solüsyonu kullanıldı. 

 

Karbon Tozu 

 

Kültüre edilmiĢ TESF’lerin fagositik kapasitesini değerlendirmek için yapılan karbon 

fagositoz testinde Sigma Aldrich marka (05105, ABD) karbon tozu kullanıldı. 

 

2.1.5. qPCR Kiti 

 

RNA Ġzolasyon Kiti 

 

ÇalıĢmada izole edilen TESF’lerin RNA ekstraksiyonu için Thermo Fisher Scientific 

marka (K0732, GeneJet RNA Purification Kit, ABD) kit kullanıldı. RNA izolasyon 

kit içeriği Çizelge 2.1.’de verilmiĢtir. 

 

Çizelge 2.1: RNA izolasyon kit içeriği. 

Madde Miktar 

RNA izolasyon kolonları 50 adet 

1,5 ml’lik toplayıcı tüpler 50 adet 

2 ml’lik toplayıcı tüpler 50 adet 

Yıkama solüsyonu-I 200 ml 

Yıkama solüsyonu-II 170 ml 

Lizis solüsyonu 200 ml 

Nükleaz içermeyen su 125 ml 
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cDNA Sentez Kiti 

 

Ġzole edilen RNA örneklerinden RT yöntemiyle cDNA sentezi için Thermo Fisher 

Scientific marka (4368814, High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, ABD) 

kit kullanıldı. cDNA sentez kit içeriği Çizelge 2.2.’de verilmiĢtir. 

 

Çizelge 2.2: cDNA sentez kit içeriği. 

 

 

 

 

 

 

 

Master Mix  

 

ÇalıĢmanın qPCR analiz aĢamasında amplifikasyon için Thermo Fisher Scientific 

marka (4369016, TaqMan Gene Expression Master Mix, ABD) kullanıldı. 

 

TaqMan Prob 

 

ÇalıĢmada qPCR reaksiyonu için Thermo Fisher Scientific marka (4448892, 

Gg07164124_m1 Chicken SAA, TaqMan Gene Expression Assays) SAA TaqMan 

probu kullanıldı. Ġnternal kontrol geni olarak, Thermo Fisher Scientific marka 

(4453320, Gg03346982_m1 GAPDH, TaqMan Gene Expression Assays) GAPDH 

TaqMan probu tercih edildi. 

 

2.1.6. ELISA Kiti 

 

Ġzole edilen TESF’lerin kültür medyumundaki SAA konsantrasyon seviyesi Lifespan 

BioSciences marka (LS-F31849, ABD) tavuk SAA ELISA kiti kullanılarak ölçüldü.  

Madde 

RT buffer (10X) 

RT random primer (10X) 

dNTP mix (25X) 

Reverse transkriptaz enzimi 

RNaz inhibitörü 
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2.1.7. Boyamalarda Kullanılan Kitler ve Solüsyonlar 

 

ÇalıĢmada TESF’lerin fiksasyonu için Merck marka (106009, ABD) soğutulmuĢ (-20 

°C) metanol kullanıldı. Boyamalar sonunda lameller, Merck Millipore marka 

(107961, Almanya) entellan ile lam üzerine yapıĢtırıldı. 

 

Ġmmunositokimyasal Boyama  

 

Sinoviyal fibroblast kültürlerinin sitolojik fenotipini karakterize etmek için, hücreler 

ticari olarak satın alınan Thermo Fisher Scientific marka (UltraVision ONE 

Detection System, HRP polymer & DAB Plus chromogen, Anti-Polyvalent, TP-015-

HDJ, ABD) kit kullanılarak immunositokimyasal olarak boyandı. Primer antikor 

olarak Dako/Agilent Technology firmasına ait anti-vimentin (mouse anti-human, 

1:500, M0725, ABD) ve Santa Cruz Biotechnology firmasına anti-sitokeratin (mouse 

anti-human, 1:200, Sc-57004, ABD) kullanıldı. Lamlar karĢı boyama için Sigma 

Aldrich marka (SLCC1848, ABD) Harris hematoksilen solüsyonunda inkube edildi 

ve Merck marka (1.07961, Almanya) entellan ile yapıĢtırıldı. 

 

Hemakolor Boyama  

 

Hemakolor boyama için Merck marka kırmızı (1.11956.2500, Almanya) ve mavi 

(1.11957.2500, Almanya) reaktif boyaları kullanıldı.  

 

2.1.8. Plastik Gereçler 

 

Petri Tabakları 

 

ÇalıĢma sırasında embriyolar Corning marka (TC-treated Culture Dish, 430167, 

ABD) 100 mm’lik steril petri tabaklarına konuldu.  
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Hücre Kültürü Tabakları 

 

ÇalıĢmada embriyolardan alınan doku eksplantları TPP marka (Techno Plastic 

Products, 92006, Ġsviçre) 6 kuyucuklu hücre kültürü tabakları içerisine konuldu. 

Ġmmunositokimya ve hemakolor boyama için BD Falcon marka (Becton Dickinson 

and Company, Multiwell-24 Well Tissue Culture Plate, 353047, ABD) 24 kuyucuklu 

hücre kültürü tabağı kullanıldı. 

 

Hücre Kültürü Flaskları 

 

Deneyler boyunca TESF hücre kültürünün hazırlanması ve pasajlanması 

aĢamalarında Corning marka (430372, ABD) 25 cm
2
’lik hücre kültürü flaskları ile 

BD Falcon marka (Becton Dickinson and Company, ABD) 75 cm
2
’lik hücre kültürü 

flaskları kullanıldı. 

 

Filtrasyon Ünitesi 

 

Ġzole edilen hücrelerin beslenmesinde kullanılan medyumunun sterilizasyonu için 

Nalgene marka (158-0020, ABD) filtrasyon ünitesi kullanıldı.  

 

Santrifüj Tüpleri 

 

ÇalıĢmada santrifüj iĢlemleri sırasında, Corning marka (430766, ABD) 15 ml’lik 

steril santrifüj tüpleri kullanıldı. Deneyler boyunca hücre kültüründe kullanılan 

medyumların ve solüsyonların ayrılmasında, TPP marka (91050, Ġsviçre) 50 ml’lik 

steril santrifüj tüpleri kullanıldı. 

 

Pipetler 

 

Deneyler boyunca Corning marka (Stripettor Plus, ABD) otomatik pipet, TPP marka 

(Techno Plastic Products, 94005, 94010, Ġsviçre) 5 ml ve 10 ml’lik steril pipetler ile 
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Thermo Scientific marka (Nunc Brand Products, 170357, ABD) 25 ml’lik steril pipet 

kullanıldı.  

 

Hücre Kazıyıcı 

 

Tripsinizasyon aĢamasında hücreler flaskların yüzeyinden tam ayrılmadığı için 

Corning marka (Cell scraper, 3010, ABD) hücre kazıyıcıları kullanılarak yüzeyden 

ayrılmaları sağlandı. 

 

96 Kuyucuklu Tabak 

 

ÇalıĢmada qPCR için Thermo Fisher Scientific marka (4346907, MicroAmp Fast 

Optical 96 Well Reaction Plate, 0,1 ml) 96 kuyucuklu tabaklar kullanıldı.  

 

2.2. Metot 

 

2.2.1. Yumurtalarda Embriyo Kontrolü 

 

ÇalıĢmada kullanılan yumurtaların 11. gün sonunda embriyo kontrolü yapıldı. 

Karanlık bir ortamda, içerisinde sarı ıĢık bulunan kutuda muayenesi yapılan dolu ve 

boĢ yumurtaların görüntüleri Resim 2.7. ve 2.8’de verilmiĢtir.  

 

2.2.2. TESF’lerin Ġzolasyonu  

 

Brown Üniversitesi Kurumsal Hayvan Bakımı ve KuĢ Embriyolarının Kullanım 

Komitesi Politikası’nda (Brown University, Institutional Animal Care and Use 

Committee Policy for Use of Avian Embryos) belirtildiği gibi 11. günden sonra 

embriyolar ağrıyı hissedebileceğinden dolayı çalıĢmada 11 günlük embriyolara ait 

TESF’ler izole edildi. Ötenazi için dekapitasyon yöntemi uygulandı (IACUC, 2016). 

Ġnkubasyon süresi bitiminde % 70’lik alkol ile dezenfekte edilen yumurtalar, hava 

kesesinin olduğu kısımdan açılarak embriyoya ulaĢıldı. Embriyolar, 100 mm çapa 

sahip steril petri tabaklarına alındıktan sonra (Resim 2.9.), steril cerrahi aletler 

kullanılarak dekapite edildi. 
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 Resim 2.7: Ġçerisinde 11 günlük embriyo           Resim 2.8: Ġçerisinde embriyo bulunmayan 

bulunan döllü yumurta.                                 dölsüz yumurta. 

 

 

Resim 2.9: Kahverengi yumurtacı tavuk ırkına ait 11 günlük embriyo. 
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Ötenazi sonrasında TESF’ler sağlıklı kahverengi yumurtacı tavuk 

embriyolarının tibio-metatarsal eklem bölgesinden izole edildi (ġekil 2.1.). Bu 

amaçla steril cerrahi makaslar yardımıyla eklem bölgesini de alacak Ģekilde 0,5 x 0,5 

cm boyutlarında örnekler alınarak, içerisinde 2X penisilin-streptomisin içeren 50 ml 

DPBS bulunan steril petri tabaklarına aktarıldı. 

 

 

ġekil 2.1: TESF’lerin izole edildiği tibio-metatarsal eklem bölgesinin Ģematize edilmiĢ 

görünümü, (Steentjes vd., 2002)’den modifiye edildi.  

 

Biyogüvenlik kabini içerisinde, bölge derisi ve tüm yumuĢak dokular disseke 

edildi. Sinoviyal membran, steril bistüri uçları ile yaklaĢık 1 x 1 mm boyutlarında 

eksplantlara ayrıldı. Doku eksplantlarının, 6 kuyucuklu hücre kültürü tabaklarının 

zeminlerine kolayca tutunmasını sağlamak için, steril bir bistüri ucu yardımı ile her 

bir kuyucuk zemininde çok derin olmayan çizikler oluĢturularak, bir adet doku 

eksplantı yerleĢtirildi. 
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Ardından 6 kuyucuklu hücre kültürü tabakları 37 °C’de % 5 CO2 içeren 

ortamda, 10 dk inkube edilerek eksplantların zemine iyice tutunması sağlandı. Süre 

bitiminde her bir kuyucuk içerisine doku eksplantlarının üzerini kaplayacak miktarda 

FBS eklendi ve 37 °C’de % 5 CO2 içeren inkübatörde bir gece boyunca bekletildi 

(Freshney, 2010; Akkoc ve Kahraman, 2012). Daha sonra 6 kuyucuklu hücre kültürü 

tabaklarındaki FBS, vakum pompası ve steril cam pastör pipetleri yardımıyla 

uzaklaĢtırıldı. Takiben eksplantların üzerine % 20 FBS ve 2X penisilin-streptomisin 

içeren 2 ml M199 medyumu eklenerek 37 °C’de ve % 5 CO2 içeren inkübatörde 48 s 

bekletildi (Freshney, 2010; Akkoc ve Kahraman, 2012). Gün aĢırı hücrelerin genel 

morfolojisi ve büyümesi invert mikroskop ile düzenli olarak takip edildi.  

 

2.2.3. Pasajlamalar 

 

Primer hücre kültüründe hücreler ekildikten 7 gün sonra, % 80 konfluense 

ulaĢtığında pasajlandı. Hücre kültürü tabaklarındaki besleme medyumu, vakum 

pompası ve steril cam pastör pipetleri yardımıyla uzaklaĢtırıldı. Her bir kuyucuk, 

önceden 37 °C’ye ısıtılmıĢ olan 5 ml DPBS ile 5 dk boyunca yıkandı. Daha sonra 

yıkama solüsyonu uzaklaĢtırılarak kuyucuklar içerisine, önceden 37 °C’ye ısıtılmıĢ 

olan 0,5 ml tripsin-EDTA solüsyonu eklendi ve % 5 CO2 içeren inkübatörde 37 

°C’de 2 dk boyunca inkübe edildi. Süre sonunda invert mikroskop ile hücrelerin 

kültür tabakları tabanından tamamen kalkıp kalkmadığı kontrol edildi. Henüz 

kalkmamıĢ olan hücreler için 1 dk daha beklendi. Ardından kuyucuklar içerisine 2X 

penisilin-streptomisin ve % 20 FBS içeren 2 ml M199 medyumundan eklenerek 

tripsin aktivitesi durduruldu. Elde edilen hücre süspansiyonu 25 cm
2
’lik flasklara 

aktarıldı. Takiben üzerine 3 ml daha M199 eklenen flasklar, 37 °C’de ve % 5 CO2 

içeren inkübatöre yerleĢtirildi (Freshney, 2010). 

 

 Düzenli aralıklarla beslenen hücreler invert mikroskop altında değerlendirildi. 

Hücreler 12. günde % 80 konfluense ulaĢtığında, 2. pasajlama yapıldı. Flasklar 

içerisine 0,5 ml tripsin-EDTA solüsyonu eklenerek 37 °C’de ve % 5 CO2 içeren 

inkübatörde 2 dk boyunca inkübe edildi. Süre sonunda flasklar içerisine 2X penisilin-

streptomisin ve % 20 FBS içeren 5 ml M199 ilave edildi. Ġnvert mikroskop ile 
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incelenen hücreler, flaskların yüzeyinden tam ayrılmadığı için, hücre kazıyıcıları 

kullanılarak yüzeyden ayrılmaları sağlandı. Daha sonra, elde edilen hücre 

süspansiyonu 75 cm
2
’lik flasklara aktarıldı ve üzerine 10 ml daha M199 eklenerek 37 

°C’de ve %5 CO2 içeren inkübatöre yerleĢtirildi. Hücreler % 80 konfluense 

ulaĢtığında hücre süspansiyonu 2 adet 75 cm
2
’lik flasklara aktarılarak ekildi 

(Freshney, 2010). 

 

2.2.4. Hücre Sayımı 

 

Tripsinizasyondan sonra, hücre süspansiyonu 15 ml’lik bir santrifüj tüpüne konuldu 

ve oda sıcaklığında 3000 rpmde 1 dk boyunca santrifüjlendi. Elde edilen pelet, 9 ml 

kültür medyumu ile yeniden süspanse edilerek, 10 ml’lik hücre süspansiyonu 

hazırlandı. Bu hücre süspansiyonundan 100 μl alınarak bir Eppendorf tüpüne 

aktarıldı. Üzerine aynı miktarda tripan mavisi eklenerek karıĢtırıldı (Freshney, 2010). 

Önceden temizlenen lamel ıslatılarak hemositometreye yerleĢtirildi. Otomatik pipet 

yardımı ile hücre süspansiyonundan lam ve lamel arasına yükleme yapıldı (Resim 

2.10.). Hücre sayımında tripan mavisi üretici firmanın talimatında belirtildiği gibi, 

hemositometrede 1 mm
2
’lik 4 adet dıĢ kare ve ortadaki 1 adet merkez karesi 

üzerindeki canlı hücreler sayıldı (ġekil 2.2.). 

 

 

Resim 2.10: Hücre sayımında kullanılan hemositometre. 
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ġekil 2.2: Hemositometrede canlı hücrelerin sayıldığı karelerin Ģematize edilmiĢ görünümü. 

 

2.2.5. Hücrelerin Karakterizasyonu 

 

Hücrelerin karakterizasyonu için, invert mikroskop altında hücrelerin morfolojisi 

incelendi. Elde edilen hücreler, 8. pasajlama sırasında, morfolojik değerlendirme 

amacıyla Hemakolor ile boyandı. Ayrıca hücreler monoklonal anti-vimentin ve anti-

sitokeratin antikorları kullanılarak immunositokimyasal olarak boyandı. Bu amaçla, 

24 kuyucuklu hücre kültürü tabakları içerisine yerleĢtirilen yuvarlak lameller üzerine, 

hücre süspansiyonundan 100 μl (98 x 10
3
 hücre) eklendi ve 37 °C’de ve % 5 CO2 

içeren inkübatörde 1 gece boyunca bekletildi. 

 

 Hücreler % 80 konfluense ulaĢtıktan sonra boyamalar yapıldı. Ek olarak, 24 

kuyucuklu hücre kültürü tabakları içerisine, hücre süspansiyonundan 100 μl 

eklenerek, alınan doku örneklerinde makrofajların bulunmadığını göstermek 

amacıyla karbon fagositoz testi yapıldı (Resim 2.11.). 

 



 

43 
 

 

Resim 2.11: Ġmmunositokimya, hemakolor boyama ve karbon fagositoz testinin 

gerçekleĢtirildiği 24 kuyucuklu hücre kültür tabağı. 

 

2.2.5.1. Ġmmunositokimyasal Boyama  

 

Hücreler 24 kuyucuklu hücre kültürü tabakları içerisinde bulunan lameller üzerine 

ekilerek, ticari olarak satın alınan bir kit ile immunositokimyasal olarak boyandı. 

Kuyucuklar PBS ile 5 dk yıkandıktan sonra hücreler üzerine 0,5 ml kadar soğutulmuĢ 

(-20 °C) metanol eklendi ve hücrelerin tespit olması için 5 dk beklendi. Ardından 

kuyucuklar içerisindeki metanol boĢaltılarak kuyucuklar PBS ile iki kez 5 dk 

yıkandı. Takiben 10 dk boyunca protein bloklama solüsyonu oda ısısında uygulandı. 

Bu aĢamadan sonra, kuyucuklara lamellerin üzeri kapanacak kadar anti-vimentin ve 

anti-sitokeratin primer antikorları eklendi ve tabaklar 1 s oda ısısında inkübe edildi. 

Takiben hücreler iki kez 5 dk PBS ile yıkandı ve ardından sekonder antikor ile oda 

ısısında 30 dk inkube edildi. Daha sonra üç kez 5 dk PBS ile yıkanan lameller 

üzerine kromojen olarak 3,3 diaminobenzidin (DAB) (40 μl DAB kromojen 

solüsyonu + 2 ml DAB substrat solüsyonu) eklenerek 2 dk muamele edildi. Takiben 

DAB uzaklaĢtırıldıktan sonra, Harris hematoksilen ile 1 dk karĢıt boyama yapıldı ve 

lameller kuyucuklar içerisinden çıkarılıp, entellan ile yapıĢtırıldı. 
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2.2.5.2. Hemakolor Boyama  

 

Yirmi dört kuyucuklu hücre kültürü tabakları içerisinde bulunan lameller üzerine 

ekilen hücreler PBS ile 5 dk yıkandı. Ardından hücreler üzerine yaklaĢık 0,5 ml 

kadar soğutulmuĢ (-20 °C) metanol eklendi ve hücreler 5 dk boyunca tespit edildi. 

Daha sonra kuyucuklar içerisindeki metanol boĢaltılarak, hücreler PBS ile iki kez 5 

dk yıkandı. Takiben sırasıyla beĢ kez 1 dk reaktif kırmızı ve sonra beĢ kez 1 dk 

reaktif mavi ile boyandı. Lameller kuyucuklar içerisinden çıkarılıp entellan ile 

yapıĢtırıldı. 

 

2.2.5.3. Karbon Fagositoz Testi 

 

Kültüre edilmiĢ TESF’lerin fagositik kapasitesi ve makrofaj hücreleri ile kontamine 

olup olmadığı, karbon fagositoz testi ile değerlendirildi (Upragarin vd., 2005b). Bir 

gece boyunca 37 °C’de ve % 5 CO2 içeren inkübatörde bekletilen 24 kuyucuklu 

hücre kültürü tabaklarında üreyen hücrelerin üzerlerine 50 μg/ml karbon tozu 

süspansiyonu eklendi ve tabaklar etüvde 40 °C’de 30 dk boyunca inkübe edildi. Süre 

sonunda beĢ kez 1 dk PBS ile yıkanan hücre kültürü tabakları, invert mikroskop 

altında incelendi. ÇalıĢmamızda tavuk makrofaj hücreleri izole edilmediği için 

pozitif kontrol olarak, baĢka bir çalıĢmanın kontrol grubunda bulunan rata ait 

peritoneal makrofaj hücreleri kullanıldı. Ratın abdomen bölgesine 10 ml PBS enjekte 

edildikten sonra peritoneal makrofaj hücreleri toplandı ve aynı iĢlemler uygulanarak 

karbon fagositoz testi yapıldı. 

 

2.2.6. Deneylerin YapılıĢı 

 

Kahverengi yumurtacı tavuklara ait 11 günlük embriyoların, tibio-metatarsal eklem 

bölgesindeki dokulardan, eksplant hücre kültürü yöntemi ile üretilen primer sinoviyal 

fibroblastlar, 8. pasajdan sonra deneylerde kullanıldı. Deneyden bir gün önce 

flasklarda her 1 ml’de son hücre sayısı 98 x 10
4 

olarak tespit edildi. Ġzole edilen 

hücreler 6 kuyucuklu hücre tabaklarına ekildi (Resim 2.12). Takiben 37 °C’de ve % 

5 CO2 içeren inkübatörde bir gece bekletildi. Deney gününde, önceden üzerlerine 
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deney grupları yazılmıĢ olan 6 kuyucuklu hücre kültürü tabaklarına ekilen hücrelere 

sırasıyla solüsyonlar uygulandı.  

 

 

Resim 2.12: Deney gruplarının bulunduğu 6 kuyucuklu hücre kültürü tabakları. 

 

 Deneyler temelde 7 grup olacak Ģekilde tasarlandı. Bu gruplar doza ve 

süreye bağlı olarak alt gruplara ayrıldı (Çizelge 2.3.). Tavuk embriyonik sinoviyal 

fibroblast hücreleri üzerinde SAA indükleyicisi olarak bilinen LPS grubu pozitif 

kontrol olarak kullanılırken, hiçbir uygulama yapılmayan TESF’ler ise negatif 

kontrol grubu olarak belirlendi. 
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Çizelge 2.3: Deney gruplarına uygulanan indükleyici maddeler ve dozları. 

Gruplar Ġndükleyici Maddeler-24 s   Ġndükleyici Maddeler-48 s 

Negatif Kontrol  -  - 

LPS  

(Pozitif kontrol) 

LPS (5µg/ml) 
 

LPS (5µg/ml) 

LPS (10µg/ml)  LPS (10µg/ml) 

A vitamini  A vitamini (7µg/ml)  A vitamini (7µg/ml) 

Sitokin IL-1β (30ng/ml)  IL-1β (30ng/ml) 

IL-1β (50ng/ml)  IL-1β (50ng/ml) 

 

LPS + sitokin  

LPS (5µg/ml) + IL-1β (30ng/ml)  LPS (5µg/ml) + IL-1β (30ng/ml) 

LPS (5µg/ml) + IL-1β (50ng/ml)  LPS (5µg/ml) + IL-1β (50ng/ml) 

LPS (10µg/ml) + IL-1β (30ng/ml)  LPS (10µg/ml) + IL-1β (30ng/ml) 

LPS (10µg/ml) + IL-1β (50ng/ml)  LPS (10µg/ml) + IL-1β (50ng/ml) 

 

LPS + 

A vitamini 

LPS (5µg/ml) + A vitamini 

(7µg/ml) 

 
LPS (5µg/ml) + A vitamini 

(7µg/ml) 

LPS (10µg/ml) + A vitamini 

(7µg/ml) 

 LPS (10µg/ml) + A vitamini 

(7µg/ml) 

 

 

Kombine 

-  LPS (5µg/ml) + IL-1β (30ng/ml) 

+ A vitamini (7µg/ml) 

-  LPS (5µg/ml) + IL-1β (50ng/ml) 

+ A vitamini (7µg/ml) 

-  LPS (10µg/ml) + IL-1β (30ng/ml) 

+ A vitamini (7µg/ml) 

LPS (10µg/ml) + IL-1β (50ng/ml) 

+ A vitamini (7µg/ml) 

 

 

LPS (10µg/ml) + IL-1β (50ng/ml) 

+ A vitamini (7µg/ml) 
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 Deney grupları oluĢturulurken alt grupların belirlenmesinde 24 saatlik 

kombine grupta yalnızca bir adet alt grup oluĢturulabildi. Bunun sebebi, ELISA 

analizinde kullanılan 96 kuyucuklu tabakta yeterli alan bulunmaması ve çalıĢma 

bütçesinin kısıtlı olması nedeniyle ikinci bir kitin alınamamasıydı.  

 

2.2.7. qPCR 

 

Deney gruplarındaki SAA mRNA ekspresyonu, 24 s ve 48 s sonunda qPCR tekniği 

ile ölçüldü. 

 

2.2.7.1. RNA Ekstraksiyonu ve Kantitasyonu 

 

Ġzolasyon kitinde bulunan lizis solüsyonu içerisine 20 μl merkaptoetanol, yıkama 

solüsyonu-I içerisine 50 ml etanol (% 100) ve yıkama solüsyonu-II içerisine 170 ml 

etanol (% 100) eklenerek hazırlık aĢaması tamamlandı. 

 

Deney gruplarının bulunduğu 6 kuyucuklu hücre kültürü tabaklarındaki 

medyumlar, vakum pompası ve steril cam pastör pipetleri yardımıyla toplandı. 

Hücreler DPBS ile 5 dk boyunca yıkandı. Daha sonra hücre kültürü tabaklarının her 

bir kuyucuğuna 600 μl lizis solüsyonu eklendi ve hücreler pipetlenerek tamamen lize 

edildi. Lizat üzerine 360 μl etanol eklenerek birkaç kez pipetlendi. Ardından lizat + 

etanol karıĢımı kit içerisinde bulunan izolasyon kolonlarına ilk aĢamada 500 μl ve 2. 

aĢamada 460 μl olacak Ģekilde yüklenerek, 12.000 x g’de 1 dk boyunca 

santrifüjlendi. 

 

Toplama haznesindeki filtrat döküldü ve kolona 700 μl yıkama solüsyonu-I 

eklenerek, 12.000 x g’de 1 dk boyunca santrifüjlendi. Ardından filtrat döküldü ve 

kolona 600 μl yıkama solüsyonu-II eklenerek, 12.000 x g’de 1 dk boyunca 

santrifüjlendi. Daha sonra filtrat uzaklaĢtırıldıktan sonra tekrar 250 μl yıkama 

solüsyonu-II eklenerek 12.000 x g’de 1 dk boyunca santrifüjlendi. Bu aĢamadan 

sonra filtrat atıldı ve kolon yeni bir santrifüj tüpü içerisine yerleĢtirildi. Kolona 40 μl 

nükleaz içermeyen su eklenerek, 14.000 x g’de 1 dk boyunca santrifüjlenerek RNA 
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toplandı. Toplam RNA miktarı ve saflığı nanodrop Epoch cihazında 

spektrofotometrik olarak 250 nm dalga boyunda belirlendi. Elde edilen RNA 

örnekleri analizin yapılacağı güne kadar -80 °C’de saklandı.  

 

2.2.7.2. cDNA sentezi  

 

Ġzole edilen RNA örneklerinden RT yöntemiyle cDNA sentezi sağlandı. BaĢlangıçta 

her bir örnek için tüplere cDNA sentez kiti içerisinde bulunan 3,2 μl nükleaz 

içermeyen su + 0,8 μl dNTP + 2 μl RT buffer + 2 μl RT primer + 1 μl RNaz 

inhibitörü + 1 μl reverse transkriptaz enzimi içeren reaksiyon miksi eklenerek iyice 

pipetlendi. 

 

Önceden hesaplanan su miktarları izole edilen RNA örnekleri üzerine eklendi 

ve iyice pipetlendi. Daha sonra her bir tüpe 10 μl reaksiyon miksi + 10 μl RNA örnek 

karıĢımı eklendi. Örnekler, PCR termal döngü cihazında 25 °C’de 10 dk, 37 °C’de 

120 dk, 85 °C’de 5 dk boyunca inkube edildi. Ġzole edilen RNA örneklerinin 

ortalama değerleri Çizelge 2.4. ve 2.5.’de verilmiĢtir. 

 

2.2.7.3. qPCR Analizi 

 

Amplifikasyon için TaqMan ekspresyon kiti kullanıldı. BaĢlangıçta her bir örnek için 

tüplere 5 μl master miks solüsyonu + 0,5 μl TaqMan probu + 3,5 μl nükleaz 

içermeyen su eklenerek reaksiyon miksi hazırlandı. Ardından, 96 kuyucuklu 

tabaklara 1:10 oranında dilüe edilen 1 μl cDNA + 9 μl reaksiyon miksi triplike olarak 

eklendi. 

 

Analiz, üretici firmanın önerdiği protokole göre yapıldı ve 50 °C’de 2 dk, 95 

°C’de 10 dk, 95 °C’de 15 sn, 60 °C’de 1 dk olarak 40 kez tekrar edecek Ģekilde 

ayarlandı. 
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Çizelge 2.4: Deney gruplarında (24 s) izole edilen RNA ortalama değerleri ile her bir cDNA 

reaksiyon miksi için eklenen örnek ve su miktarı. 

       Deney Grupları 

                24 s 

Ortalama 

Değer (ng/µl) 

Örnek ve Su  

Miktarı 

Kontrol 48,24 5,1 µl örnek + 4,9 µl su 

LPS (5µg/ml) 64,07 3,9 µl örnek + 6,1 µl su 

LPS (10µg/ml) 36,69 6,8 µl örnek + 3,2 µl su 

A vitamini (7µg/ml) 61,29 4 µl örnek + 6 µl su 

IL-1β (30ng/ml) 51,92 4,8 µl örnek + 5,2 µl su 

IL-1β (50ng/ml) 42,50 5,8 µl örnek + 4,2 µl su 

LPS (5µg/ml) + IL-1β (30ng/ml) 55,56 4,5 µl örnek + 5,5 µl su 

LPS (5µg/ml) + IL-1β (50ng/ml) 72,71 3,4 µl örnek + 6,6 µl su 

LPS (10µg/ml) + IL-1β (30ng/ml) 67,85 3,6 µl örnek + 6,4 µl su 

LPS (10µg/ml) + IL-1β (50ng/ml) 68,82 3,6 µl örnek + 6,4 µl su 

LPS (5µg/ml) + A vitamini (7µg/ml) 53,98 4,6 µl örnek + 5,4 µl su 

LPS (10µg/ml) + A vitamini (7µg/ml) 55,38 4,5 µl örnek + 5,5 µl su 

LPS (10µg/ml) + IL-1β (50ng/ml) + A 

vitamini (7µg/ml) 

49,30 5 µl örnek + 5 µl su 

 

 

mRNA ekspresyon düzeyindeki değiĢim, Ct değerleri kullanılarak 2
-ΔΔCt 

metoduna göre hesaplandı ve internal kontrol geni olarak GAPDH kullanıldı. 96 

kuyucuklu tabaklara eklenen 24 s ve 48 s deney gruplarının Ģematize edilmiĢ 

görünümü ġekil 2.3’de verilmiĢtir. 
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Çizelge 2.5: Deney gruplarında (48 s) izole edilen RNA ortalama değerleri ile her bir cDNA 

reaksiyon miksi için eklenen örnek ve su miktarı. 

       Deney Grupları 

             48s 

Ortalama 

Değer (ng/ µl) 

Örnek ve Su  

Miktarı 

Kontrol 74,45 3,3 µl örnek + 6,7 µl su 

LPS (5µg/ml) 84,06 2,9 µl örnek + 7,1 µl su 

LPS (10µg/ml) 108,90 2,3 µl örnek + 7,7 µl su 

A vitamini (7µg/ml) 78,54 3,1 µl örnek + 6,9 µl su 

IL-1β (30ng/ml) 53,98 4,6 µl örnek + 5,4 µl su 

IL-1β (50ng/ml) 77,07 3,2 µl örnek + 6,8 µl su 

LPS (5µg/ml) + IL-1β (30ng/ml) 60,44 4,1 µl örnek + 5,9 µl su 

LPS (5µg/ml) + IL-1β (50ng/ml) 78,18 3,2 µl örnek + 6,8 µl su 

LPS (10µg/ml) + IL-1β (30ng/ml) 66,83 3,7 µl örnek + 6,3 µl su 

LPS (10µg/ml) + IL-1β (50ng/ml) 72,56 3,4 µl örnek + 6,6 µl su 

LPS (5µg/ml) + A vitamini (7µg/ml) 75,78 3,3 µl örnek + 6,7 µl su 

LPS (10µg/ml) + A vitamini (7µg/ml) 70,47 3,5 µl örnek + 6,5 µl su 

LPS (5µg/ml) + IL-1β (30ng/ml) + A 

vitamini (7µg/ml) 

67,41 3,7 µl örnek + 6,3 µl su 

LPS (5µg/ml) + IL-1β (50ng/ml) + A 

vitamini (7µg/ml) 

81,68 3 µl örnek + 7 µl su 

LPS (10µg/ml) + IL-1β (30ng/ml) + A 

vitamini (7µg/ml) 

78,29 3,2 µl örnek + 6,8 µl su 

LPS (10µg/ml) + IL-1β (50ng/ml) + A 

vitamini (7µg/ml) 

81,68 

 

3,5 µl örnek + 6,5 µl su 
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ġekil 2.3: qPCR analizinin gerçekleĢtirildiği 96 kuyucuklu tabağın Ģematize edilmiĢ 

görünümü. 

 

2.2.8. ELISA 

 

Deney gruplarının 24 s ve 48 s sonunda kültür medyumlarındaki SAA protein 

düzeyinin ölçümü, ticari olarak satın alınan ELISA kiti kullanılarak, üretici firmanın 

talimatlarına göre gerçekleĢtirildi.  

 

2.2.8.1. Örneklerin Hazırlanması 

 

Hücre kültürü tabaklarındaki medyumlar 24 s ve 48 s sonunda otomatik pipet ile 

steril pipet uçları kullanılarak, önceden üzeri etiketlenmiĢ olan Eppendorf tüpleri 

içerisine konuldu. Testin yapılacağı zamana kadar -20 °C’de muhafaza edildi. 
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2.2.8.2. Test Solüsyonlarının ve Standart Kuyucuklarının Hazırlanması 

 

Test hazırlık aĢamasında kit içerisinde bulunan solüsyonlar ve standartlar hazırlandı. 

30 ml yıkama solüsyonu üzerine 720 ml distile su eklenerek kullanıma hazır hale 

getirildi. Biotin ile iĢaretli antikor, 1:100 oranında antikor sulandırıcı ile sulandırıldı. 

Aynı Ģekilde HRP-streptavidin konjugatı, HRP sulandırıcı ile 1:100 oranında 

sulandırıldı. Standart stok solüsyonun hazırlanması için liyofilize halde bulunan 

standart tüpünün içerisine 1000 μl örnek sulandırıcı eklendi. 

 

Standart solüsyonların hazırlanmasında Eppendorf tüpleri birden sekize kadar 

(S1-S8) numaralandırıldı. S1 tüpü içerisine 1000 μl standart stok solüsyonu (10 

ng/ml) eklendi. S2-S8 tüplerinin her birinin içerisine, 300 μl örnek sulandırıcı 

eklendi. Ardından mikropipet ile S1 tüpünden alınan 300 μl standart stok solüsyonu, 

S2 tüpüne aktarılarak pipetlendi. Aynı Ģekilde S2 tüpü içerisinden alınan 300 μl 

solüsyon S3 tüpüne aktarılarak pipetlendi ve bu iĢlem S8 tüpüne kadar devam etti. 

Daha sonra S8 tüpü içerisinden 300 μl solüsyon uzaklaĢtırıldı. Bu Ģekilde standart 

stok solüsyonun 2 kat seri dilüsyonu hazırlandı. Standart stok solüsyonunun 

hazırlanma aĢamasının Ģematize edilmiĢ görünümü ġekil 2.4’de verilmiĢtir. 

 

2.2.8.3. Test Prosedürü 

 

1. 96 kuyucuklu tabak iki kez 1 dk yıkama solüsyonu ile yıkandı ve kurutma kağıdı 

üzerine hafifçe vurularak kuyucuklar içerisindeki fazla solüsyon uzaklaĢtırıldı.  

 

2. Her bir standart kuyucuğun içerisine, Eppendorf tüplerindeki standart 

solüsyonlardan (S1-S8) 100 μl eklendi. Ardından test kuyucukları içerisine kültür 

medyumundan elde edilen örneklerden 100 μl triplike olarak eklendi (ġekil 2.5.). 

Daha sonra 96 kuyucuklu tabağın üzeri koruyucu film ile kapatılarak 37 °C’lik 

etüvde 90 dk boyunca inkube edildi. Süre bitiminde kuyucuklar iki kez 1dk yıkama 

solüsyonu ile yıkandı.  
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ġekil 2.4: Standart stok solüsyonunun hazırlanma aĢamasının Ģematize edilmiĢ görünümü. 

 

3. Her bir kuyucuk içerisine 100 μl biotin ile iĢaretli antikor eklendi ve tabak 37 

°C’lik etüvde 60 dk boyunca inkube edildi. Takiben kuyucuklar üç kez 1 dk yıkama 

solüsyonu ile yıkandı.  

 

4. Kuyucuklar içerisine 100 μl HRP-streptavidin konjugatı eklendi ve 37 °C’lik 

etüvde 30 dk boyunca inkube edildi. Süre bitiminde beĢ kez 1dk yıkama solüsyonu 

ile yıkandı. 

 

5. Her kuyucuk içerisine 90 μl TMB substratı eklendi ve 37 °C’de karanlık bir 

ortamda 30 dk boyunca inkube edildi. Ardından yıkama yapılmaksızın her bir 

kuyucuk içerisine 50 μl reaksiyon durdurucu solüsyon eklendi ve kuyucuklar 

içerisindeki sıvının sarı renk aldığı gözlendi.  

 

6. 96 kuyucuklu tabak da her bir kuyucuğun sahip olduğu absorbans değeri ELISA 

mikroplaka okuyucu ile 450 nm dalga boyunda ölçüldü.  
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ġekil 2.5: ELISA ile SAA ölçümünün gerçekleĢtirildiği 96 kuyucuklu tabağın Ģematize 

edilmiĢ görünümü. 

 

2.2.8.4. SAA Miktarının Hesaplanması  

 

Tabağın her bir kuyucuğunda okunan absorbans değerleri, Microsoft Excel 

programına aktarılarak, örnek ve standartların kuyucuklarında okunan absorbans 

değerlerinden, boĢ kuyucukta ölçülen absorbans değeri çıkarıldı. Standartların 

bulunduğu kuyucuklarda okunan absorbans değerleri ile çizgisel bir grafik 

oluĢturularak, grafik ile iliĢkili eğilim çizgisi denklemi ve R
2
 değeri hesaplandı (ġekil 

2.6.). Eğilim çizgisi denklemi kullanılarak, tüm kuyucuklarda okunan absorbans 

değerlerinin normalizasyonu gerçekleĢtirildi ve standart kuyucuklarda okunan 

absorbans değerlerine karĢılık gelen SAA miktarı hesaplandı. 
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2.2.9. Ġstatistiksel Değerlendirme 

 

ÇalıĢmada, TESF’lerdeki SAA mRNA ekspresyon seviyeleri (2
-ΔΔCt

 değerleri) 

verilerini analiz etmek için, tek yönlü varyans analizi ANOVA kullanıldı. Farklı olan 

grupların belirlenmesinde ve kontrol grubu ile diğer deney gruplarının çoklu 

karĢılaĢtırması için Post Hoc Multiple Comparisons Dunnet testi yapıldı. Ġstatistiki 

değerlerin saptanmasında SPSS 20.0 for Windows (Release 20.0, Copyright SPSS 

Inc, The Apache Software Foundation, 1989-2004) programı kullanıldı. Serum 

amiloid A mRNA ekspresyon değerleri ortalama ± standart hata Ģeklinde gösterildi. 
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3. BULGULAR 

 

3.1. Hücre Kültürü Bulguları 

 

Hücre kültürü tabaklarının her bir kuyucuğuna bir adet olacak Ģekilde yerleĢtirilen 

doku eksplantlarında ilk üremenin hücrelerin ekiminden sonraki 3. günden itibaren 

baĢladığı gözlendi (Resim 3.1.-3.3.). Ġğ Ģekilli hücrelerin, doku eksplantları 

etrafından dıĢarı doğru üremeye baĢladığı tespit edildi. Daha sonraki günlerde 

hücrelerin proliferasyonunun hızla devam ettiği ve kültür tabağı kuyucuklarının 

tabanını doldurduğu gözlendi (Resim 3.4., 3.5.).  

 

 

Resim 3.1: Tibio-metatarsal eklem bölgesi sinoviyal doku eksplantından (E) ilk hücre 

çıkıĢları, 3. gün, invert mikroskop görüntüsü. 
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Resim 3.2: TESF hücreleri, 3.gün, invert mikroskop görüntüsü. 

 

   

Resim 3.3: Sinoviyal doku eksplantından (E) ilk hücre çıkıĢları, 3. gün, invert mikroskop 

görüntüsü. 
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Resim 3.4: Sinoviyal doku eksplantından (E) dıĢarı doğru hücre çıkıĢları, 4.gün, invert 

mikroskop görüntüsü. 

 

 

Resim 3.5: Sinoviyal doku eksplantından (E) dıĢarı doğru hücre çıkıĢları, 5.gün, invert 

mikroskop görüntüsü. 
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 Tripsinizasyon ile doku eksplantlarından elde edilen hücreler, 1. pasaj için, 

ekimden sonraki 7. günde 25 cm
2
’lik flasklara aktarıldı. Daha sonraki pasajlarda ise 

75 cm
2
’lik flasklara aktarıldı. Bu hücreler morfolojik olarak homojendi ve fibroblast 

benzeri hücre görünümüne sahipti. Yedi gün içerisinde istenilen konfluense ulaĢan 

hücreler 25 cm
2
’lik flasklara ekildi (Resim 3.6.). Hücreler ikinci pasajlama 

aĢamasında 75 cm
2
’lik flasklara aktarıldı. Düzenli aralıklarla beslenen hücreler gün 

aĢırı takip edildi. Hücrelerin normal yapıda olduğu ve dejenere olmadığı gözlendi. 

Hücreler istenilen konfluense eriĢtiklerinde pasajlamaya devam edildi.  

 

 

Resim 3.6: Primer sinoviyal fibroblastlar, 7.gün, invert mikroskop görüntüsü. 

 

3.2. Ġmmunositokimya ve Hemakolor Boyama Bulguları 

 

Sekizinci pasajda hücreler güçlü bir Ģekilde vimentin proteinini eksprese ederken 

(Resim 3.7., 3.8.), sitokeratin ekspresyonu gözlenmedi (Resim 3.9.). Hemakolor 

boyama sonucunda çok sayıda iğ Ģekilli, yuvarlak-oval bazofilik renkte çekirdeği 

bulunan, fibroblast benzeri morfolojiye sahip hücreler gözlendi (Resim 3.10., 3.11.). 

Bu sonuçlar, hücrelerin sinoviyal fibroblast hücreleri (tip B sinoviyosit) olduğunu 

gösterdi. 
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Resim 3.7: Primer sinoviyal fibroblastlar, vimentin pozitif immun boyanma, DAB, x200 

büyütme. 

 

 

Resim 3.8: Primer sinoviyal fibroblastlar, vimentin pozitif immun boyanma, DAB, x400 

büyütme. 
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Resim 3.9: Primer sinoviyal fibroblastlar, sitokeratin negatif immun boyanma, DAB, x100 

büyütme. 

 

 

Resim 3.10: Primer sinoviyal fibroblastlar, Hemakolor boyama, x100 büyütme. 
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Resim 3.11: Primer sinoviyal fibroblastlar, Hemakolor boyama, x400 büyütme. 

 

3.3. Karbon Fagositoz Testi Sonuçları 

 

Karbon fagositoz testinde, izole edilen hücrelerin karbon partiküllerini fagosite 

etmediği ve makrofaj hücreleri olmadığı tespit edildi (Resim 3.12). Bunun yanı sıra, 

pozitif kontrol için ratın abdomen bölgesinden toplanan makrofaj hücrelerinin, 

karbon partiküllerini fagosite ettiği dikkati çekti (Resim 3.13.). 

 

3.4. qPCR Bulguları 

 

Serum amiloid A gen ekspresyonundaki değiĢimler, qPCR ile yarıkantitatif olarak 

hesaplandı. Ekspresyon seviyelerindeki kat değiĢimleri, hiçbir madde inokule 

edilmeyen negatif kontrol grubu baz alınarak hesaplandı.  
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Resim 3.12: Karbon fagositoz testi, primer sinoviyal fibroblastlar arasında fagosite 

edilmemiĢ karbon partikülleri, invert mikroskop görüntüsü. 

 

   

Resim 3.13: Karbon fagositoz testi, rat peritoneal makrofaj hücresi tarafından fagosite 

edilmiĢ karbon partikülleri (oklar), invert mikroskop görüntüsü. 
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3.4.1. SAA mRNA Ekspresyon Değerleri 24 s Deney Grupları 

 

Yapılan değerlendirmeler sonucunda, tüm deney grupları negatif kontrol grubu ile 

kıyaslandığında, hedef gen ekspresyon değerlerinin negatif kontrol grubuna göre 

önemli ölçüde artıĢ gösterdiği tespit edildi. Elde edilen bu sonuçlar istatistiksel 

olarak anlamlı bulundu (p<0,001). Tüm grupların SAA mRNA ekspresyon değerleri 

Çizelge 3.1. ve ġekil 3.1’de gösterilmiĢtir. 

 

Çizelge 3.1: SAA mRNA ekspresyon değerleri, 24 s deney grupları, (n=3). 

Gruplar 

(24 s) 

Ġndükleyici 

Maddeler 

SAA mRNA 

Ekspresyon Değeri 

(kat değiĢim) 

P 

Negatif kontrol - 1,1 ± 0,3 
 

 

 

 

                            

 

   p<0,001 

LPS (Pozitif 

kontrol) 

LPS (5µg/ml) 612,2 ± 39 

LPS (10µg/ml) 1029,9 ± 112,6 

Sitokin IL-1β (30ng/ml) 5,9 ± 1,1 

IL-1β (50ng/ml) 5,5 ± 1,5 

A vitamini A vitamini (7µg/ml) 6,8 ± 0,9 

 

 

LPS + sitokin 

LPS (5µg/ml)+IL-1β (30ng/ml) 1212,4 ± 19,1 

LPS (5µg/ml)+IL-1β (50ng/ml) 476,6 ± 31,6 

LPS (10µg/ml)+IL-1β (30ng/ml) 2604,5 ± 476 

LPS (10µg/ml)+IL-1β (50ng/ml) 712,9 ± 184,1 

LPS + A 

vitamini 

LPS (5µg/ml)+A vitamini (7µg/ml) 139,4 ± 21,6 

LPS (10µg/ml)+A vitamini 

(7µg/ml) 

2040,7 ± 268 

 

Kombine 
LPS (10µg/ml)+IL-1β (50ng/ml)+A 

vitamini (7 g/ml) 

2246,8 ± 297,2 
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ġekil 3.1: SAA mRNA ekspresyonu, 24 s deney grupları, (y aksisi logaritmik olarak 

gösterilmiĢtir). 

 

Lipopolisakkarit inokule edilen pozitif kontrol grubunda, 5 µg/ml ile 

stimülasyon sonucunda SAA mRNA seviyesi, yaklaĢık 610 kat (p<0,001) ve 10 

µg/ml stimülasyon sonucunda ise yaklaĢık 1000 kat artıĢ gösterdi (p<0.001). Negatif 

kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında sitokin grubunda 30 ng/ml stimülasyon 

sonucunda, SAA mRNA ekspresyon seviyesindeki artıĢın yaklaĢık 5,8 kat (p<0,001) 

ve 50 ng/ml stimülasyon sonucunda yaklaĢık 5,5 kat (p<0,001), A vitamini grubunda 

yaklaĢık 6,7 kat olduğu saptandı (p<0,001). 
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Negatif kontrol grubuna kıyasla LPS + sitokin grubunda, 5 µg/ml LPS ve 30 

ng/ml IL-1β ile indüklenen hücrelerde SAA mRNA ekspresyon seviyesinin yaklaĢık 

1200 kat (p<0,001), aynı miktarda LPS ve 50 ng/ml IL-1β ile indüklenen hücrelerde 

470 kat arttığı belirlendi (p<0,001). Tüm deney grupları arasında en yüksek artıĢ 10 

µg/ml LPS ve 30 ng/ml IL-1β ile stimülasyon sonucunda elde edildi. Bu grupta hedef 

gen ekspresyonunun yaklaĢık 2600 kat arttığı belirlendi (p<0,001). Bunun yanı sıra 

aynı miktarda LPS ile birlikte 50 ng/ml sitokin uygulanan hücrelerde yaklaĢık 710 

kat artıĢ gözlendi (p<0,001). 

 

Lipopolisakkarit + A vitamini grubunda, A vitamini ile birlikte 5 µg/ml LPS 

uygulanan hücrelerde SAA mRNA ekspresyon artıĢı yaklaĢık 130 kat (p<0,001) 

olarak kaydedilirken, 10 µg/ml LPS uygulanan hücrelerde yaklaĢık 2000 kat olarak 

belirlendi (p<0,001). Hedef gen ekspresyonu 10 µg/ml LPS ve 50 ng/ml IL-1β ile 

birlikte A vitamini kullanılan kombine grupta artıĢ yaklaĢık 2200 kat olarak gözlendi 

(p<0,001). 

 

3.4.2. SAA mRNA Ekspresyon Değerleri 48 s Deney Grupları 

 

A vitamini grubu hariç diğer tüm 48 s deney gruplarında, negatif kontrol grubuna 

göre hedef gen ekspresyon değerlerinin önemli ölçüde artıĢ gösterdiği tespit edildi. 

Elde edilen bu sonuçlar istatistiksel olarak anlamlı bulundu (p<0,001). Tüm grupların 

hedef gen ekspresyon değerleri Çizelge 3.2. ve ġekil 3.2’de gösterilmiĢtir.  

 

Pozitif kontrol grubunda, 5 µg/ml LPS ile indüklenen hücrelerde SAA mRNA 

ekspresyonu yaklaĢık 620 kat (p<0,001) ve 10 µg/ml LPS ile indüklenen hücrelerde 

yaklaĢık 540 kat artıĢ gösterdi (p<0,001). Sitokin grubunda 30 ng/ml IL-1β ile 

stimülasyon sonucunda mRNA ekspresyonu yaklaĢık 8 kat (p<0,001) ve 50 ng/ml 

IL-1β ile stimülasyon sonucunda ise yaklaĢık 23 kat artıĢ olduğu saptandı (p<0,001). 

Negatif kontrol grubuna kıyasla A vitamini grubunda mRNA ekspresyonunun 

yaklaĢık % 75 azaldığı (0,33 ± 0,08) gözlendi.  

 

 



 

67 
 

Çizelge 3.2: SAA mRNA ekspresyon değerleri, 48 s deney grupları, (n=3). 

Gruplar 

(48 s) 

Ġndükleyici 

Maddeler 

SAA mRNA 

Ekspresyon 

Değeri 

(kat değiĢim) 

P 

Negatif 

kontrol  

- 1 ± 0,1  

 

 

 

 

 

       

 

     p<0,001 

LPS (Pozitif 

kontrol) 

LPS (5 µg/ml) 625,4 ± 98,4 

LPS (10 µg/ml) 546,2 ± 56,5 

Sitokin  IL-1β (30 ng/ml) 8,3 ± 1,1 

IL-1β (50 ng/ml) 23,4 ± 2,8 

A vitamini  A vitamini (7 µg/ml) 0,3 ± 0,1 

 

 

LPS + 

sitokin  

LPS (5 µg/ml) + IL-1β (30 ng/ml) 734,6 ± 102,8 

LPS (5 µg/ml) + IL-1β (50 ng/ml) 680,3 ± 97,6 

LPS (10 µg/ml) + IL-1β (30 ng/ml) 805,4 ± 89,2 

LPS (10 µg/ml) + IL-1β (50 ng/ml) 833,8 ± 94,7 

LPS + A 

vitamini  

LPS (5 µg/ml) + A vitamini (7 

µg/ml) 

582,6 ± 119,5 

LPS (10 µg/ml) + A vitamini(7 

µg/ml) 

419,4 ± 219,3 

 

 

 

Kombine  

LPS (5 µg/ml) + IL-1β (30 ng/ml) 

 + A vitamini (7 µg/ml) 

LPS (5 µg/ml) + IL-1β (50 ng/ml) 

 + A vitamini (7 µg/ml) 

LPS (10 µg/ml) + IL-1β (30 ng/ml) 

+ A vitamini (7 µg/ml) 

LPS (10 µg/ml) + IL-1β (50 ng/ml) 

+ A vitamini (7 µg/ml) 

223,4 ± 4,3 

 

1577,4 ± 326,4 

 

672,7 ± 71,6 

 

453,6 ± 77,7 
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ġekil 3.2: SAA mRNA ekspresyonu, log kat değerleri, 48 s deney grupları, (y aksisi 

logaritmik olarak gösterilmiĢtir). 

 

Lipopolisakkarit + sitokin grubunda, 5 µg/ml LPS ve 30 ng/ml IL-1β ile 

indüklenen hücrelerde ekspresyonun yaklaĢık 730 kat (p<0,001), aynı miktarda LPS 

ve 50 ng/ml IL-1β ile indüklenen hücrelerde ise yaklaĢık 680 kat artıĢ gösterdiği 

belirlendi (p<0,001). 10 µg/ml LPS ve 30 ng/ml IL-1β ile stimülasyon sonucunda 

elde edilen ekspresyonun yaklaĢık 800 kat artıĢ gösterdiği gözlendi (p<0,001). Bunun 

yanı sıra aynı miktarda LPS ile birlikte 50 ng/ml sitokin uygulanan hücrelerde artıĢ 

yaklaĢık 830 kat olarak gözlendi (p<0,001). LPS + A vitamini grubunda, A vitamini 



 

69 
 

ile birlikte 5 µg/ml LPS uygulanan hücrelerde SAA değerinin yaklaĢık 580 kat arttığı 

kaydedilirken (p<0,001), 10 µg/ml LPS uygulanan hücrelerde ekspresyon değeri 

yaklaĢık 410 kat artıĢ gösterdi (p<0,001). 

 

Kombine grupta 5 µg/ml LPS, 30 ng/ml IL-1β ve A vitamini ile indüklenen 

hücrelerde mRNA ekspresyon artıĢı yaklaĢık 220 kat olarak tespit edildi (p<0,001). 

Aynı miktarda LPS, 50 ng/ml IL-1β ve A vitamini ile stimülasyon sonucunda tüm 

deney grupları arasında en yüksek oranda artıĢa rastlandı. Elde edilen artıĢ, yaklaĢık 

1500 kat olarak kaydedildi (p<0,001). Hedef gen ekspresyonu 10 µg/ml LPS ve 30 

ng/ml IL-1β ile birlikte A vitamini kullanılan gruptaki artıĢ, yaklaĢık 670 kat olarak 

gözlenirken (p<0,001) aynı miktarda LPS ve 50 ng/ml IL-1β ile birlikte A vitamini 

kullanılan grupta yaklaĢık 450 kat artıĢ saptandı (p<0,001). 

 

3.5. ELISA Bulguları 

 

Sitokin, LPS ve A vitamini ile uyarılan TESF’lerin kültür ortamında SAA 

seviyesinde istatistiksel açıdan anlamlı bir artıĢ gözlenmedi. 

 

 

ġekil 3.3: ELISA standart absorbans değerleri ile standart eğri ve formülü. 
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4. TARTIġMA 

 

Kanatlı hayvan endüstrisi, Türkiye ekonomisi için önemli bir yeri olan yumurta ve 

beyaz et ihtiyacının karĢılanmasında büyük rol oynamaktadır (Mısırlıoğlu vd., 2001). 

PaylaĢılan verilere göre, Türkiye’de 2022 yılında 2,4 milyon ton kanatlı eti ve 19,8 

milyar adet yumurta üretimi gerçekleĢmiĢtir (TÜĠK, 2022). Ayrıca Türkiye genelinde 

yaklaĢık 12 bin adet kanatlı iĢletmesi bulunmakta ve sektör her yıl ortalama % 8 

oranında büyüme göstermektedir (TEPGE,2022). Kanatlı üretim potansiyelindeki bu 

artıĢlar, geniĢ kontrol önlemleri bulunmasına rağmen, çok sayıda sağlık sorununun 

ortaya çıkmasına sebep olmaktadır (Singh vd., 2020). Ciddi sağlık problemlerine yol 

açan bacak hastalıkları özellikle ticari olarak yetiĢtirilen kanatlılarda, karkas 

kalitesinde bozulma ve yumurta verimindeki düĢüĢ sebebiyle üreticiler için 

ekonomik kayıplara neden olmaktadır (Bradshaw vd., 2002; Braga vd., 2016). 

Türkiye’de kanatlı sektöründe karĢılaĢılan bacak hastalıklarına yönelik az sayıda 

çalıĢma olduğu bilinmektedir (Mısırlıoğlu vd., 2001). Kümes hayvanları 

yetiĢtiriciliğini önemli ölçüde etkileyen amiloid artropatinin büyük ekonomik 

kayıplara neden olduğu göz önüne alındığında, patojenez hakkında detaylı bilgiye 

ulaĢmak ve AA amiloidozisin sebep olduğu ekonomik kayıpları azaltmak için, daha 

fazla çalıĢmaya ihtiyaç duyulduğu bildirilmektedir (Braga vd., 2016).  

 

Yumurtacı tavuklar, SAA’nın bacak eklemlerinde birikimi sonucunda 

Ģekillenen amiloid artropati geliĢimine yatkın oluĢu nedeniyle, deneysel çalıĢmalarda 

model olarak kullanılmaktadır (Landman, 1999a). Landman vd. (2003), in vivo 

koĢullarda yapmıĢ oldukları bir çalıĢmada SAA geninin ve gen promotörünün, 

broyler ve beyaz yumurtacı tavuk ırklarında farklı olması nedeniyle amiloid 

artropatiye daha duyarlı olan kahverengi yumurtacı tavuk ırklarını kullanmıĢlardır. 

Günümüzde de amiloid artropatide rol oynayan SAA’nın intraartiküler sentezine 

yönelik yapılan araĢtırmalar devam etmektedir (Blanco vd., 2016). Kapsamlı literatür 

taramaları sonucunda tavuklardaki amiloid artropati araĢtırmalarının çoğunun in vivo 

koĢullarda yapıldığı görülmüĢ ve tavuk SF hücrelerinden SAA salınımının in vitro 

koĢullarda araĢtırılmasına yönelik yapılmıĢ olan sadece bir tane çalıĢmanın 

(Upragarin vd., 2005b) bulunduğu tespit edilmiĢtir. Upragarin vd. (2005b), yapmıĢ 

oldukları bu çalıĢmada, SF’lerden SAA sentezini araĢtırmak ve ırklar arasındaki 
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farklılıkları belirlemek için 14 haftalık kahverengi ve beyaz yumurtacı tavuklardan 

elde ettikleri SF’leri kullanmıĢ, kahverengi yumurtacı tavuklara ait SF’lerden SAA 

sentezinin daha yüksek olduğunu saptamıĢlardır. Mitchell vd. (1991), ise 5 haftalık 

tavĢanlarda 3. pasajda izole edilen SF’lerde, SAA sentezinin 16. pasajda izole edilen 

hücrelere göre daha yüksek olduğunu gözlemlemiĢlerdir. Bu durumu hücrelerin 

yaĢına bağlı olarak değiĢim gösterdiğini ve olgun hücrelerde bu yeteneğin önemli 

ölçüde azaldığı Ģeklinde yorumlamıĢlardır. Daha önce yapılan çalıĢmalarda (Mitchell 

vd., 1991; Landman vd., 2003; Upragarin vd., 2005b) elde edilen verilere dayanarak 

bu tez çalıĢmasında, deneylerde kullanmak üzere 11 günlük kahverengi yumurtacı 

tavuk embriyolarına ait TESF hücreleri izole edilmiĢ ve literatürlerdeki bulgular ile 

uyumlu bir Ģekilde, bu hücrelerde SAA sentezinin olduğu tespit edilmiĢtir.  

 

Ġnsanlarda ve çeĢitli hayvan türlerinde sinoviyal dokular ile ilgili yapılan bazı 

in vitro çalıĢmalarda SF hücrelerinin, özellikle metakarpo-falangeal eklem 

(Zimmermann vd., 2001; Jacobsen vd., 2016) ve femora-tibial eklem (Mitchell ve 

Brinckerhoff, 1995; O’Hara vd., 2000; Vallon vd., 2001; Zimmermann vd., 2001; 

Upragarin vd., 2005b; Zhao vd., 2016; Fanqi vd., 2022) bölgesinden izole edildiği 

bildirilmiĢtir. Tavuklarda amiloid artropati ile ilgili yapılan in vivo çalıĢmalarda ise; 

özellikle femora-tibial eklem (Landman vd., 1994; Landman vd., 1997; Landman 

vd., 1999b;) ve tibio-metatarsal eklem (Landman vd., 1994; Landman ve Feberwee, 

2001; Sevimli vd., 2004; Alasonyalılar vd., 2006; Kapakin vd., 2007; Sevimli vd., 

2012) bölgelerinin etkilendiği gözlenmiĢtir. Atlarda SAA sentezine yönelik yapılan 

in vitro bir çalıĢmada (Jacobsen vd., 2016), SF’lerin beslenmesinde DMEM hücre 

kültürü medyumu kullanılırken, tavuk SF’lerinde yapılan bir çalıĢmada (Upragarin 

vd., 2005b), RPMI 1640 kültür medyumu tercih edilmiĢtir. Ayrıca, Akkoc ve 

Kahraman (2012), tavuklardan izole ettikleri akciğer fibroblastlarının beslenmesinde, 

M199 medyumunu kullanmıĢlardır. Jacobsen vd. (2016), izole ettikleri at SF 

hücrelerinin 3. pasajdan sonra, Upragarin vd. (2005b) ise tavuk SF hücrelerinin 4. ve 

7. pasajlar arasında deneylerde kullanıldığını bildirmiĢlerdir. Bu çalıĢmada ise tibio-

metatarsal eklem bölgesinden izole edilen TESF’lerin beslenmesinde amino asit ve 

vitamin açısından daha zengin içeriği olan M199 kültür medyumu tercih edilerek, 

hücreler 8. pasaj sırasında deneylerde kullanılmıĢtır. 
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Sıklıkla SF’lerin bir belirteci olarak kullanılan vimentin, mezenkimal 

hücrelerden eksprese edilen ara filament proteinidir (Yocum vd., 1988; Zhao vd., 

2016). Tavuk (Upragarin vd., 2005b; Liu vd., 2020), rat (Yocum vd., 1988), fare 

(Zhao vd., 2016) ve insan (Xue vd., 1997; Fanqi vd., 2022) SF hücrelerinin izole 

edildiği çalıĢmalarda, mezenkimal orijinlerinin doğrulanması amacı ile yapılan 

immunositokimyasal boyamalarda, vimentin antikoruna karĢı pozitif reaksiyon 

gözlendiği bildirilmiĢ olup, bu tez çalıĢmasında da vimentin ekspresyonu, 

literatürlerdeki sonuçlar ile benzerlik göstermiĢtir. Ayrıca bu çalıĢmada sitokeratin 

antikoruna karĢı TESF’lerde bir reaksiyon meydana gelmemiĢ ve boyanma 

gözlenmemiĢtir. Upragarin vd. (2005b), immunositokimyasal boyamaların yanı sıra, 

hücrelerin karakterizasyonu için ilk kez karbon fagositoz testini uygulamıĢ ve kültüre 

edilmiĢ hücreler arasında makrofajların bulunmadığını saptamıĢlardır. Benzer Ģekilde 

bu çalıĢmada da TESF’lerin karakterizasyonu için karbon fagositoz testi yapılarak, 

izole edilen hücrelerin tip B hücreler (SF) olduğu ve deneylerde kullanılan kültürde 

tip A hücrelerinin (makrofaj) bulunmadığı tespit edilmiĢtir. 

 

Yapılan deneysel araĢtırmalarda (Landman vd., 1994; Ovelgonne vd., 2001; 

Sevimli vd., 2005), tavuklarda amiloid artropati oluĢumunda birçok faktörün rol 

oynadığı ve buna bağlı olarak SAA salınımının arttığı bildirilmiĢtir. Ayrıca bazı 

çalıĢmalarda (Upragarin vd., 2005b; Jacobsen vd., 2016), negatif kontrol gruplarında 

da normal SF hücrelerinde SAA ekspresyonunun olduğu dikkati çekmekte ve bu 

durum, SAA’nın ekstrahepatik olarak SF’lerden lokal sentezi ile 

iliĢkilendirilmektedir. Yapılan bu çalıĢmada benzer Ģekilde negatif kontrol grubunda 

SAA ekspresyonunun saptanması, literatürlerdeki (Upragarin vd., 2005b; Jacobsen 

vd., 2016) sonuçlar ile uyumlu bulunmuĢtur. 

 

Serum amiloid A’nın hepatosit, makrofaj ve SF hücreleri gibi birçok 

hücreden sentezlenmesine yönelik yapılan çalıĢmalarda, LPS (Upragarin vd., 2005b; 

Williams vd., 2009; Teles vd., 2011; Gonçalves vd., 2012), IL-1β ve TNF-α gibi 

proinflamatuar sitokinler (Jorgensen vd., 2000; Kumar vd., 2014), kazein (Hebert ve 

Gervais, 1990), Freund’s adjuvant (Sevimli vd., 2012) ve A vitamini (Sevimli vd., 

2005; Abdelhamid vd., 2017) gibi faktörler kullanılarak indüklendiği bildirilmiĢtir. 
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Bu çalıĢmada ise, TESF hücrelerinde SAA salınımının indüklenmesinde farklı doz ve 

sürelerdeki LPS (E. coli O127:B8) ile birlikte IL-1β ve A vitamini kullanılmıĢtır. 

 

Gram negatif bakterilerin hücre duvarından elde edilen LPS, immun sistemin 

güçlü bir biyoaktivatörü olarak kabul edilmekte ve yangısal reaksiyonlarda AFP’ler 

ile proinflamatuar sitokinlerin salınımında önemli bir indükleyici olarak tercih 

edilmektedir (Li vd., 2015). Bu tez çalıĢmasında, pozitif kontrol grubunda SAA 

mRNA ekspresyonu 5 μg/ml LPS uygulaması ile, 24 s sonunda yaklaĢık 610 kat ve 

48 s sonunda ise 620 kat artıĢ gösterirken, 10 μg/ml dozda LPS uygulaması ile 24 s 

sonunda 1000 kat ve 48 s sonunda 540 kat artıĢ göstermiĢtir (p<0,001). Upragarin vd. 

(2005b), LPS (E. coli O127:B8) ile indükledikleri SF’lerde, 5 μg/ml doz ile 6 s 

stimülasyondan sonra, SAA mRNA ekspresyonunda yaklaĢık 35 kat artıĢ 

gözlendiğini, 10 μg/ml doz uygulanmasında ise 40 kat artıĢ olduğunu tespit 

etmiĢlerdir. Zerega vd. (2004), tavuk embriyonik kondrositlerinde, 10 μg/ml LPS (E. 

coli) uygulamasından 16s sonra SAA mRNA ekspresyonunda yaklaĢık 7 kat artıĢ 

olduğunu bildirmiĢlerdir. Jorgensen vd. (2000), yaptıkları bir çalıĢmada, balıklardan 

elde ettikleri hepatosit hücrelerini 48 s boyunca 10, 50 ve 100 μg/ml LPS (E. coli 

O111:B4) ile indüklemiĢler ve SAA mRNA seviyesinin doza bağımlı olarak arttığını 

tespit etmiĢlerdir. Deneysel olarak in vivo ortamda yapılmıĢ bir çalıĢmada (Singh vd., 

2020), S. gallinarum ile oral olarak enfekte edilmiĢ tavukların karaciğer 

dokularındaki SAA ekspresyonunun, 12 s sonunda kontrol grubuna göre 17 kat ve 24 

s sonunda, 22 kat artıĢ göstererek maksimum değere ulaĢtığı kaydedilmiĢtir. 

Balıklarda yapılmıĢ olan in vivo bir çalıĢmada (Gonçalves vd., 2012), 10 μg/ml LPS 

(E. coli O55:B5) uygulaması ile SAA ekspresyonunun 6 s içerisinde artmaya 

baĢladığı ve 12 s içerisinde yükselmeye devam ettiği, 24 s sonunda ise, maksimum 

seviyeye ulaĢarak, 48 s içerisinde düĢtüğü gözlenmiĢtir. Atlarda yapılan in vivo bir 

çalıĢmada (Anderson vd., 2020), intravenöz LPS (E. coli O111:B4) uygulamasından 

24 s sonra, ineklerde yapılan baĢka bir in vivo çalıĢmada ise (Vernay vd., 2012), 

meme içi LPS (E.coli O26:B6) uygulamasından 48 s sonra, SAA gen 

ekspresyonunun arttığı gözlenmiĢtir. Bu tez çalıĢmasında elde edilen veriler ilgili 

literatürlerdeki (Jorgensen vd., 2000; Zerega vd., 2004; Upragarin vd., 2005b; 

Gonçalves vd., 2012; Vernay vd., 2012; Anderson vd., 2020; Singh vd., 2020) 
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sonuçlar ile karĢılaĢtırıldığında, farklı dozlarda LPS ile indüklenen SF’lerde AFY’nin 

6 s içerisinde Ģekillenmeye baĢladığı, 12 s sonunda bu artıĢın devam ettiği, 24 s 

içerisinde ise en yüksek seviyeye ulaĢtığını ve doza bağlı olarak 48 s içerisinde 

kısmen azalmaya baĢladığı görülmüĢtür. Ayrıca bu çalıĢmadaki sonuçlar, AFY 

esnasında SAA konsantrasyonunun zararlı uyaranın etkisinin erken safhalarında 

dramatik bir Ģekilde arttığı ve birkaç gün içerisinde fizyolojik seviyelere geri 

döndüğünü belirten diğer çalıĢmalar ile (Murakami vd., 2013a; O’Reilly vd., 2013) 

uyumlu bulunmuĢtur.  

 

Proinflamatuar sitokinlerin SAA sentezinde önemli roller oynadığı yapılan 

çalıĢmalar ile ortaya konmuĢtur (Bochsler ve Slauson, 2002; Kumar vd., 2014). 

Yangı bölgesinde aktive edilmiĢ hücrelerden sentezlenen proinflamatuar sitokinlerin, 

AFY’ye aracılık ettiği bilinmektedir (Jensen ve Whitehead, 1998). Bu sitokinlerden 

IL-1β’nın, artiküler dokularda kıkırdak ve SF hücreleri üzerinde doğrudan katabolik 

etkilerinin bulunmasının yanı sıra, yangısal reaksiyonların düzenlenmesi yoluyla 

artrit patojenezinde önemli rollerinin olduğu kaydedilmiĢtir (Goldring, 2000). 

Jacobsen vd. (2016), atlarda proinflamatuar sitokinlerden özellikle IL-1β’nın, 

SF’lerde ve kondrositlerde SAA sentezinin en etkili indükleyicisi olduğunu 

bildirmiĢlerdir. Blanco vd. (2016), IL-6’nın SAA sentezi üzerinde tek baĢına çok az 

etkisi olduğunu, Jensen ve Whitehead (1998) ise, IL-1β ile sinerji oluĢturduğunu 

kaydetmiĢlerdir. Sevimli vd. (2008), SAA’nın indüksiyonunda TNF-α’ya göre, IL-

1β’nın büyük ölçüde etkili olduğunu ve birlikte de önemli etkiler oluĢturduğunu 

gözlemlemiĢlerdir. Jacobsen vd. (2016), 50 ng/ml IL-1β ile 12 s boyunca indüklenen 

at SF hücrelerinde, SAA mRNA ekpresyonunda yaklaĢık 30 kat artıĢ tespit ederken, 

24 s sonunda 130 kat ve 48 s sonunda 20 kat artıĢ gözlemlemiĢlerdir. Aynı 

araĢtırmada (Jacobsen vd., 2016), SF hücrelerinde SAA ekspresyonundaki artıĢın 12 

saatlik uygulamada baĢlayıp, 24 s içerisinde maksimum seviyeye ulaĢtığını ve 48 

saatlik uygulamada ise en düĢük seviyede görüldüğünü bildirmiĢlerdir. Ramadori vd. 

(1985b), fare hepatositlerine IL-1β uygulaması sonucunda 2 s içerisinde SAA 

seviyesinde artıĢ olduğunu, 4 s içerisinde maksimum seviyeye ulaĢtığını ve 12 s 

içerisinde düĢtüğünü kaydetmiĢlerdir. Jorgensen vd. (2000) ise, balıklardan elde 

ettikleri hepatosit hücrelerinde yaptıkları bir çalıĢmada 48 s boyunca 25 ng/ml IL-1β 
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uygulamıĢ ve SAA mRNA seviyesinin arttığını tespit etmiĢlerdir. Bu tez 

çalıĢmasında ise, SAA sentezi üzerinde tek baĢına kullanıldığında en efektif etkili 

olduğu düĢünülen proinflamatuar sitokin IL-1β tercih edilmiĢ ve daha önce yapılmıĢ 

olan çalıĢmalarda (Ramadori vd., 1985b; Jorgensen vd., 2000; Jacobsen vd., 2016) 

belirtilen sonuçlardan farklı olarak TESF’lerde 48 s içerisindeki stimülasyonun, 24 

saatlik stimülasyona göre daha yüksek bir artıĢ olduğu tespit edilmiĢtir. Gözlenen bu 

farklılığın tavuklarda SAA sentezi üzerine IL-1β etkisinin, uygulanan doz, süre ve 

hayvanlar arasındaki tür farklılıklarına bağlı olabileceği düĢünülmüĢtür.  

 

Amiloidozis oluĢumunda A vitamini, retinol ve aktif metaboliti olan retinoik 

asidin rolleri konusunda yapılmıĢ çalıĢmalar (Sevimli vd., 2005; Derebe vd., 2014; 

De Buck vd., 2016), bulunmaktadır. De Buck vd. (2016), farelerde yapmıĢ oldukları 

çalıĢmada, SAA gen ekspresyonunun Ģekillenebilmesi için, A vitamininin gerekli 

olduğunu öne sürmüĢlerdir. Derebe vd. (2014), A vitamini yönünden eksik bir 

diyetle beslenen farelerde, SAA transkripsiyonunun azaldığını göstermiĢ ve SAA’nın 

enfeksiyonlar esnasında retinolün taĢınmasında aracılık eden bir retinol bağlayıcı 

protein olduğunu kaydetmiĢlerdir. Dolayısıyla SAA retinol taĢınımı ile 

enfeksiyonlara verilen fizyolojik yanıtın önemli bir bileĢenini oluĢturmaktadır 

(Derebe vd., 2014). Lökositlerin iĢlevleri ve sitokinlerin ekspresyonu olmak üzere 

bağıĢıklık üzerinde etkili olduğu düĢünülen A vitaminin, bu açıdan amiloid 

oluĢumunda da etkili olduğu öne sürülmektedir (Dillehay vd., 1988; Turpin vd., 

1990; Göttgens ve Green, 1995). Sevimli vd. (2005), Freund’s adjuvant ile deneysel 

olarak amiloid artropati oluĢturduğu tavuklarda en Ģiddetli SAA salınımını A 

vitamini grubunda gözlemlemiĢlerdir. Paredes vd. (2002), romatoid artrit gözlenen 

insanların serumunda A vitamini seviyesinde azalmanın olduğunu ve kronik yangısal 

hastalıkların, serumdaki antioksidan vitamin düzeylerini etkilediğini bildirmiĢlerdir. 

Rosales vd. (1996), ratlarda artan retinol gereksinimine rağmen, serum retinol 

değerlerinin mikrobiyal uyarımın ardından belirgin Ģekilde azalması ile retinolün 

dokulara taĢındığını vurgulamıĢlardır. Sevimli vd. (2005), tavuklarda yapmıĢ 

oldukları çalıĢmada, serum retinol ve SAA seviyesi ile dokularda amiloid birikimi 

arasında negatif bir korrelasyon olduğunu saptamıĢlardır. Aynı araĢtırmacılar 

(Sevimli vd., 2005), bu durumun beslenme ile alınan A vitaminin dokulara geçerek, 
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amiloidin yapısına karıĢtığını ve bu nedenle serum retinol seviyesinin düĢük 

olduğunu öne sürmüĢlerdir. Spencer vd. (2014), A vitamininin canlılarda hücrelerin 

proliferasyonu ve farklılaĢmasında da önemli rol oynadığını belirtmiĢlerdir. Bu 

çalıĢmada 24 s boyunca 7 μg/ml dozda A vitamini uygulanan grupta SAA 

ekspresyon artıĢı, yaklaĢık 7 kat gözlenirken (p<0,001), 48 s boyunca uygulanan 

hücrelerde, negatif kontrol grubuna göre yaklaĢık %75 azalma gözlenmiĢtir. Bu 

veriye göre; çalıĢmada izole edilen TESF’lerin, kültür ortamındaki beslenme ve 

geliĢimleri açısından A vitaminine ihtiyaç duymalarını ve bunun sonucunda kültür 

ortamına uygulanan A vitaminini kullanmıĢ olabileceklerini düĢündürmektedir.  

 

Eklem hastalıklarının patojenezinde önemli rol oynayan sitokinlerin sinyal 

ağı çok karmaĢıktır. Bu nedenle sitokinlerin tek baĢına incelenmesi hastalık 

sürecinde yer alan tüm uyaranların etkileĢimlerini tam olarak yansıtamamaktadır. 

Yalnızca sitokin etkilerinin incelendiği durumlarda eklem hastalıklarının sürecinde 

yer alan tüm biyoaktif bileĢiklerin, karmaĢık etkileĢimlerinin yeteri kadar tespit 

edilemeyeceği bildirilmiĢtir (Jacobsen vd., 2016). Ayrıca, proinflamatuar sitokinlerin 

eklem hastalıklarında SF’lerden sentezlenerek yangının baĢlatılması ve devam 

etmesine büyük ölçüde katkıda bulunduğu kaydedilmiĢtir (Sevimli vd., 2008; Bartok 

ve Firestein, 2010). Bu tez çalıĢmasında, IL-1β’nın AFY üzerine tek baĢına etkileri 

haricinde, güçlü SAA indükleyicisi olan LPS ve A vitamini ile birlikte 

kombinasyonları da incelenmiĢtir. Genel olarak bakıldığında, tüm çalıĢma grupları 

arasında en yüksek SAA mRNA ekspresyonuna, 24 s boyunca LPS + sitokin 

uygulanan grupta rastlanılmıĢtır. 10 μg/ml LPS + 30ng/ml IL-1β’ya 24 s boyunca 

maruz kalan TESF’lerde ekspresyon artıĢı yaklaĢık 2600 kat olarak en yüksek değeri 

göstermiĢtir (p<0,001). Bu çalıĢmada elde edilen sonuçlar, deneysel olarak artrit 

oluĢturulan tavĢanlarda (Vallon vd., 2001) ve artrit gözlenen insanlardan elde edilen 

sinoviyal dokularda (Connolly vd., 2010) SAA ekspresyonunda önemli orandaki 

artıĢları ortaya koyan literatürler ile uyumlu bulunmuĢtur. Jorgensen vd. (2000), 

balıklarda LPS ve IL-1β ile ayrı ayrı indüklediği hücrelerde SAA sentezine ek olarak, 

IL-1β sentezinin de olduğunu tespit etmiĢlerdir. Benzer Ģekilde He vd. (2020), 

farelerde yapmıĢ olduğu in vivo bir çalıĢmada, LPS uygulaması sonucunda 

proinflamatuar sitokinlerin ekspresyonunda artıĢ tespit etmiĢlerdir. Bu durum 
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AFY’nin tetiklenmesi sonucunda proinflamatuar sitokinlerin de ortama salındığını 

göstermektedir. Bu çalıĢmada belirtilen literatürlerle (Vallon vd., 2001; Connolly 

vd., 2010; Jorgensen vd., 2000) uyumlu olarak, en yüksek SAA sentezinin LPS + 

sitokin uygulanan grupta olduğu saptanmıĢtır.  

 

Sevimli vd. (2004), deneysel olarak amiloid artropati oluĢturdukları 

tavuklarda, en Ģiddetli SAA salınımını E. faecalis ile birlikte A vitamini uygulanan 

grupta olduğunu gözlemlemiĢlerdir. Bu çalıĢmada, LPS + A vitamini uygulanan 

gruplar arasında en yüksek artıĢ, 24 s boyunca 10 μg/ml LPS ile birlikte A vitamini 

uygulanan grupta tespit edilmiĢtir (p<0,001). Elde edilen verilere göre, 24 s’lik 

uygulamada AFY’nin maksimum seviyede olmasına ve 48 s içerisinde AFY 

seviyesinin azalmasına bağlı olarak Ģekillendiği kanaatine varılmıĢtır. Abdelhamid 

vd. (2017), at periferal mononükleer kan hücrelerine, LPS ve LPS + retinoik asit 

uygulayarak, SAA salınımını incelemiĢler, LPS + retinoik asit ile indüklenen grupta, 

yalnızca LPS uygulanan gruba göre hücrelerden SAA sentezinin azaldığı tespit 

etmiĢlerdir. Abdelhamid vd. (2017), bu durumu retinoik asidin, hücreler üzerinde 

immunmodulatör etki oluĢturması ile açıklamıĢlardır.  

 

Tez çalıĢmasında kombine gruplarda, 24 saatlik dönemde SAA 

ekspresyonuna yalnızca bir grupta bakılırken, 48 saatlik dönemde ise dört farklı 

grupta incelenmiĢtir. Bu gruplarda gözlenen değerlerin negatif kontrol grubuna 

kıyasla önemli bir artıĢ gösterdiği tespit edilmiĢtir (p<0,001). Kombine gruplar 

arasında 10 μg/ml LPS + 50 ng/ml IL-1β + 7 μg/ml A vitamini ile 24 s boyunca 

indüklenen TESF’lerde SAA ekspresyon artıĢı 2200 kat olarak en yüksek değerde 

gözlenmiĢtir. Abdelhamid vd. (2017), atlarda yapılan in vitro bir çalıĢmada periferal 

mononükleer kan hücrelerine, LPS + retinoik asit uygulanan gruptaki hücrelerden 

IL-1β sentezinin, yalnızca LPS uygulanan gruba göre düĢtüğüne dikkat çekmiĢlerdir. 

He vd. (2020), farelerde yapmıĢ olduğu in vivo bir çalıĢmada, A vitamini 

uygulamasından sonra proinflamatuar sitokin ekspresyonunun düĢtüğünü tespit 

etmiĢlerdir. Konakçı üzerinde çeĢitli etkilere sahip olan LPS’nin, AFY’yi baĢlatarak 

zararlı uyaran etkisi ile hücreleri proinflamatuar sitokin üretmesi için indüklediği 

bildirilmiĢtir (Kent vd., 1998). Ancak A vitamini, hücrelerde proinflamatuar etkilerin 
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kaybolmasına ve immunmodulatör etkinin oluĢmasına neden olarak sitokin sentezini 

azaltmaktadır (Abdelhamid vd., 2017). Bu çalıĢmada kombine gruplarda A 

vitamininin aynı etkiler oluĢturarak, IL-1β sentezini azaltması sonucunda, SAA 

ekspresyonunun LPS ya da LPS + IL-1β uygulanan gruplara göre daha düĢük 

gözlenmesi, literatürlerdeki bildirilen sonuçlar ile açıklanabilir. Bu çalıĢmadaki 

bulgulara göre, TESF’lerdeki SAA ekpresyonunun özellikle LPS konsantrasyonuna 

bağlı olduğunu, IL-1β ve A vitaminin SAA ekspresyonu üzerine tek baĢına 

uygulamalarda daha az etkileri olduğunu göstermiĢtir. Kombine gruplarda gözlenen 

SAA ekspresyonu memelilerde (Kent vd., 1998; Abdelhamid vd., 2017; He vd., 

2020) ve balıklarda (Jorgensen vd., 2000; Gonçalves vd., 2012) açıklanan 

mekanizmaya benzer Ģekilde, özellikle LPS’nin dozuna bağımlı olarak, AFY’nin 

indüklenmesinde erken dönemde önemli bir rol oynadığını düĢündürmektedir.  

 

Upragarin vd. (2005b), ergin yumurtacı tavuklarda, farklı konsantrasyonda 

LPS ile uyarılan SF’lerin kültür ortamındaki SAA protein konsantrasyonunu, ELISA 

ile ölçmüĢler, 12 saatlik inkubasyon sonucunda, SAA düzeyinde 100 ng/ml, 24 

saatlik inkubasyon sonucunda 200 ng/ml ve 48 saatlik inkubasyon sonucunda ise 400 

ng/ml artıĢ meydana geldiğini bildirmiĢlerdir. Ancak bu çalıĢmada ELISA ile yapılan 

24 s ve 48 s ölçümlerinde, tüm deney gruplarının kültür ortamında, SAA protein 

düzeyinde anlamlı bir değiĢiklik gözlenmemiĢtir. Bu durum, TESF’lerin kültür 

ortamında, ELISA analiz sistemi ile saptanamayan bir seviyede SAA proteini 

ürettiğini ya da çalıĢmada kullanılan izole edilmiĢ hücrelerin embriyonel döneme ait 

olmasından kaynaklanabileceğini düĢündürmektedir. 

 

Günümüzde, SAA’nın intraartiküler sentezine yönelik yapılan in vivo ve in 

vitro araĢtırmalar devam etmektedir. Bunun yanı sıra, bildiğimiz kadarıyla tavuk 

embriyolarına ait SF’lerden SAA salınımının, in vitro koĢullarda araĢtırılmasına 

yönelik yapılmıĢ bir çalıĢma bulunmamaktadır. Bu tez çalıĢması ile ilk kez 

TESF’lerde primer kültür, pasajlama ve karakterizasyon gibi uygun bir hücre kültürü 

sistemi oluĢturularak, SAA’nın salınımı moleküler düzeyde değerlendirilmiĢtir. 
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5. SONUÇ ve ÖNERĠLER 

 

Genel olarak bakıldığında, bu çalıĢmada elde edilen mevcut bulgular LPS ile 

uyarılan TESF hücrelerinde SAA üretimi üzerine immun sistemin ve A vitaminin de 

olumlu yönde etkisinin olduğunu göstermektedir. Amiloid artropatiye duyarlı olan 

kahverengi yumurtacı tavuk embriyolarından elde edilen TESF’ler AA amiloidozis 

için uygun bir çalıĢma modelini temsil etmektedir. Embriyolarda bacak 

eklemlerinden izole edilen SF’lerin in vitro kültür modeli olarak kullanılmasının, 

kanatlı endüstrisinde önemli sağlık sorunları ve ekonomik kayıplara yol açan bacak 

hastalıklarının patojenezinin araĢtırılmasında önemli katkılar sağlayabileceği 

sonucuna varılmıĢtır. Ayrıca sonuçlar, SF’lerin patolojik süreçleri yönlendiren 

anahtar hücreler olduğunu öne süren ve kanatlı sağlığının izlenmesinde güvenilir bir 

parametre olduğu düĢünülen SAA’nın, mRNA ekspresyonundaki artıĢının amiloid 

artropati oluĢumunda önemli bir rolü olduğunu bildiren çalıĢmaları desteklemiĢ ve 

kanatlılarda amiloidozis oluĢumundaki önemini vurgulamıĢtır. 

 

Ġleride tavuklarda AA amiloidozis geliĢimi ile ilgili yapılacak olan 

çalıĢmalarda SAA konsantrasyonunun patojenezdeki rollerini tam olarak 

belirleyebilmek için SAA seviyesinin moleküler yöntemler ile daha sık ölçülmesi 

önerilmektedir. Ayrıca yapılacak olan çalıĢmalarda uygulanan ajanlara ve doza bağlı 

olarak akut ve kronik dönemdeki SAA sentezinin daha detaylı olarak incelenmesinin 

uygun olacağı kanısına varılmıĢtır.  
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