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OZET

LIPOPOLISAKKARIT (LPS) ILE INDUKLENEN TAVUK EMBRIiYO
FIBROBLAST HUCRE KULTURUNDE SERUM AMILOID A URETIMI
UZERINE iIMMUN SISTEMIN VE A VITAMINININ ROLLERININ
MOLEKULER TEKNIKLER iLE ARASTIRILMASI

Kanatlilarda bacak hastaliklar1 ¢esitli saglik problemlerine sebep olarak, hayvan
refahin1 olumsuz yonde etkilemektedir. Bu bacak hastaliklarindan biri olan amiloid
artropati, kahverengi yumurtact tavuklarin bacak eklemlerinde amiloid A (AA)
protein birikimi ve AA proteinin prekiirsor maddesi olan serum amiloid A’nin (SAA)
kalict amiloid fibrillerini olusturmasi ile meydana gelen patolojik bir olgudur. Bu tez
calismasinin amaci tavuk embriyonik sinoviyal fibroblastlarin (TESF) farkli dozlarda
lipopolisakkarit (LPS), interlokin-1f (IL-1B) ve A vitamini ile indiklenmesi
sonucunda 24. ve 48. saatlerdeki SAA firetimini, kiiltiir ortaminda enzim bagh
immunosorbent testi (ELISA) ve ger¢cek zamanli Kantitatif polimeraz zincir
reaksiyonu (qPCR) ile molekiiler diizeyde degerlendirmektir. Calismada ilk Kkez,
kahverengi yumurtaci tavuk embriyolarindan izole edilen TESF’lerde primer kiiltiir,
pasajlama ve karakterizasyon gibi uygun bir hiicre kiiltlirii sistemi olusturulmus,
izole edilen TESF’lerin karakterizasyonunda immunositokimya, hemakolor boyama
ve karbon fagositoz testi uygulanmistir. Elde edilen sonuglara gore, A vitamini ile 48
saat boyunca indiiklenen deney grubu haricindeki tiim gruplarda qPCR ile SAA
MRNA ekspresyonunda istatistiki acidan anlamli bir artis gozlenirken, ELISA ile
kiiltiir ortamindaki SAA seviyesinde anlamli bir artis saptanamamistir. Elde edilen
bulgular TESF’lerdeki SAA ekpresyonunun 6zellikle LPS konsantrasyonuna baglh
oldugunu, IL-1p ve A vitaminin SAA ekspresyonu iizerine tek basma etkilerinin
daha az oldugunu gostermistir. Ayrica kahverengi yumurtaci tavuk embriyolarindan
elde edilen TESF’lerin, amiloid artropati i¢in uygun bir ¢alisma modelini temsil

ettigi gdzlenmistir.

Anahtar Kelimeler: A vitamini, amiloidozis, hiicre kulturii, immun sistem,

lipopolisakkarit, serum amiloid A, tavuk embriyonik fibroblast hiicresi.



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
(gPCR) after the induction of chicken embryonic synovial fibroblasts (CESF) with
different doses of lipopolysaccharide (LPS), interleukin-1p (IL-1p) 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-1p 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. GIRIS

Cesitli saglik problemlerine sebep olarak, kanatli endiistrisini 6nemli o6lglide
etkileyen bacak hastaliklari, tiim diinyada hayvan refahim1 olumsuz yonde
etkilemektedir (Bradshaw vd., 2002). Hastaliklar, ticari olarak yetistirilen ve hizla
biiyiiyen kanatlilarda gelisim bozukluklari, lokomotor problemlere bagl topalliklar,
karkas kalitesinde bozulma ve mortalite artis1 gibi sebeplerden dolayi iireticiler igin
de biiylik ekonomik kayiplara neden olmaktadir (Braga vd., 2016). Yapilan bazi
aragtirmalarda (Edwards, 2000; McNamee ve Smyth, 2000), Amerika Birlesik
Devletleri’nde (ABD) yetistirilen tavuk siiriilerinde bacak hastaliklarinin, yillik
yaklagik 80-120 milyon dolar ekonomik kayba neden oldugu bildirilmistir.

Kanatli yetistiriciliginde onemli bacak hastaliklarindan biri olan amiloid
artropatinin, Avrupa’da birgok iilkede giderek artan bir O6neme sahip oldugu
bildirilmekte, Hollanda ve Fransa’da yetistirilen tavuk siiriilerinin %61’inde goriilen
topalligin temel sebebinin, amiloid artropati oldugu diistiniilmektedir (Landman vd.,
1994). Bacak eklemlerinde amiloid A (AA) protein birikimi ve sisliklerle karakterize
seyreden amiloid artropati olgularina, 6zellikle kahverengi yumurtaci tavuklarda
yaygin olarak rastlaniimaktadir (Landman vd., 1994; Ovelgonne vd., 2001). Bu
olgular, ticari bir siiriiniin yaklasik %20-30’unda topalligin yani sira, yumurta
veriminde diisiis ve biiylime geriligi gibi problemlere de neden olmaktadir (Landman
vd., 1994; Ovelgonne vd., 2001; Petersen vd., 2009). Tiirkiye’de kanatl endiistrisinin
tilke ekonomisindeki 6nemi goz Oniine alindiginda, kanatli bacak hastaliklar1 ve bu
hastaliklardan biri olan amiloid artropati olgularina yonelik az sayida arastirma
oldugu bilinmektedir (Misirlioglu vd., 2001; Dayr ve Sevimli, 2022). Amiloid
artropatinin, Tirkiye’de kanatli sektoriinde sebep oldugu ekonomik kaybina yonelik

ise yapilmis herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir (Day1 ve Sevimli, 2022).

Amiloid artropati AA proteinin eklemlerde birikimi ile sekillenen ve
amiloidozisin 6zel formu olan patolojik bir olgudur (Landman vd., 1994). Doku ve
organlarda ekstraselliiler olarak meydana gelen amiloid birikimine amiloidozis

denilmektedir (Glenner, 1980). Proteolitik enzimlerle eritilemeyen ve anormal



yapida bir protein olan amiloid, dokularda biriktikten sonra, kalici fibriler bir yapiya
dontistiigii icin, hiicrelerde atrofi ve nekroza sebep olarak fonksiyon bozukluklarina

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

Amiloidozis, amiloid maddesinin ana bileseni olan amiloid fibril proteinine
gore siniflandirilmaktadir (Husby vd., 1993). Insanlarda ve hayvanlarda lokal ve
sistemik olmak tlizere farkli amiloidozis tipleri gézlenmektedir. Sistemik amiloidozis,
hafif zincirli amiloid (AL) protein ya da AA protein birikimine bagli olarak
sekillenir. Insanlarda tiiberkiiloz (Erk vd., 1995), diyabet (Oskarsson vd., 2015)
Alzheimer (Nakamura vd., 2018), multiple skleroz (Schréder vd., 2000) ve romatoid
artrit (Georgin-Lavialle vd., 2023) ile hayvanlarda amiloid artropati (Landman vd.,
1996), Alzheimer (Tucker vd., 2008) ve bobrek yetmezligi (Schulte vd., 2022;
Brunet vd., 2023) gibi c¢esitli sebeplere bagli olarak amiloidozis olgularina
rastlanilmaktadir. Immunglobulin yapisinda olmayan AA protein, hayvanlarda en
yaygin gozlenen 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 hastaliklar,
yangisal reaksiyonlar ve akut faz yanit (AFY) gibi predispoze faktorler sekonder
amiloidozisin patojenezinde 6nemli rol oynamaktadir (Levin vd., 1973; Husebekk

vd., 1985).

Sekonder amiloidozisin patojenezine iliskin yapilan arastirmalarin ¢ogunda
amiloid olusumunun fibrillojenez asamasia odaklanilmistir. Ozellikle AA proteinin
prekiirsor maddesi oldugu bilinen ve AFY sirasinda artis gosteren serum amiloid A
proteini (SAA), proteolitik sindirime direngli olan amiloid fibrillerinin olusumunda
etkin rol oynamaktadir (Yamada vd., 1996; Bochsler ve Slauson, 2002; Kumar vd.,
2014). Kalict bir AFY’nin, SAA’nin yikimi sonucunda olusan fibriler prekiirsor
proteinin Uretilmesinde etkili oldugu disiiniilmektedir. Bu nedenle AFY’nin
olusmadigi ve plazmada yiiksek seviyede SAA bulunmadigi durumlarda ise
amiloidozisin sekillenmedigi bildirilmis (Upragarin vd., 2005a), ancak amiloid
birikimi i¢in tek basina artmis bir SAA iiretiminin yeterli olmadig kaydedilmistir

(Migita vd., 1996; Kumar vd., 2014). Yapilan bazi calismalarda (Rosenthal ve



Sullivan, 1978; Skogen vd., 1980; Zekerias vd., 2000; Sevimli vd., 2005), nétrofil
l16kositlerin ve makrofajlarin amiloid fibrillerinin olusumunda etkin rol oynadig1 6ne

stirtilmiistiir.

Serum amiloid A, temel olarak karacigerden (Benditt ve Eriksen, 1977),
ayrica dalak (Hardardottir vd., 1997), bobrek (Dieter vd., 2019), meme (Sadek vd.,
2017), kondrosit (Zerega vd., 2004) ve sinoviyal hiicrelerden (Stack vd., 2019)
sentezlendigi bilinen bir akut faz proteindir (AFP). Bu AFP’nin sentezi interlokin-6
(IL-6), interlokin-1B (IL-1pB), ve tiimor nekroz faktorii-o (TNF-a) gibi proinflamatuar
sitokinler tarafindan indiiklenmektedir (Betts vd., 1993; Gruys vd., 1994; Kumar vd.,
2014). Mitchell vd. (1991), interlokin-1 (IL-1) ile indiikledikleri tavsan sinoviyal
fibroblast (SF) hiicrelerinden SAA ekspresyonunun oldugunu gézlemlemiglerdir.
Benzer sekilde, atlarin SF hiicreleri ve kondrositlerinde IL-1pB, IL-6 ve TNF-a’nin
SAA sentezi ilizerine etkileri arastirilmis, 6zellikle IL-1B’nin bu hiicrelerde SAA
sentezini indiikledigi bildirilmistir (Jacobsen vd., 2016). Proinflamatuar sitokinlerin
yani sira, lipopolisakkarit (LPS) (Morrow vd., 1981; Zhou vd., 2023) ve A
vitamininin de (Sevimli vd., 2005) SAA’nin o6nemli indiikleyicileri oldugu

kaydedilmistir.

Kanatlilarda bildirilen tiim amiloidozis olgularinin, AA protein birikimine
bagli olarak sekillenen, sekonder amiloidozis oldugu dikkati ¢ekmektedir (Landman
vd., 1996; Landman vd., 1998a). Sistemik sekonder amiloidozis gozlenen
kanatlilarda en ¢ok etkilenen organlarin karaciger, dalak, bobrek ve ince bagirsaklar
oldugu bildirilmistir (Hoffman ve Leighton, 1985; Brayton, 1992). Tavuklarda en sik
karsilagilan amiloidozis olgularinin ise amiloid artropati oldugu kaydedilmistir
(Landman vd., 1994; Steentjes vd., 2002). Tavuklar amiloid artropati gelisimine
yatkin oluslart nedeniyle, bir¢ok deneysel c¢alismada (Landman vd., 1996;
Peperkamp vd., 1997; Ovelgonne vd., 2001; Steentjes vd., 2002; Upragarin vd.,
2005b; Alasonyalilar vd., 2006; Sevimli vd., 2008; Petersen vd., 2010; Falker-Gieske
vd., 2022) model olarak kullanilmistir.



Hayvan deneyleri, hastaliklarin patojenezini arastiran bilimsel ¢alismalarda
onemli bir rol oynamakla birlikte, siiregelen etik tartismalarin da konusu olmustur
(Freshney, 2010). Bu nedenle, bir¢ok evcil hayvanda oldugu gibi, tavuklarda da in
vitro yontemler, etik kaygilar1 en aza indirmek i¢in iyi bir alternatif olarak kabul
edilmektedir (Freshney, 2010; Akkoc ve Kahraman, 2012). Kullanimi1 kolay ve
ekonomik olan tavuk embriyonik hiicreleri (Urja vd., 2018), uygun hiicre kiiltiirti
ortaminda, hizli ve siirekli biiyiimeye kolaylikla uyum saglayabildikleri igin in vitro
calismalarda kullanilmak tizere 6zellikle tercih edilmektedir (Rubin, 1966).

Amiloid artropati olusumunda, sinoviyal membranin intima katmaninda
bulunan SF’lerin de 6nemli bir rol oynadigi bilinmektedir (Upragarin vd., 2005b;
Blanco vd., 2016). Sinoviyal hiicrelerin yaklasik {icte ikisini olusturan bu hiicreler,
fibroblastlardan koken alan mezenkimal hiicrelerdir (Ghadially ve Roy, 1967; Bartok
ve Firestein, 2010). Zhao vd. (2016), eklem hastaliklar ile ilgili olarak yaptiklari in
vitro bir c¢aligmada, SF hiicrelerinin kullanilmasinin, sinoviyal dokularin
hastaliklardaki roliinii tespit etmek ic¢in daha etkili bir yontem olabilecegini one
stirmislerdir. Ayni arastirmada (Zhao vd., 2016), SF’lerin hastaliklardaki 6neminin
Iyi bilinmesinin, eklem hastaliklarina yonelik terapdtik yaklasimlarin gelistirilmesini

de saglayabilecegi kaydedilmistir.

Yapilan kapsamli literatiir taramalari, hayvan refahi {izerinde biiyiik etkisi
olan amiloid artropati aragtirmalarmin ¢ogunlukla in vivo kosullarda oldugunu
gostermektedir. Bildigimiz kadariyla, ergin tavuk SF’lerinden SAA saliniminin in
vitro kosullarda arastirilmasina yonelik yapilmis yalnizca bir ¢alisma bulunmaktadir
(Upragarin vd., 2005b). Ancak, tavuk embriyolarina ait SF’lerden SAA saliniminin
in vitro kosullarda aragtirllmasina yonelik yapilmis herhangi bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Amiloid artropatinin ekonomik 6nemi gbéz Oniine alindiginda,
patojenez hakkinda detayli bilgiye ulasmak ve sekonder amiloidozisin, kiimes
hayvanlarinda neden oldugu ekonomik kayiplar1 azaltmak i¢in, daha kapsamli in vivo
ve in vitro ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu tez calismasindaki hipotezimiz,
sinoviyal membranin intima katmaninda bulunan SF’lerin eklem hastaliklarinda

onemli rol oynadigi ve bu hiicrelerin kullanilmasimin amiloid artropatideki roliinii



tespit etmek icin etkili bir yontem olabilecegi yoniindedir. Ayrica tavuklarin amiloid
artropati gelisimine yatkin olusu ve patojenezde rol oynayan prekiirsdr protein
SAA’nin  in  vitro kosullarda farkli ajanlarla TESF’lerden sentezinin
indiiklenebilecegidir. Bu hipotezimize yonelik amacimiz ise ilk kez primer TESF
hiicrelerinin izole edilmesi ile birlikte LPS, IL-18 ve A vitamini ile indiiklenen
TESF’lerde, SAA sentezininin molekiiler tekniklerle dlciilebilecegi in vitro deney
modelinin ilk defa olusturulmasidir. Bir diger hipotezimiz de farkli ajanlarla
indiiklenen SF’lerin, SAA sentezindeki etkisinin doz ve siire acisindan
degerlendirilmesinin amiloid artropati patojenezine yonelik teshis ve terapotik
yaklagimlarin gelistirilmesini saglayabilecegidir. Bu hipoteze yonelik amacimiz ise
farkli dozlarda, farkli ajanlarla indiiklenen TESF’lerde SAA’nin 24. ve 48.
saatlerdeki tiretiminin, enzim bagli immunosorbent testi (ELISA) ve ger¢ek zamanlh
kantitatif  polimeraz  zincir reaksiyonu (QPCR) ile molekiiler diizeyde

degerlendirilmesidir.

1.1. Genel Bilgiler

1.1.1. Tamim ve Tarihge

Amiloid, proteolitik enzimlerle eritilemeyen ve ¢dzlinemeyen, anormal yapida bir
proteindir. Bu maddenin insan ve hayvanlarin ¢esitli organ ve dokularinda, hiicreler
arasinda kalic1 olarak birikmesine amiloidozis denir (Glenner, 1980; Bochsler ve
Slauson, 2002). Amiloidozis terimi, amiloid fibril proteininin birikimi sonucunda
sekillenen patolojik olgulari ifade etmektedir (Bochsler ve Slauson, 2002; Blanco
vd., 2016).

Glisson, ilk kez 1654 yilinda, dokularda amiloid birikimlerini gézlemlemistir
(Glisson, 1654). Daha sonrasinda, kronik yangisal hastaliklar nedeniyle olen
insanlarin organ ve dokularinda, iodin ile pozitif reaksiyon veren, mumsu yapida
nisasta benzeri’® bir maddenin biriktigi saptanmis ve ilk kez 1854 yilinda Virchow

tarafindan amiloid terimi kullanilmistir. Amiloid birikintileri igerisinde bulunan

! (nisasta=amilum, nigasta benzeri=amiloid)



karbonhidrat yapinin iyot ve siilfiirik asit ile nisasta benzeri reaksiyondan sorumlu
oldugu belirtilmistir (Virchow, 1854). Cizelge 1.1.’de, amiloid arastirmalarinin

kronolojik siralamasina gore dnemli basliklar verilmistir.

Cizelge 1.1: Amiloid arastirma tarihindeki 6nemli basliklar’, (Janssen, 1985)’den modifiye
edildi.

Konu Yazar
Dokularda ilk kez amiloid birikiminin Glisson, 1654
gbzlenmesi
Amiloid teriminin ilk defa kullanilmasi Virchow, 1854
Amiloidin protein yapisinda bir madde Friedreich ve Kekule, 1859
oldugunun tespit edilmesi
Amiloidin kongo kirmizisi ile boyanmasi Bennhold, 1922
Amiloidin  fibriler yapida bir protein Cohen ve Calkins, 1959
oldugunun saptanmasi
Amiloid fibrillerinin izolasyonu Pras vd., 1968
B-kivrimli  amiloid  fibril  yapilarinin Eanes ve Glenner, 1968
saptanmasi
AL proteinin amino asit dizisinin saptanmasi Glenner vd., 1970
AA proteininin - amino asit  dizisinin Benditt vd., 1971
saptanmasi
In vitro kosullarda amiloid fibril olusumunun Glenner vd., 1971
gdzlenmesi
SAA’nin identifikasyonu Levin vd., 1973
SAA’nin sekonder amiloidoziste prekiirsor Husebekk vd., 1985

protein oldugunun saptanmasi

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

1.1.2. AmiloidinYapisi

Amiloid maddesi, bilinmeyen etkiler altinda proteinlerin katlanmasindaki

degisiklikler sonucunda sekillenen anormal bir proteindir. Doku ve organlarda



¢oziinemeyen, fibriler bir formda birikim gdstermektedir (Husby vd., 1985). Cohen
ve Calkins (1959), elektron mikroskobu kullanarak amiloidin fibriler yapisini ilk kez
ortaya koymustur. Eanes ve Glenner (1968), ise B-kivrimli amiloid fibrillerinin
molekiiler yapisini, X-1s1mm1 kirilim analizi ve kizilotesi 1sinlar  kullanarak

tanimlamustir.

Amiloid fibril proteinlerinin 3000-30.000 Da arasinda degisen molekiiler
agirh@a sahip oldugu distinilmektedir. Bu proteinler, 7-10 nm c¢apinda ve

uzunlugunda, ultrastriiktiirel olarak dallanma gdstermeyen bir yapidadir (Glenner,

1980; van Andel vd., 1986).

1.1.3. Amiloid ve Amiloidozisin Siniflandirilmasi

Amiloidozis, amiloid birikiminin dokulardaki dagilimina gore lokal veya sistemik ya
da mevcut bir hastalifin bulunup bulunmamasina goére primer veya sekonder
amiloidozis olarak siniflandirilmaktadir. Benditt ve Eriksen (1964), ilk kez amiloid
maddesinin heterojen yapida olabilecegini One siirerek, ‘Amiloid A’ ve ‘Amiloid B’
terimlerini kullanmigtir. Daha sonraki yillarda bu siniflandirma, amiloid fibril protein
yapisina gore AL (Glenner vd., 1970) ve AA protein olarak degistirilmistir (Benditt
vd.,1971).

Plazma hiicrelerinden koken aldigi bilinen ve immunglobulin hafif
zincirlerinden olusan AL proteinin, dokularda birikmesi sonucunda sekillenen
amiloidozis ‘atipik, primer ya da AL’ amiloidozis olarak tanimlanir. Cogunlukla
insanlarda rastlanilan, bozuk immunglobulin {iretimi sonucunda sekillenen ve
herhangi bir hastalikla iliskisi olmayan AL amiloidozis (Bochsler ve Slauson, 2002;
Kumar vd., 2014; Miller ve Zachary, 2017) hayvanlarda kedi (Liepnieks vd., 1996;
Tamura vd., 2020), kopek (Platz vd., 1997; Kadota vd., 2020), sigir (Taniyama vd.,
2000; Kameyama vd., 2003) ve atlarda (Niewold vd., 1996; Kim vd., 2005)
bildirilmistir.



Immunglobulin yapisinda olmayan AA proteinin dokularda birikimine bagl
olarak sekillenen amiloidozis ‘reaktif, sekonder ya da AA amiloidozis’ olarak
tamimlanmaktadir (Bochsler ve Slauson, 2002; Kumar vd., 2014; Miller ve Zachary,
2017). Hayvanlarda en sik karsilasilan bu amiloidozis tiirii, yangisal reaksiyonlar ve
kronik hastaliklarin ciddi bir komplikasyonu olarak sekillenmektedir (Glenner, 1980;
Landman vd., 1994; Bochsler ve Slauson, 2002).

Amiloidozisin smiflandirilmasi amiloid fibril proteininin ¢esidine gore de
yapilmaktadir (Sipe vd., 2014). Amiloid fibril proteinlerinin karakterizasyonu ve
simiflandirilmasinda, icerdigi primer amino asit dizisi kullanilmaktadir (Husby,
1994). Uluslararas1 Amiloidozis Dernegi Adlandirma Komitesi’ne gore primer amino
asit dizisinde farklililk gosteren 31 adet ekstraselliiler fibril proteini oldugu ve
bunlardan 10 tanesinin hayvanlarda tanimlandigi bilinmektedir (Sipe vd., 2014).
Hayvanlarda tanimlanan bazi amiloid fibril proteinleri ve onlarin prekiirsorleri

Cizelge 1.2.°de verilmistir.

Cizelge 1.2: Hayvanlarda tanimlanan bazi amiloid fibril proteinleri ve onlarm prekiirsér

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

Hayvan Tiirii Fibril Protein Prekiirsor Protein
Hindi, inek, kedi, ordek, tavuk AA (Apo) SAA (S)
At, kedi, si1gr, AL Immunglobulin hafif zinciri (L+S)
Kopek AApoAI Apolipoprotein Al (S)
Fare AApoAll Apolipoprotein All (S)
Ay1, koyun, kopek, maymun AP AP prekiirsor protein (L)
Inek ACas a-S2C kazein (L)
Inek, koyun, APrP Prion protein (L)
Sican Alns Insiilin (L)

“Apo: Apolipoprotein, AP: Amiloid beta protein, ACas: Amiloid kazein protein, APrP: Amiloid prion protein,
Alns: Amiloid insiilin protein, L: Lokal, S: Sistemik.



1.1.4. Etiyoloji

Amiloidozis, c¢esitli yangisal reaksiyonlar ve hastaliklar sonucunda ortaya
cikmaktadir (Bochsler ve Slauson, 2002; Kumar vd., 2014). Insanlarda romatoid
artrit (Teilum ve Lindahl, 1954; Dhillon vd., 1989; Koivuniemi vd., 2008; Kuroda
vd., 2012; Jung vd., 2021; Georgin-Lavialle vd., 2023), tiiberkiiloz (Erk vd., 1995;
Georgin-Lavialle vd., 2023), lepra (Ozaki ve Furuta, 1975; Nakayama vd., 2001),
ailesel Akdeniz atesi (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 (Schréder vd., 2000) ve diyabet (Lorenzo ve
Yankner, 1996; Oskarsson vd., 2015) gibi hastaliklarda amiloid birikimi
bildirilmistir. Yapilan c¢alismalarda (Simms vd., 1994; Landman vd., 1998a),
insanlarda ve hayvanlarda en yaygin gozlenen amiloidozis formunun sekonder
amiloidozis oldugu rapor edilmistir. Insanlarda gozlenen sekonder amiloidozis
olgularmin prevalansinin % 0,5-0,86 oldugu ve buna sebep olan en yaygin durumun
ise romatoid artrit oldugu kaydedilmistir (Hazenberg ve Rijswijk, 1994; Simms vd.,
1994).

Insanlarda gdzlenen vakalarmn yam sira, kedilerde rastlantisal olgularda (van
der Linde-Sipman vd., 1997; Niewold vd., 1999; Beatty vd., 2002), hepatomegali
(Neo-Suzuki vd., 2017) ve kronik bobrek yetmezligi (Tei vd., 2018; Schulte vd.,
2022) gibi durumlarda, kopeklerde hepatit (Loeven, 1994), bobrek yetmezligi
(Slauson vd., 1970; DiBartola vd., 1990; Segev vd., 2012; Loewen vd., 2018) ve akut
bobrek hasarinda (Brunet vd., 2023), sigirlarda rastlantisal olgularda (Gruys, 1977;
Niewold vd., 1991; Tojo vd., 2005; Senturk ve Ozyigit, 2006; Yoshida vd., 2009;
Murakami vd., 2012), koyunlarda {irolitiazis (Fernandez vd., 2003), renal fibrozis
(Jarad vd., 2020), rastlantisal olgular (Mensua vd., 2003) ve deneysel olarak
indiiklenen vakalarda (Biescas vd., 2009), kecilerde rastlantisal olgular (Farnsworth
ve Miller, 1985; Mensua vd., 2003) ile endometrit ve abort (Gaffney vd., 2015) gibi
durumlarda, ceylanlarda rastlantisal olgularda (Linke vd., 1986; Ceribasi vd., 2009),
atlarda gastroenteropati (Hayden vd., 1988), iiveit (Ostevik vd., 2014), bull6z



hastaliklar (Fussel vd., 2021) ve rastlantisal olgularda (Abdelkader vd., 1991; Portela

vd., 2012) sekonder amiloidozis tespit edilmistir.

Tavuklarda hem rastlantisal olarak gozlenen hem de deneysel olarak
indiiklenen 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), oérdeklerde rastlantisal (Guo vd., 1996) ve deneysel
olgular (Lings, 1992) ile kanatli 16ykozu (Stepanets vd., 2001) ve tiiberkiilozunda
(Chen vd., 2019), bildircinlarda rastlantisal olgular (Nakamura vd., 1998) ve
deneysel olarak indiiklenen vakalar (Nakayama vd., 2017; Miyoshi vd., 2019) ile
devekusunda da benzer sekilde rastlantisal olarak (Akkog¢ vd., 2009), sekonder
amiloidozis vakast rapor edilmistir. Ayrica bircok deneysel calismada fare
(Takahashi vd., 1989; Ganowiak vd., 1994; Lundmark vd., 2005; Maeda vd., 2016;
Yang vd., 2018), rat (Beems vd., 1978; Yu vd., 2000) ve tavsanlarda da (Hinton,
1981; Horiuchi vd., 2008; Murakami vd., 2011) amiloidozis olgular1 bildirilmistir.

1.2. Kanathlarda Amiloidozis

Cesitli kanatl tiirlerini etkileyebilen amiloidozis olgulari, 6zellikle su kuslarinda iyi
bilinen patolojik bir bozukluktur. Amiloidozis insidansi kronik hastaliklar, yas ve
stres faktorlerine bagli olarak artis gostermektedir (Sato vd., 1981; Schneider vd.,
1988). Landman vd. (1998a), dogada serbest halde bulunan kanatlilarda amiloidozise
hi¢ rastlanmadigini, sadece kafese alinmis olan kanatlilarda bu olgular ile
karsilasildigini 6ne siirmiislerdir. Amiloidozisin kronik yangisal reaksiyonlarin ciddi
bir komplikasyonu oldugu ve kanatlhilarda goézlenen olgularin % 60’mnin kronik

hastaliklarla, % 40’1nin ise idiyopatik sebeplerle iliskili olabilecegi rapor edilmistir.

Yapilan arastirmalar (Landman vd., 1996; Landman vd., 1998a) sonucunda,
kanatlilarda bildirilen tim amiloidozis vakalarinin, sekonder amiloidozis oldugu
dikkati ¢ekmektedir. Kanatlilarda sistemik sekonder amiloidozis olgularinda en ¢ok
etkilenen organlarin karaciger, dalak, bobrek ve ince bagirsaklar oldugu

kaydedilmistir (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 kanatlilarda karaciger, dalak, bobrek, bagirsak ve eklem
bolgelerinde amiloid birikimine neden oldugu rapor edilmistir. Tavuklarda ise en sik
karsilasilan amiloidozis olgularinin amiloid artropati oldugu dikkati ¢ekmekte ve
amiloid birikimi i¢in bacak eklemlerinin predispoze bodlgeler oldugu oOne
siiriilmektedir (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

Kanatlilarda 6zellikle eklem bolgesini kapsayan bacak hastaliklari, 6nemli lokomotor
problemlere sebep olarak hayvan refahini1 olumsuz yonde etkilemektedir (Bradshaw
vd., 2002). Bu hastaliklar ticari olarak yetistirilen ve hizla biiyiiyen kanathilarda
gelisim bozukluklari, lokomotor problemlere bagli topalliklar, karkas kalitesinde
bozulma ve mortalite artis1 gibi sebeplerden dolay: {ireticiler i¢in biiyilk ekonomik

kayiplara neden olmaktadir (Braga vd., 2016).

Yapilan bazi arastirmalar (Edwards, 2000; McNamee ve Smyth, 2000),
ABD’de yetistirilen tavuk siiriilerinde, bacak hastaliklarinin yilda yaklasik 80-120
milyon dolar ekonomik kayba neden oldugunu gostermektedir. Avrupa’da birgok
tilkede giderek artan bir 6neme sahip amiloid artropatinin, Hollanda ve Fransa’da
yetistirilen tavuk siirilerinin % 61’inde, topallifin temel sebebi oldugu
diisiiniilmektedir (Landman vd., 1994). Tirkiye’de ise, kanatli endiistrisinin iilke
ekonomisindeki onemi gbz Oniine alindiginda, amiloid artropati olgularina yonelik
yapilan arastirmalarin az sayida oldugu dikkati ¢ekmekte (Misirlioglu vd., 2001;
Day1 ve Sevimli, 2022) ve amiloid artropatinin Tiirkiye’de kanatli sektdriinde sebep
oldugu ekonomik kayba yonelik yapilmis herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir
(Day1 ve Sevimli, 2022).
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Tavuklarda gozlenen eklem lezyonlarinin 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; Misirlioglu 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; Misirlioglu 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; Misirlioglu 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 ¢iktigi bilinmektedir. Bu
lezyonlar, eklemlerde veya tendon kiliflarinda yangisal degisikliklerle karakterize
olup, artritise veya tenosinovitise sebep olmaktadir (Calnek vd., 1991; Landman vd.,
1999b; Misirhioglu vd., 2001; Rasheed, 2011; Zhang vd., 2019).

Maestrini ve Pascucci (1970), kanathilarda ilk kez Beg¢ tavugu siiriisiiniin
bacak eklemlerinde amiloid birikintilerini tanimlamis ve siiride % 5 oraninda
topallik ile birlikte, gelisim geriligi oldugunu gozlemlemislerdir. Landman vd.
(1998a), tavuklarda amiloid prekiirsor proteininin eklemlerde birikmesinin, eklem
kikirdagr vaskiilarizasyonunun iyt olmasina bagli olarak sekillendigini One
stirmislerdir. Peperkamp vd. (1997)’e gore, eklem kikirdagini1 besleyen damarlar ve
sinoviyum, amiloid birikiminin meydana geldigi 6nemli predispoze bdlgelerdir.
Tavuklar bu sebeplerden dolayr amiloid artropati gelisimine yatkin olmalari
nedeniyle, amiloid fibrillerinin olusumunu arastirmak igin bir¢ok deneysel ¢alismada
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; Alasonyalilar vd., 2006; Kapakin vd., 2007,
Petersen vd., 2009; Sevimli vd., 2013; Falker-Gieske vd., 2022).
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Ticari bir siirliniin yaklasitk % 20-30’unda yumurta veriminde diislis ve
biiyiime geriligi gibi problemlere neden olan ve bacak eklemlerinde AA protein
birikimi ile karakterize sisliklerle seyreden amiloid artropati, ilk olarak kahverengi
yumurtaci tavuk irklarinda tanimlanmistir (Landman vd., 1994). Amiloid artropati
olgularina beyaz yumurtaci tavuklar ve broyler irki tavuklara oranla, kahverengi
yumurtaci tavuk irklarinda daha sik rastlanilmaktadir (Landman vd., 1994; Landman
vd., 1998a; Steentjes vd., 2002). Ovelgonne vd. (2001), deneysel olarak yaptiklari bir
calismada kahverengi ve beyaz yumurtaci tavuklar ile broyler irki tavuklara aym
dozda, intravenoz yol ile E. faecalis etkeni inokule etmis, ancak sadece kahverengi
yumurtact tavuklarda amiloid artropatinin = sekillendigini gdzlemlemislerdir.
Kahverengi yumurtaci tavuklarda humoral bir antikor yanit gozlenirken, beyaz
yumurtaci tavuklarda ise hiicre aracili bir yanit gozlendigi ve amiloid artropatiye
karsit duyarlilik farkinin bu duruma bagli oldugu 6ne siiriilmiis (Landman vd.,
1998a), ancak beyaz yumurtaci tavuklarda ve broyler irki tavuklarda hastaliga karsi
olusan direncin altinda yatan ana sebeplerin ne oldugu heniiz tam olarak
saptanamamistir (Falker-Gieske vd., 2022). Broyler irki tavuklarda ise amiloid
birikimlerinin gézlenmemesindeki muhtemel nedenin yaklasik 7 haftalik bir yasam
stiiresi sonunda kesime sevk edilmeleri ve kisa bir omiire sahip olmalarindan

kaynaklandig: diistiniillmektedir (Ovelgonne vd., 2001).

1.4. Patojenez

Amiloidozis, patomorfolojisi ve epidemiyolojisi hakkinda yapilan kapsamh
aragtirmalar olmasina ragmen, patojenezi heniiz tam olarak bilinmeyen ve iyi
anlagilamayan kompleks bir olgudur (Landman vd., 1998a). Bu konuda yapilan
arastirmalar sonucunda kronik enfeksiyonlar, yangisal reaksiyonlar veya tliimorlerin
yant sira AFY ve SAA, proinflamatuar sitokinler, infeksiyoz ve noninfeksiyoz
ajanlar ile SF’lerin amiloid olusumunda etkin rol oynayan predispoze edici faktorler
oldugu bilinmektedir (Landman vd., 1998a; Bochsler ve Slauson, 2002; Kumar vd.,
2014; De Buck vd., 2016).
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1.4.1. Prekiirsor Protein ve AFY’nin Rolii

Doku hasari, enfeksiyon, neoplazi ve immiinolojik bozukluklar gibi durumlarda
organizmanin verdigi cevap AFY olarak bilinmektedir. Bu yanit sirasinda
sentezlenen ve Onemli AFP’lerden biri olan SAA, AA proteinin prekiirsor
maddesidir. Ayrica SAA’nin proteolitik sindirime direngli olan amiloid fibrillerinin
olusumunda etkin rol oynadig1 diisiiniilmektedir (Landman vd., 1994; Yamada vd.,
1996). Molekiil agirligi 15 kDa olan SAA, AFY sirasinda plazma konsantrasyon
seviyesi 10-100 kat artis gdsteren pozitif bir AFP’dir (Ceron vd., 2005). Ik kez
Husby ve Natvig (1974), tarafindan sekonder amiloidozis olgularinda amiloid
birikintilerinden izole edilen AA proteinine karsi capraz reaksiyon gostermesi
sonucunda serumda tanimlanmustir. Benditt ve Eriksen (1977), SAA’nin amino asit
dizisinde bulunan N-terminal bdlgesi ile AA proteinin amino asit dizisinin ayni

oldugunu belirtmiglerdir.

Akut faz yanit sirasinda temel olarak karacigerde {iretilip sentezlenen
SAA’nin (Benditt ve Eriksen 1977; Kalmovarin vd., 1991; Uhlar ve Whitehead,
1999; Migita vd., 2004; Konstandi vd., 2019; You vd., 2023) ayrica beyin (Meek ve
Benditt, 1986; Liang vd., 1997; Tucker ve Sack Jr, 2001; Soriano vd., 2020), akciger
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), bobrek (Ramadori vd., 1985a; Webb vd., 1989; Meek vd., 1992; Marhaug
vd., 1997; Dieter vd., 2019), lenf yumrusu (Meek vd., 1992), mide ve bagirsaklar
(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 hiicre (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), nétrofil
16kosit (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 oldugu bilinmektedir.
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Serum amiloid A, AFY reaktan1 olarak lipid metabolizmasinda ve
taginmasinda onemli rol oynamaktadir. Bu AFP, karacigerde sentezlendikten sonra,
apolipoprotein SAA (apoSAA) olarak seruma verilir ve serumda tasinirken yiiksek
yogunluklu lipoprotein (HDL3) ile kompleks halde bulunur. Akut faz reaksiyonuna
yanit olarak, SAA’nin kalict ve asir1 liretimi sonucunda, bozulmus katabolizmaya
bagl olarak, kismen bozulmus N-terminal fragmanin, proteaza direngli fibriller
halinde toplanmasina yol agtigina inanilmaktadir. Eriyebilir yapida olan bu prekiirsor
protein, hedef dokularda proteolitik sindirime direngli spesifik amiloid fibrillerine
dontigerek dokularda birikim gosterir (Yamada vd., 1996). Husebekk vd. (1985),
farelerde in vitro kosullarda yaptiklari bir ¢alismada, apoSAA maddesinin amiloid

fibrillerine doniistiigiini bildirmislerdir.

Serum amiloid A’nin yikimlanmasi sonucunda agiga ¢ikan fibril proteinlerin
proteolitik sindirime kars1 direngli olmasi nedeniyle amiloidozis olgularinin
dokularda kalic1 ve geri doniisiimsiiz bir seyri oldugu bilinmektedir (Husby vd.,
1985; Bochsler ve Slauson, 2002; Miller ve Zachary, 2017). Viicutta herhangi bir
doku veya organda fibril proteinlerin olusturdugu amiloid birikimleri hiicrelerde
atrofi ve nekroza sebep olarak normal yapi1 ve fonksiyon bozukluklarma yol

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

1.4.2. Amiloid Arttiric1 Faktor (AEF) ve Fibrillojenezin Rolii

Teilum (1964), tarafindan yapilan bir ¢calismada, amiloid olusumunun yavas gelisen
bir preamiloid faz ile bagladig1 ve bunu daha hizli gelisen bir birikim fazinin izledigi
One siirlilmiistiir (Sekil 1.1.). Hiicre i¢i yollarla, SAA’nin pargalanmas1 sonucunda
olusan fibriler yapidaki prekiirsor protein, AEF olarak hareket etmektedir (Upragarin
vd., 2005a). Bunun sonucunda AEF’nin yavas birikimi ile birlikte preamiloid faz
meydana gelir (Teilum, 1964). Amiloid fibrillerinden koken alan AEF, amiloidin
dokularda birikimini hizlandiran bir faktor olarak tanimlanmaktadir (Axelrad vd.,
1975; Liu vd., 2007). Bu faktoriin igerisinde bulunan B-kivrimli materyalin, AA
amiloidozis olgularinda amiloid fibril kristalizasyonu icin bir ¢ekirdek gorevi

istlendigi diistiniilmektedir (Niewold vd., 1987).
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Sinoviyositler Makrofajlar
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Proinflamatuar Sitokinler
(IL-1B, IL-6, TNF-0)
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proteinazlar tarafindan Hiicre ici yollarla

AEF

parcalanma parcalaima
Coztinemeyen AA Bozulmus SAA
molekiilleri tirtinleri

\ / GAG. PG, SAP

Fibrillojenez
(AA fibril proteinlerin anormal katlanma51)

Amiloid Artropati

Sekil 1.1: Amiloid artropati patojenezinin sematize edilmis goriinimii (Upragarin vd.,
2005b; Blanco vd., 2016)’dan modifiye edildi .

* IL-1p: Interlokin-1pB, IL-6: Interlokin-6, TNF-o: Tiimor nekrozis faktor-a, AEF: Amiloid arttiric1 faktér, GAG:
Glikozaminoglikan, PG: Prostaglandin, SAP: Serum amiloid P.
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Birikim fazi, SAA’nin hiicre dis1 yollarla proteinazlar tarafindan parcalanmasi
sonucunda meydana gelir (Teilum, 1964). Bu asamada SAA molekiil yapisinin
bozulmasi ile ¢6ziinemeyen ve proteolitik enzimlerle eritilemeyen fibriler yapidaki
prekiirsor protein olusur (Kumar vd., 2014). Birikim faz1 asamasinda SAA proteini
notrofil 16kositlerin  azurofil graniillerinde ve monosit kokenli hiicrelerin dig
yiizeyinde par¢alanmaktadir (Skogen vd., 1980; Yamada vd., 1996; Zekerias vd.,
2000). Yamada vd. (1996), olusan amiloid fibril proteinlerinin lokositlerin
fagolizozomlari igerisine alinarak proteazlar ile etkilesim gosterdigini ve bu nedenle

erken fibril formasyonunun lizozomlar igerisinde sekillendigini 6ne siirmektedir.

Amiloidojenezde Onemli bir adim olan proteolizis, proteolitik sindirime
direncli amiloid fibrillerinin olusumunda rol oynayan fibrillojenik bir olay olarak
kabul edilmektedir (Landman vd., 1998a). Bu olay amiloidojenik bir prekiirsor
proteinin anormal katlanmasi sonucunda baslar. Prekiirsor proteindeki yanlig
katlanmalar, eksik bir proteolitik boliinme, aminoasitlerin yer degistirmesi ya da
AFY sirasinda serum konsantrasyonunda artis gézlenen SAA’nin asirt liretimi ve
anormal SAA Kkatabolizmasinin fibrillojenez i¢in O6nemli faktorler oldugu
diisiiniilmektedir (Dember, 2005).

Landman vd. (1996), amiloid artropati gozlenen tavuklarin eklemlerinde,
amiloid birikimi igerisinde SAA proteininin varli§in1 saptamis ve proteolizis ile AA
protein olugsmadan 6nce amiloid fibrillerinde SAA polimerizasyonunun meydana
geldigini 6ne siirmislerdir. Ancak, amiloid birikiminin sekillenmesi i¢in tek basina
artmig bir SAA tretimi yeterli degildir (Migita vd., 1996; Kumar vd., 2014). Baz1
calismalarda arastirmacilar (Skogen vd., 1980; Linke vd., 1991; Zekerias vd., 2000;
Sevimli vd., 2005) nétrofil 16kositler ve makrofajlardan salinan lizozomal enzimler
ile birlikte matriks metalloproteinaz-1 (MMP-1, kollejanaz) ve matriks
metalloproteinaz-3’iin (MMP-3, stromelisin), amiloid fibrillerinin olusumunda etkin

rol oynadigimi tespit etmislerdir (Mitchell vd., 1993).
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Woldemeskel (2012), prekiirsor proteinde meydana gelen anormal
katlanmalar sonucunda ortaya c¢ikan amiloid fibrillerinin ‘B-kivrimli yaprak’
yapisinda sekillendigini ve amiloid fibrillerini olusturmak iizere reorganize oldugunu
One slrmiistiir. Ayrica bazi tiirlerde, AA amiloidozisin patojenezine katkida
bulundugu diisiiniilen diger 6nemli bir faktoriin, yani amiloid fibrillerini olusturmaya

egilimli olan apoSAA izotiplerinin varligi oldugu bilinmektedir (Landman vd.,

1998a).

1.4.3. Proinflamatuar Sitokinlerin Rolii

Amiloid fibrillerinin olusumunda etkin rol oynayan SAA’nin sentezi IL-1f, IL-6 ve
TNF-a gibi proinflamatuar sitokinler tarafindan indiiklenmektedir (Betts vd., 1993;
Bochsler ve Slauson, 2002; Kumar vd., 2014). Bu sitokinler, aktive olmus monosit-
makrofaj, endotel hiicreleri, fibroblast ve sinoviyositler gibi bir¢ok hiicre tarafindan
tiretilmektedir (Kumar vd., 2014; Blanco vd., 2016). Serum amiloid A’nin gen
promotor bolgesi ile gen baglanma bolgesinin spesifik DNA dizileri insanlarda,
farelerde, ratlarda ve tavsanlarda tanimlanmistir. Proinflamatuar sitokinlerin doku
ozgilliigli kazandiran ve yliksek oranda SAA transkripsiyonuna izin veren bu
promotor baglanma elemanlar1 yoluyla SAA gen ekspresyonunu diizenledigi

diisiiniilmektedir (Li ve Liao, 1992).

Amiloid artropati olgularinda proinflamatuar sitokinlerin rolii ile ilgili az
sayida literatiir bulunmaktadir (Blanco vd., 2016). Mitchell vd. (1991), tavsanlarda in
vitro kosullarda yaptigi bir ¢alismada, IL-1 ile indiiklenen SF’lerde, SAA-3
ekspresyonunun arttigint gézlemlemislerdir. Atlarda in vitro kosullarda yapilan bir
caligmada (Jacobsen vd., 2016), IL-1B, IL-6 ve TNF-o’'nin SF’lerde ve
kondrositlerde SAA sentezi lizerine etkileri arastirilmis ve Ozellikle IL-1B’nin, bu
hiicrelerde SAA sentezinin énemli bir indiikleyicisi oldugu bildirilmistir. Deneysel
olarak Freund’s adjuvant ile amiloid artropati olusturulan tavuklarda, SAA seviyesi
ile IL-1p arasinda pozitif bir korrelasyon gézlenmis, IL-18’nin, kanatlilarda AA

amiloidoziste tek basimna ve TNF-o ile birlikte onemli etkilerinin oldugu tespit
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edilmistir (Sevimli vd., 2008). Ancak IL-6’nin rolii hala tam olarak bilinmemektedir

(Blanco vd., 2016).

1.4.4. Infeksiy6z ve Noninfeksiyoz Ajanlari Rolii

Amiloidozis olusumunda farkli etiyolojik ajanlar rol oynamaktadir (Blanco vd.,
2016; Miller ve Zachary, 2017). Yapilan bazi ¢alismalarda arastirmacilar amiloid
artropati olgularinin 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; Alasonyalilar 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 infeksiy6z ajanlar tarafindan indiiklendigini

gozlemlemislerdir.

Liu vd. (2020), M. synoviae ile enfekte edilen tavuk SF’lerinde SAA mMRNA
ekspresyonunda artis oldugunu rapor etmislerdir. Ayrica 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’nin 6nemli indiikleyicileri oldugu bildirilmistir. Ancak bu etkenlerin amiloid

artropati olusumundaki primer rolleri hala tartigmalidir (Landman vd., 1998a).

Gram negatif bakterilerin dis zarlarinda bulunan ve konak¢1 lizerinde gesitli
etkilere sahip olan LPS, 6zellikle immun sistemin gii¢lii bir biyoaktivatorii olarak
kabul edilmektedir (Kent vd., 1998). Prekiirsor protein olan SAA’nin, kanda yiiksek
seviyeye ulasmasina neden olarak uzun siireli bir inflamatuar etki ortaya ¢ikardigi ve

bu sekilde etkili oldugu diistiniilmektedir (Upragarin vd., 2005b; Jacobsen vd., 2006).
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Yapilan bazi g¢aligmalarda (Landman vd., 1994; Landman vd., 1998b;
Peperkamp vd., 1997; Landman ve Feberwee, 2001; Sevimli vd., 2004; Kapakin vd.,
2007; Petersen vd., 2008), amiloid artropati gozlenen tavuklarda sinoviyal
membranin fibr6z dokusunda, turuncu renkte protein igerikli amiloid birikimine
rastlandig1 bildirilmistir. Bu turuncu renk olusumunun, yemlerde bulunan karotenoid
pigmentlerin birikiminden kaynakli olabilecegi diisiiniilmekte ve A vitamininin
dokulara gegerek, amiloid olusumunda rol oynadigi ileri siiriilmektedir (Landman
vd., 1994; Sevimli vd., 2004). Sevimli vd. (2005), Freund adjuvant ile amiloid
artropati olusturulan civcivlerde, yiikksek A vitamini katkili beslenmenin amiloid
artropatinin siddetini arttirdigini 6ne siirmiislerdir. Ayrica tavuklarda yapilan bagka
caligmalarda (Sevimli vd., 2004; Alasonyalilar vd., 2006), benzer sekilde A
vitamininin, E. feacalis etkeni ile indiiklenen amiloid artropatinin siddetini arttirdigi
ve benzer sekilde etkilenen eklemlerde turuncu renkte amiloid birikimlerinin oldugu

bildirilmistir.

A vitamini ve ilgili retinoidlerin, 16kosit fonksiyonlari tizerine etkili oldugu
ve proinflamatuar sitokinlerin salinimini uyardigi bilinmektedir (Turpin vd., 1990).
Bazi arastirmacilar (Derebe vd., 2014; He vd., 2020), SAA’nin A vitaminin
molekiiler bileseni olan, retinoliin tasinmasinda rol oynayan, retinol baglayici
proteinlerden biri oldugunu tespit etmis ve retinoli ozellikle immun sistem
hiicrelerine tasidigini belirtmislerdir. Ayrica retinoidlerin, amiloid fibrillerinin
SAA’ya doniisiimiinde etkili oldugu bilinen makrofajlarin sayisin1 ve aktivasyonunu
arttirdig1 da diistinilmektedir (Katz vd., 1987). Kedilerde yapilan bir ¢alismada ise,
hipervitaminozis A’nin sebep oldugu immun sistem hiicrelerindeki asir1
aktivasyonun, sekonder amiloidozise yol ac¢tigi bildirilmistir (Clark ve Seawright,
1969).

1.4.5. SF Hiicrelerinin Rolii
Sinoviyal hiicrelerin yaklasik {icte ikisini olusturan SF’ler, fibroblastlardan kdken

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

Tip B sinoviyositler olarak da bilinen bu hiicreler (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 lizere fibroblastlarin bir¢ok 6zelligini tasimaktadir (Bartok ve Firestein,
2010).

Sinoviyal membranin intima katmaninda bulunan SF’ler, proliferatif ve
invaziv Ozellikleri bulunan hiicrelerdir (Falconer vd., 2018). Bu hiicreler zararli
uyaranlarin etkisi sonucunda proinflamatuar mediatorleri serbest birakarak siirekli
yangiya neden olmaktadir (Ritchlin, 2000; Yoshitomi, 2019). Konak savunma
mekanizmalarinin bozulmasi ile birlikte sinoviyumda sekillenen siirekli yanginin,
eklem bosluguna ve eklem kikirdagina zarar verdigi belirtilmistir (Yoshitomi, 2019).
Benzer sekilde bazi arastirmacilar (Upragarin vd., 2005b; Blanco vd., 2016),
SF’lerden lokal olarak sentezlenen sitokinlerin ve SAA’nmn, amiloid artropati
olusumunda etkin rol oynadigina dikkat ¢ekmislerdir. Romatoid artrit gozlenen
insanlarda (O’Hara vd., 2000), artrit gozlenen tavsanlarda (Vallon vd., 2001) ve
amiloid artropati gézlenen tavuklarda (Ovelgonne vd., 2001; Upragarin vd., 2005b)

sinoviyal dokudan SAA sentezinin oldugu bildirilmistir.

Ovelgonne vd. (2001), beyaz yumurtact tavuklara kiyasla kahverengi
yumurtaci tavuklarin bacak eklemlerinde sinoviyal membranin genis yapida olmasi
ve bu sebeple eklem bolgesinde yeterli miktarda kan akiminin olusmasi, ayrica
yangisal reaksiyonlarda etkilenen eklem bolgesindeki SF’lerin proliferasyonunun da
Iyl olmasindan dolay1 amiloid artropatiye daha duyarli olduklarini 6ne siirmiislerdir.
Amiloid artropatili tavuklarda yapilan ¢aligmalarda (Landman vd., 1997; Ovelgonne
vd., 2001; Sevimli vd., 2004; Alasonyalilar vd., 2006; Sevimli vd., 2008), sinoviyal
membran, kollagen lifler ve damarlar etrafinda amiloid birikimi ile bu birikime bagl
olarak, bag doku tabakasmnin kalinlagtigi ve sinoviyal hiicrelerde hiperplazi ve

hipertrofi sekillendigi vurgulanmigtir

Zhao vd. (2016), sinoviyal dokular ile ilgili yapilacak olan fizyolojik ve
patolojik arastirmalarda, SF’lerin in vitro kosullarda kullanilmasinin, bu hiicrelerin
hastaliklardaki roliinii tespit etmek icin etkili bir yontem olacagini 6ne siirmektedir.

Ayrica, SF’lerin hastaliklardaki 6neminin iyi bilinmesi, 6zellikle eklem hastaliklarina
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yonelik terapotik yaklasimlarin gelistirilmesini de saglayabilecegi diisiiniilmektedir
(Zhao vd., 2016). Mitchell vd. (1991), tavsanlarda IL-1; Sack ve Zink (1992),
koyunlarda retroviral artrit; Jacobsen vd. (2016), atlarda IL-1p ve TNF-a, Upragarin
vd. (2005b), tavuklarda LPS ve Liu vd. (2020), tavuklarda M. synoviae ile in vitro
ortamda indiiklenen SF’lerde SAA salinimi oldugunu gozlemlemislerdir. Landman
vd. (1998a), amiloid artropati gozlenen kahvrengi yumurtaci tavuklarda SAA’nin
sinoviyal hiicrelerden sentezlendigini rapor etmis, ayrica eklem kikirdaginin
vaskularizasyonunun iyi olmasi nedeniyle SAA’nin karacigerde sentezlendikten

sonra kan dolasimi yoluyla eklem bolgesine tasinabildigini ileri stirmiislerdir.

1.4.6. Amiloid icerisindeki Diger Komponentlerin Rolii

Amiloid birikimleri igerisinde fibril proteinlerinin yani sira karbonhidrat kismini
olusturan proteoglikanlar, glikozaminoglikanlar (GAG) ve serum amiloid P (SAP)
komponentinden koken alan glikoprotein amiloid P (GAP) gibi bilesenler
bulunmaktadir (McCubbin vd., 1988; Dember, 2005). Amiloid fibril proteinleri
tizerinde GAG’larin diizenleyici ve indiikleyici olarak rol oynadigi disiiniillmektedir
(McCubbin vd., 1988). Peperkamp vd. (1997), tavuklarda yaptiklar1 bir ¢aligmada,
bacak eklemlerinde sekillenen AA amiloid fibril birikimi igerisinde yiiksek oranda
stilfatlanmig GAG’lerin varligin1 gostermiglerdir. Nonfibriler yapida olan GAP ise,
GAG’lere yiiksek affinite duyan ve bu nedenle amiloid birikimleri igerisinde
bulundugu 6ne siiriilen bilesenlerdir (Landman vd., 1998a). Bu bilesenlerin amiloid
fibrillerine baglanmasi Ca®* iyonu ile iligkilidir (Pepys vd., 1979). Ayrica Ca**
iyonunun, AEF’ nin etkisini arttirdig: bildirilmistir (Alizadeh-Khiavi vd., 1992).

Amiloid birikimleri igerisinde lipoprotein mekanizmasinda etkin rol oynadigi
diistiniilen apolipoprotein E ile laminin, fibronektin, kolajen 1V ve vitronektin gibi
ekstraselliiler matriks (ESM) proteinlerinin varligi da saptanmistir (Landman vd.,
1994). Laminin SAA’ya yiiksek affinite gdsteren bir bilesendir ve ¢inko varliginda
bu affinitede artis gézlenmektedir. Amiloid birikimleri igerisinde ESM proteininin
bulunmasinin bazal membranda sekillenen bir bozukluk ile iligkili olabilecegi 6ne

stiriilmektedir (Ancsin ve Kisilevsky, 1997). Fibronektin de laminin gibi SAA’ya
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affinite gosteren ve bliylik fibrillerin olusmasini saglayan bir ESM proteinidir.
Amiloidozis olusumunda SAA ve monosit kokenli hiicrelerin ylizeyleri arasinda

baglayici bir protein olarak rol oynadig: diistiniilmektedir (Skogen vd., 1980).

1.5. Makroskobik ve Histopatolojik Bulgular

Amiloidozisin siddeti amiloid birikimlerinin doku lokalizasyonu ve organda
meydana gelen fonksiyon bozuklugunun derecesine bagl oldugu i¢in, tanida biyopsi
ya da nekropside makroskobik muayene ile birlikte histopatolojik incelemenin de
yapilmasi biiylik 6nem tagimaktadir (Landman vd., 1998a). Kanatlilarda gozlenen
amiloid artropati olgularinda makroskobik bulgu olarak femora-tibial ya da tibio-
metatarsal eklemlerde sislikler ve bu eklemlerde sinoviyal sivida artis gozlenebilir
(Landman vd., 1994; Peperkamp vd., 1997; Sevimli vd., 2004). Ovelgonne vd.
(2001), bu bolgelere ek olarak kalca ekleminde de sisliklerle karsilasildigini rapor
etmislerdir. Yapilan bazi ¢alismalarda (Landman vd., 1994; Landman vd., 1997,
Alasonyalilar vd., 20006), etkilenen eklem bolgelerindeki kemik epifizlerinin normale
gore yaklasik 1-1,5 kat genisleyebildigi ve kikirdak yiizeylerinde asinmalarin oldugu
tespit edilmistir. Ayrica bazi arastirmacilar (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 gozlenen tavuklarda etkilenen eklemlerin kapsulasi igerisinde, turuncu

renkte amiloid birikimlerinin oldugunu kaydetmislerdir.

Mikroskobik bulgu olarak amiloid fibrilleri genellikle etkilenen eklemlerin
sinoviyal membrani, eklem kikirdaginin siiperfisyal tabakasi, intrakartilagindz
damarlarin intima katmani, meniskiis ve periartikiiler fibr6z dokularda birikim
gostermektedir (Peperkamp vd., 1997; Ovelgonne vd., 2001; Petersen vd., 2008).
Ayrica sinoviyal membranlarda heterofil 16kosit, lenfosit ve plazma hiicre
infiltrasyonlari ile birlikte SF’lerde proliferasyonlar gozlenebilmektedir (Peperkamp
vd., 1997; Landman vd., 1998a; Ovelgonne vd., 2001; Alasonyalilar vd., 2006).
Amiloid birikimleri rutin boyamalar disinda Kongo kirmizisi ile boyanan kesitlerde

sinoviyal hiicreler ile sinoviyal boslukta, sinoviyal membrandaki damarlar ¢evresinde
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ve kondrositlerde eozinofilik-pembe renkte go6zlenmektedir. Bu birikimler
mikroskopta polarize filtre ile sari-yesil renkte, sekilsiz amorf yapida yansimalar
vermektedir (Brayton, 1992; Peperkamp vd., 1997; Chiti vd., 1999; Landman ve
Feberwee, 2001; Sevimli vd., 2004).

1.6. Teshis

Amiloidozis teshisinde semptomlar genellikle spesifik olmadigi i¢in, tan1 cogunlukla
postmortem muayene ile yapilmaktadir. Makroskobik teshiste genellikle lugol testi
kullanilmaktadir. Bu amacla dokulardan alinan Ornekler tespit soliisyonuna
konulmadan 6nce yiizeyine lugol soliisyonu dokiiliir. Amiloid bulunan sahalarda
koyu kahve renk degisikligi meydana gelir. Daha sonra bu alanlara % 1°lik siilfirik
asit eklenerek amiloid iceren dokularda menekse renginde sahalar gozlenir (Hoffman

ve Leighton, 1985).

Amiloid maddesinin histopatolojik olarak saptanmasinda preparatlarin Kongo
kirmizist ile boyanmasi ve mikroskop altinda polarize filtre ile incelenmesi tercih
edilmektedir (Landman vd., 1997; Landman vd., 1998b; Sevimli vd., 2012) Ek
olarak amiloid proteinlerine kars:t spesifik immunohistokimyasal boyamalar da
kullanilabilmektedir (Peperkamp vd., 1997; Landman vd., 1998b; O’Hara vd., 2000).
Ayrica, AA amiloidozisin patojenezinde etkili olan SAA’nin doku, kan ve hiicre
kiiltiri 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 molekiiler analiz yontemleri ile 6lgtilmesi amiloidozisin

teshisinde 6nemli rol oynamaktadir.
1.7. Korunma ve Tedavi
Amiloidozis kanathilarda ve diger tiirlerde go6zlenebilen ilerleyici, patolojik bir

durumdur. Ko6tii prognoza sahip olan bu olgular i¢cin uygun bir tedavi yontemi

bulunmamaktadir (Benditt ve Eriksen, 1977; Landman vd., 1998a). Dokularda
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amiloid birikimi bagladiktan sonra ortadan kaldirilmasi miimkiin olmadigr i¢in,
amiloid olusumunu engelleyebilmek amaciyla mevcut yangisal aktiviteyi durdurmak
gerekmektedir. Serumdaki SAA konsantrasyonu ile AA amiloidozis iliskisi g6z
Oniine alindiginda, prekiirsor protein yiikiiniin azaltilmasinin ve fibrillojenez ile
amiloid olusumunu 6nlemenin en iyi yolunun, yangisal aktivitenin durdurularak,
AFY’nin baskilanmasi oldugu diisliniilmektedir (Landman vd., 1998a; Cunnane

2001).

Siddetli AFY’nin ortaya ¢ikmasina sebep olan patofizyolojik siirecler serum
SAA seviyesinin yiikselmesine ve buna bagli olarak kalici bir amiloid birikimine
neden olmaktadir (Hawkins ve Pepys, 1990). Tedavide SAA artisina neden olan
etkenlerin ortadan kaldirilmasi serum SAA seviyesinin azalmasi ve amiloidozis
sekillenme riskinin en aza indirilmesinde etkili olmaktadir (Landman vd., 1998a).
Ayrica Alsemgeest vd. (1995), fiziksel stresin de plazma SAA konsantrasyon
seviyesinde Onemli artiglara sebep oldugunu ve bu nedenle stres olusturabilecek
durumlardan  kaginmanin  amiloidozisin  Onlenmesinde etkili  olabilecegini
bildirmislerdir. Laufer vd. (1968), preamiloid faz asamasinda ya da amiloid
olusumunun erken evrelerinde kortizon uygulamasinin sonucunda retikiiloendoteliyal
sistemde immunsupresif etki gostererek amiloid olusumunu engelledigini One

stirmdslerdir.

Insanlarda ve bazi deney hayvanlarinda yapilan calismalarda, kolsisin ve
dimetil stilfoksit gibi bazi anti-inflamatuar ilaglarin amiloid birikimini 6nledigi rapor
edilmisgtir (Kisilevsky vd., 1995; Soto vd., 1996). Shtrasburg vd. (2012),
siklofosfamid ve klorambusil gibi alkilleyici ajanlarin farelerde amiloidojenezin
onlenmesinde en gii¢lii inhibitorler oldugunu 6ne stirmiislerdir. Sevimli vd. (2005),
ise Freund’s adjuvant ile amiloid artropati olusturulan kahverengi yumurtaci
tavuklarda intramuskuler olarak metilprednizolon ve pentoksifilin uygulamis ve bu
iki preparatin yangisal aktiviteyi azaltarak amiloid birikimini baskiladigini

saptamislardir.
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2. MATERYAL ve METOT

2.1. Materyal

2.1.1. Hayvan Materyali

Bu calisma Afyon Kocatepe Universitesi, Deney Hayvanlar1 Yerel Etik Kurulu
tarafindan 02/11/2020 tarihinde onaylanmistir (AKUHADYEK-313). Calisma i¢in
kahverengi yumurtaci tavuk irkina (ISA Brown) ait, spesifik patojen igcermeyen 15
adet dollii yumurta ticari bir kulugkahane siirlisiinden temin edilmis (Giires Yumurta

A.S., Manisa, Tiirkiye) ve deneylerde bu embriyolara ait TESF’ler kullanilmustir.

2.1.2. Deney Ortami

Calismanin deneysel asamalari Bursa Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Patoloji Anabilim Dali Hiicre Kiiltiiri Laboratuvari’nda yiirtitiildii. Calisma boyunca
laboratuvar 1sis1 25 °C’de sabit tutuldu. Laboratuvarin sterilizasyonu igin, UV
sterilizasyon lambalar1 ve laboratuvarin aydmlatilmasinda floresan lambalar
kullanildi. Ayrica qPCR analiz asamalar1 Bursa Uludag Universitesi Veteriner

Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali Laboratuvari’nda yapildi.

2.1.3. Teknik Aletler

Kulugcka Makinesi

Yumurtalar laboratuvara nakledildikten sonra Cimuka marka (PD60, Tiirkiye)

kulugka makinesine (Resim 2.1.) yerlestirilerek, % 57 nem ve 37,5 °C’lik sicaklik

kosullarinda 11 giin boyunca gelisimleri saglandi.
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Karbondioksitli inkiibator

Izole edilen hiicreler %5 CO; iceren Jouan marka (IGO 150, Fransa) inkiibatorde 37
°C’lik sicaklik kosullarinda inkiibe edildi (Resim 2.2).

Resim 2.1: Kulugka makinesi, 37,5 °C’lik Resim 2.2: Inkiibator, 37 °C’lik sicaklik ve
sicaklik ve % 57 nem kosullart. % 5 CO, kosullar1.

Biyogiivenlik Kabini

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

12 Type II A2, Fransa) laminar akimli kabin igerisinde gerceklestirildi (Resim 2.3.).

Sterilizator

Calismada cam malzemelerin sterilizasyonu i¢in Niive marka (Dry Air Sterilizer, FN

120, Tiirkiye) kuru hava sterilizatorii kullanildi.

Otoklav

Deneylerde kullanilan bazi soliisyonlarin sterilizasyonu i¢in Niive marka (Table Top

Steam  Sterilizer, OT 012, Tirkiye) buharli  otoklav  kullanildu.
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Resim 2.3. Sinif II biyogiivenlik kabini.

Su Banyosu

Deneylerde kullanilan donmus soliisyonlarin eritilmesi ve 1sitilmasi icin Witeg Wisd
marka (WiseBath, WB 11, Almanya) su banyosu kullanildi. Is1 kosullar1 37 °C’ye
ayarlanan su banyosu igerisine, 10 L distile su + 1 L CuSO4-EDTA soliisyonu
konuldu.

Vorteks

Calismada kullanilan bazi soliisyonlarin, i¢inde bulunduklar1 sisenin duvarlarindan
¢oktiiriilmesi i¢in Fisher Scientific marka (Vorteks Mixer, Topmix, FB15012, ABD)
vorteks kullanildi.

Santrifiij

Calisma sirasinda Jouan marka (Refrigerated Centrifuge, BR4i, Fransa) sogutmali

santrifiij kullanildi (Resim 2.4.).
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Resim 2.4. Sogutmali santrifiij cihaz.

Invert Mikroskop

Deneyler boyunca doku eksplantlar1 ve izole edilen hiicreler Olympus marka

(CKX41, Japonya) fotograf makinesi atagmanli invert mikroskop ile incelendi.

Isik Mikroskobu

Calisgmada immunositokimya ve hemakolor boyamalart yapilan preparatlar Nikon

marka (YS2-H, Japonya) 151k mikroskobu ile degerlendirildi.

Tart1

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

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

Spektrofotometre

Calismada hiicre kiiltiirii ortamindaki SAA diizeyinin, her bir ELISA kuyucugundaki
absorbans degeri Thermo Fisher Scientific marka (Multiskan FC, 51119000, ABD)
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spektrofotometre cihazi ile 450 nm dalga boyunda 6l¢iildii. Ayrica qPCR analizi igin
RNA ekstraksiyonu sonucunda elde edilen RNA konsantrasyonu, BioTek marka
(Epoch Microplate, ABD) UV-VIS spektrofotometri cihaz1 ile 250 nm dalga
boyunda 6l¢iildii.

Termal Dongii Cihazi

Calismada elde edilen RNA 6rneklerinden, cCDNA sentezlenmesi asamasinda Bioneer
marka (96 Thermal Block, MyGenie, Kore) termal dongii cihazi (Resim 2.5.)
kullanilarak, ornekler sirasiyla 25 °C’lik 1sida 10 dk, 37 °C’lik 1sida 120 dk ve 85
°C’lik 1s1da 5 dk inkube edildi.

gPCR Cihaz1

Calisgmada gPCR analizi igin Applied Biosystems marka (StepOnePlus, Thermal
Cycler, ABD) gPCR cihazi kullanildi (Resim 2.6.).

Resim 2.5: Termal dongii cihazi. Resim 2.6: gPCR cihaz.
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2.1.4. Kimyasallar ve Soliisyonlar

Bu c¢alismada kullanilan kimyasallar ve soliisyonlar ilgili literatiirler (Freshney,

2010; Akkoc ve Kahraman, 2012) ve iiretici firmalarin talimatlarina goére hazirlandi.

Hiicre Kiiltiiric Medyumu

Deneyler boyunca izole edilen hiicrelerin beslenmesinde Sigma Aldrich marka
(M3769, ABD) M199 hiicre kiiltiiri medyumu kullanildi. Toz halinde bulunan
medyumu hazirlamak i¢in cam erlanmayer igerisine 1 L distile su ve hiicre kiiltiirii
medyumunun tamam (9,8 g) eklendi. Ayrica medyumun igerisine 2,2 g NaHCO3 +
0,5 g L-glutamin ilave edildi. Ardindan filtrasyon {initesi ve vakum pompasi
kullanilarak sterilize edilen medyum filtrasyon iinitesinin toplayici sisesinde agzi

kapali sekilde toplandi.

Fotal Sigir Serumu (FBS)

Caligma sirasinda hiicrelerin beslenmesinde kullanilan medyum igerisine Sigma

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

Dulbecco’nun Fosfat Tamponlu Salin Soliisyonu (DPBS)

Deneyler boyunca igerisinde 2X antibiyotik soliisyonu bulunan Sigma Aldrich marka
(D5652, ABD) DPBS soliisyonu kullanildi. Toz halinde bulunan 9,6 g’lik preparat 1
L distile su igerisinde ¢6zdiiriildii.

Antibiyotik Soliisyonu

Deneyler boyunca izole edilen hiicrelerin beslenmesi i¢in kullanilan hiicre kiiltiirii

medyumu igerisine sivi 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 indiiklenmesinde Sigma Aldrich marka (L4516, E. coli
0127:B8, ABD) LPS kullanildi. Toz halinde bulunan 1 mg’lik preparat 10 ml M199
icerisinde ¢ozdiirtldii.

IL-1B

Deneylerde TESF’lerin indiiklenmesinde Lifespan BioSciences firmasina ait (LS-
G37646, 50pg-0.25mg/ml, ABD) IL-18 kullanilda.

A Vitamini

Deneylerde TESF’lerin indiiklenmesinde Sigma Aldrich marka (R0635, ABD) retinil
asetat preparati kullanildi. Toz halinde bulunan 5 mg’lik preparat 10 ml M199
icerisinde ¢ozdiiriildii.

Tripsin-EDTA Soliisyonu

Tripsinizasyon asamalarinda hiicrelerin kiiltiir tabaklari yiizeyinden ayrilmasini
saglamak icin Biological Industries marka (1109199, 100 ml, Israil) % 0,25’lik
tripsin-EDTA soliisyonu kullanildi.

Merkaptoetanol

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

bulunan lizis soliisyonu igerisine Sigma Aldrich marka (m3148, ABD)

merkaptoetanol eklendi.
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Etanol

Deneylerde elde edilen TESF’lerin RNA ekstraksiyonu i¢in RNA izolasyon kitinde

bulunan yikama soliisyonlar1 igerisine Merck marka (100983, ABD) etanol eklendi.
Tripan Mavisi Soliisyonu

Rutin tripsinizasyon islemlerinden sonra e¢lde edilen hiicre siispansiyonundaki
hiicrelerin sayimi igin Sigma Aldrich marka (T-8154, ABD) % 0,4 tripan mavisi
soliisyonu kullanildu.

Karbon Tozu

Kiiltiire edilmis TESF’lerin fagositik kapasitesini degerlendirmek i¢in yapilan karbon

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

2.1.5. gPCR Kiti

RNA izolasyon Kiti

Calismada izole edilen TESF’lerin RNA ekstraksiyonu igin Thermo Fisher Scientific
marka (K0732, GeneJet RNA Purification Kit, ABD) kit kullanildi. RNA izolasyon

kit icerigi Cizelge 2.1.’de verilmistir.

Cizelge 2.1: RNA izolasyon kit igerigi.

Madde Miktar

RNA izolasyon kolonlar1 50 adet
1,5 mP’lik toplayict tiipler 50 adet
2 mI’lik toplayici tiipler 50 adet
Yikama soliisyonu-I 200 ml
Yikama soltisyonu-11 170 ml
Lizis soliisyonu 200 ml
Niikleaz icermeyen su 125 ml
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cDNA Sentez Kiti
Izole edilen RNA o6rneklerinden RT yontemiyle cDNA sentezi i¢in Thermo Fisher
Scientific marka (4368814, High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, ABD)

kit kullanildi. cDNA sentez kit icerigi Cizelge 2.2.’de verilmistir.

Cizelge 2.2: cDNA sentez kit igerigi.

Madde

RT buffer (10X)

RT random primer (10X)
dNTP mix (25X)

Reverse transkriptaz enzimi
RNaz inhibitorii

Master Mix

Calismanin qPCR analiz asamasinda amplifikasyon i¢in Thermo Fisher Scientific

marka (4369016, TagMan Gene Expression Master Mix, ABD) kullanildu.

TagMan Prob

Calismada QPCR reaksiyonu i¢in Thermo Fisher Scientific marka (4448892,
Gg07164124_m1 Chicken SAA, TagMan Gene Expression Assays) SAA TagMan
probu kullanildi. Internal kontrol geni olarak, Thermo Fisher Scientific marka
(4453320, Gg03346982_m1 GAPDH, TagMan Gene Expression Assays) GAPDH
TagMan probu tercih edildi.

2.1.6. ELISA Kiti

Izole edilen TESF’lerin kiiltiir medyumundaki SAA konsantrasyon seviyesi Lifespan
BioSciences marka (LS-F31849, ABD) tavuk SAA ELISA kiti kullanilarak 6lgiildii.
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2.1.7. Boyamalarda Kullanilan Kitler ve Soliisyonlar

Calismada TESF’lerin fiksasyonu i¢in Merck marka (106009, ABD) sogutulmus (-20
°C) metanol kullanildi. Boyamalar sonunda lameller, Merck Millipore marka

(107961, Almanya) entellan ile lam tizerine yapistirildi.

Immunositokimyasal Boyama

Sinoviyal fibroblast kiiltiirlerinin sitolojik fenotipini karakterize etmek i¢in, hiicreler
ticari olarak satin alman Thermo Fisher Scientific marka (UltraVision ONE
Detection System, HRP polymer & DAB Plus chromogen, Anti-Polyvalent, TP-015-
HDJ, ABD) kit kullanilarak immunositokimyasal olarak boyandi. Primer antikor
olarak Dako/Agilent Technology firmasina ait anti-vimentin (mouse anti-human,
1:500, M0725, ABD) ve Santa Cruz Biotechnology firmasina anti-sitokeratin (mouse
anti-human, 1:200, Sc-57004, ABD) kullanildi. Lamlar karsi boyama igin Sigma
Aldrich marka (SLCC1848, ABD) Harris hematoksilen soliisyonunda inkube edildi
ve Merck marka (1.07961, Almanya) entellan ile yapistirildi.

Hemakolor Boyama

Hemakolor boyama igin Merck marka kirmizi (1.11956.2500, Almanya) ve mavi
(1.11957.2500, Almanya) reaktif boyalari kullanildi.

2.1.8. Plastik Gerecler

Petri Tabaklari

Calisma sirasinda embriyolar Corning marka (TC-treated Culture Dish, 430167,
ABD) 100 mm’lik steril petri tabaklarina konuldu.
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Hiicre Kiiltiiri Tabaklan

Calismada embriyolardan alinan doku eksplantlar1 TPP marka (Techno Plastic
Products, 92006, Isvigre) 6 kuyucuklu hiicre kiiltiirii tabaklar1 igerisine konuldu.
Immunositokimya ve hemakolor boyama icin BD Falcon marka (Becton Dickinson
and Company, Multiwell-24 Well Tissue Culture Plate, 353047, ABD) 24 kuyucuklu

hiicre kiiltiirii tabag1 kullanildi.

Hiicre Kiiltiirii Flasklar

Deneyler boyunca TESF hiicre Kkiiltiiriiniin  hazirlanmasi  ve pasajlanmasi
asamalarinda Corning marka (430372, ABD) 25 cm®lik hiicre kiiltiirii flasklari ile

BD Falcon marka (Becton Dickinson and Company, ABD) 75 cm?’lik hiicre kiiltiirii
flasklar1 kullanild.

Filtrasyon Unitesi

izole edilen hiicrelerin beslenmesinde kullanilan medyumunun sterilizasyonu igin

Nalgene marka (158-0020, ABD) filtrasyon tinitesi kullanildu.

Santrifiij Tupleri

Calismada santrifiij islemleri sirasinda, Corning marka (430766, ABD) 15 ml’lik
steril santriftij tiipleri kullanildi. Deneyler boyunca hiicre kiiltiiriinde kullanilan
medyumlarin ve soliisyonlarin ayrilmasinda, TPP marka (91050, Isvigre) 50 ml’lik
steril santrifiij tiipleri kullanildu.

Pipetler

Deneyler boyunca Corning marka (Stripettor Plus, ABD) otomatik pipet, TPP marka
(Techno Plastic Products, 94005, 94010, isvigre) 5 ml ve 10 mI’lik steril pipetler ile
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Thermo Scientific marka (Nunc Brand Products, 170357, ABD) 25 ml’lik steril pipet
kullanild.

Hiicre Kaziyici

Tripsinizasyon asamasinda hiicreler flasklarin yilizeyinden tam ayrilmadigi igin
Corning marka (Cell scraper, 3010, ABD) hiicre kaziyicilar1 kullanilarak yilizeyden

ayrilmalar1 sagland.

96 Kuyucuklu Tabak

Calismada qPCR i¢in Thermo Fisher Scientific marka (4346907, MicroAmp Fast
Optical 96 Well Reaction Plate, 0,1 ml) 96 kuyucuklu tabaklar kullanildu.

2.2. Metot

2.2.1. Yumurtalarda Embriyo Kontrolii

Calismada kullanilan yumurtalarin 11. giin sonunda embriyo kontrolii yapildi.
Karanlik bir ortamda, igerisinde sar1 1s1k bulunan kutuda muayenesi yapilan dolu ve

bos yumurtalarin goriintiileri Resim 2.7. ve 2.8’de verilmistir.

2.2.2. TESF’lerin izolasyonu

Brown Universitesi Kurumsal Hayvan Bakimi ve Kus Embriyolarmin Kullanim
Komitesi Politikasi’nda (Brown University, Institutional Animal Care and Use
Committee Policy for Use of Avian Embryos) belirtildigi gibi 11. giinden sonra
embriyolar agriyr hissedebileceginden dolay1 ¢alismada 11 giinlik embriyolara ait
TESF’ler izole edildi. Otenazi igin dekapitasyon yéntemi uyguland: (IACUC, 2016).
Inkubasyon siiresi bitiminde % 70’lik alkol ile dezenfekte edilen yumurtalar, hava
kesesinin oldugu kisimdan agilarak embriyoya ulasildi. Embriyolar, 100 mm c¢apa
sahip steril petri tabaklarina alindiktan sonra (Resim 2.9.), steril cerrahi aletler
kullanilarak dekapite edildi.
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Resim 2.7: icerisinde 11 giinliik embriyo Resim 2.8: Icerisinde embriyo bulunmayan

bulunan dolli yumurta. dolsiiz yumurta.

Resim 2.9: Kahverengi yumurtaci tavuk irkina ait 11 giinlitk embriyo.
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Otenazi sonrasinda TESF’ler saglikli kahverengi yumurtaci tavuk
embriyolarinin tibio-metatarsal eklem bolgesinden izole edildi (Sekil 2.1.). Bu
amacla steril cerrahi makaslar yardimiyla eklem bolgesini de alacak sekilde 0,5 x 0,5
cm boyutlarinda 6rnekler alinarak, igerisinde 2X penisilin-streptomisin igeren 50 ml

DPBS bulunan steril petri tabaklarina aktarildi.

Tibio metatarsal
eklem

Sekil 2.1: TESF’lerin izole edildigi tibio-metatarsal eklem bdolgesinin sematize edilmis

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

Biyogiivenlik kabini igerisinde, bolge derisi ve tiim yumusak dokular disseke
edildi. Sinoviyal membran, steril bistiiri uglar ile yaklagik 1 x 1 mm boyutlarinda
eksplantlara ayrildi. Doku eksplantlarinin, 6 kuyucuklu hiicre kiiltiirii tabaklarinin
zeminlerine kolayca tutunmasini saglamak igin, steril bir bistiiri ucu yardimi ile her
bir kuyucuk zemininde ¢ok derin olmayan ¢izikler olusturularak, bir adet doku

eksplanti yerlestirildi.
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Ardindan 6 kuyucuklu hiicre kiiltiirii tabaklar1 37 °C’de % 5 CO; igeren
ortamda, 10 dk inkube edilerek eksplantlarin zemine iyice tutunmasi saglandi. Siire
bitiminde her bir kuyucuk icerisine doku eksplantlarinin {izerini kaplayacak miktarda
FBS eklendi ve 37 °C’de % 5 CO; igeren inkiibatorde bir gece boyunca bekletildi
(Freshney, 2010; Akkoc ve Kahraman, 2012). Daha sonra 6 kuyucuklu hiicre kiiltiirii
tabaklarindaki FBS, vakum pompasi ve steril cam pastor pipetleri yardimiyla
uzaklastirildi. Takiben eksplantlarin iizerine % 20 FBS ve 2X penisilin-streptomisin
iceren 2 ml M199 medyumu eklenerek 37 °C’de ve % 5 CO; igeren inkiibatorde 48 s
bekletildi (Freshney, 2010; Akkoc ve Kahraman, 2012). Giin asir1 hiicrelerin genel

morfolojisi ve biiylimesi invert mikroskop ile diizenli olarak takip edildi.
2.2.3. Pasajlamalar

Primer hiicre kiiltiirlinde hiicreler ekildikten 7 giin sonra, % 80 konfluense
ulagtiginda pasajlandi. Hiicre kiiltiirii tabaklarindaki besleme medyumu, vakum
pompasi ve steril cam pastor pipetleri yardimiyla uzaklastirildi. Her bir kuyucuk,
onceden 37 °C’ye sitilmig olan 5 ml DPBS ile 5 dk boyunca yikandi. Daha sonra
yikama soliisyonu uzaklastirilarak kuyucuklar igerisine, dnceden 37 °C’ye isitilmig
olan 0,5 ml tripsin-EDTA soliisyonu eklendi ve % 5 CO, igeren inkiibatorde 37
°C’de 2 dk boyunca inkiibe edildi. Siire sonunda invert mikroskop ile hiicrelerin
kiiltiir tabaklar1 tabanindan tamamen kalkip kalkmadigi kontrol edildi. Heniiz
kalkmamis olan hiicreler i¢in 1 dk daha beklendi. Ardindan kuyucuklar igerisine 2X
penisilin-streptomisin ve % 20 FBS igeren 2 ml M199 medyumundan eklenerek
tripsin aktivitesi durduruldu. Elde edilen hiicre siispansiyonu 25 cm?lik flasklara
aktarildi. Takiben tizerine 3 ml daha M199 eklenen flasklar, 37 °C’de ve % 5 CO,
igeren inkiibatore yerlestirildi (Freshney, 2010).

Diizenli araliklarla beslenen hiicreler invert mikroskop altinda degerlendirildi.
Hicreler 12. giinde % 80 konfluense ulastiginda, 2. pasajlama yapildi. Flasklar
igerisine 0,5 ml tripsin-EDTA soliisyonu eklenerek 37 °C’de ve % 5 CO, igeren
inkiibatorde 2 dk boyunca inkiibe edildi. Siire sonunda flasklar i¢erisine 2X penisilin-

streptomisin ve % 20 FBS igeren 5 ml M199 ilave edildi. invert mikroskop ile
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incelenen hiicreler, flasklarin ylizeyinden tam ayrilmadigi i¢in, hiicre kaziyicilar
kullanilarak yilizeyden ayrilmalari saglandi. Daha sonra, elde edilen hiicre
siispansiyonu 75 cm?’lik flasklara aktarildi ve iizerine 10 ml daha M199 eklenerek 37
°C’de ve %5 CO; igeren inkiibatére yerlestirildi. Hiicreler % 80 konfluense
ulastiginda hiicre siispansiyonu 2 adet 75 cm®lik flasklara aktarilarak ekildi
(Freshney, 2010).

2.2.4. Hiicre Sayim

Tripsinizasyondan sonra, hiicre siispansiyonu 15 ml’lik bir santrifiij tiipiine konuldu
ve oda sicakliginda 3000 rpmde 1 dk boyunca santrifiijlendi. Elde edilen pelet, 9 ml
kiiltir medyumu ile yeniden siispanse edilerek, 10 ml’lik hiicre silispansiyonu
hazirlandi. Bu hiicre siispansiyonundan 100 pl alinarak bir Eppendorf tiipiine
aktarildi. Uzerine aym1 miktarda tripan mavisi eklenerek karistirldi (Freshney, 2010).
Onceden temizlenen lamel 1slatilarak hemositometreye yerlestirildi. Otomatik pipet
yardimi ile hiicre siispansiyonundan lam ve lamel arasina yiikkleme yapildi (Resim
2.10.). Hiicre sayiminda tripan mavisi iretici firmanin talimatinda belirtildigi gibi,
hemositometrede 1 mm?®lik 4 adet dis kare ve ortadaki 1 adet merkez Karesi

iizerindeki canli hiicreler sayildi (Sekil 2.2.).

Resim 2.10: Hiicre sayiminda kullanilan hemositometre.
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TSRS

Sekil 2.2: Hemositometrede canli hiicrelerin sayildigi karelerin sematize edilmis goriiniimii.
2.2.5. Hiicrelerin Karakterizasyonu

Hiicrelerin karakterizasyonu igin, invert mikroskop altinda hiicrelerin morfolojisi
incelendi. Elde edilen hiicreler, 8. pasajlama sirasinda, morfolojik degerlendirme
amactyla Hemakolor ile boyandi. Ayrica hiicreler monoklonal anti-vimentin ve anti-
sitokeratin antikorlar1 kullanilarak immunositokimyasal olarak boyandi. Bu amagla,
24 kuyucuklu hiicre kiiltiirii tabaklar i¢erisine yerlestirilen yuvarlak lameller iizerine,
hiicre siispansiyonundan 100 pul (98 x 10° hiicre) eklendi ve 37 °C’de ve % 5 CO,
iceren inkiibatorde 1 gece boyunca bekletildi.

Hiicreler % 80 konfluense ulastiktan sonra boyamalar yapildi. Ek olarak, 24
kuyucuklu hiicre kiiltiirii tabaklar1 igerisine, hiicre siispansiyonundan 100 pl
eklenerek, almman doku oOrneklerinde makrofajlarin  bulunmadigini  gdstermek

amactyla karbon fagositoz testi yapildi (Resim 2.11.).
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Resim 2.11: Immunositokimya, hemakolor boyama ve karbon fagositoz testinin
gergeklestirildigi 24 kuyucuklu hiicre kiiltiir tabagi.

2.2.5.1. immunositokimyasal Boyama

Hiicreler 24 kuyucuklu hiicre kiiltiirii tabaklar1 igerisinde bulunan lameller {izerine
ekilerek, ticari olarak satin alman bir kit ile immunositokimyasal olarak boyandi.
Kuyucuklar PBS ile 5 dk yikandiktan sonra hiicreler tizerine 0,5 ml kadar sogutulmus
(-20 °C) metanol eklendi ve hiicrelerin tespit olmasi i¢in 5 dk beklendi. Ardindan
kuyucuklar igerisindeki metanol bosaltilarak kuyucuklar PBS ile iki kez 5 dk
yikandi. Takiben 10 dk boyunca protein bloklama soliisyonu oda 1sisinda uygulandi.
Bu agamadan sonra, kuyucuklara lamellerin tizeri kapanacak kadar anti-vimentin ve
anti-sitokeratin primer antikorlar1 eklendi ve tabaklar 1 s oda 1sisinda inkiibe edildi.
Takiben hiicreler iki kez 5 dk PBS ile yikand: ve ardindan sekonder antikor ile oda
isisinda 30 dk inkube edildi. Daha sonra ti¢ kez 5 dk PBS ile yikanan lameller
iizerine kromojen olarak 3,3 diaminobenzidin (DAB) (40 ul DAB kromojen
soliisyonu + 2 ml DAB substrat soliisyonu) eklenerek 2 dk muamele edildi. Takiben
DAB uzaklastirildiktan sonra, Harris hematoksilen ile 1 dk karsit boyama yapildi ve

lameller kuyucuklar igerisinden ¢ikarilip, entellan ile yapistirildi.
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2.2.5.2. Hemakolor Boyama

Yirmi dort kuyucuklu hiicre kiiltiirii tabaklar1 i¢erisinde bulunan lameller iizerine
ekilen hiicreler PBS ile 5 dk yikandi. Ardindan hiicreler iizerine yaklasik 0,5 ml
kadar sogutulmus (-20 °C) metanol eklendi ve hiicreler 5 dk boyunca tespit edildi.
Daha sonra kuyucuklar igerisindeki metanol bosaltilarak, hiicreler PBS ile iki kez 5
dk yikandi. Takiben sirasiyla bes kez 1 dk reaktif kirmiz1 ve sonra bes kez 1 dk
reaktif mavi ile boyandi. Lameller kuyucuklar icerisinden ¢ikarilip entellan ile

yapistirildi.

2.2.5.3. Karbon Fagositoz Testi

Kiiltiire edilmis TESF’lerin fagositik kapasitesi ve makrofaj hiicreleri ile kontamine
olup olmadigi, karbon fagositoz testi ile degerlendirildi (Upragarin vd., 2005b). Bir
gece boyunca 37 °C’de ve % 5 CO; igeren inkiibatorde bekletilen 24 kuyucuklu
hiicre kiiltiirii tabaklarinda tireyen hiicrelerin iizerlerine 50 pg/ml karbon tozu
stispansiyonu eklendi ve tabaklar etiivde 40 °C’de 30 dk boyunca inkiibe edildi. Siire
sonunda bes kez 1 dk PBS ile yikanan hiicre kiiltiirii tabaklari, invert mikroskop
altinda incelendi. Calismamizda tavuk makrofaj hiicreleri izole edilmedigi igin
pozitif kontrol olarak, baska bir ¢alismanin kontrol grubunda bulunan rata ait
peritoneal makrofaj hiicreleri kullanildi. Ratin abdomen bdlgesine 10 ml PBS enjekte
edildikten sonra peritoneal makrofaj hiicreleri toplandi ve ayni islemler uygulanarak

karbon fagositoz testi yapildi.

2.2.6. Deneylerin Yapihsi

Kahverengi yumurtaci tavuklara ait 11 giinliikk embriyolarin, tibio-metatarsal eklem
bolgesindeki dokulardan, eksplant hiicre kiiltiirii yontemi ile iiretilen primer sinoviyal
fibroblastlar, 8. pasajdan sonra deneylerde kullanildi. Deneyden bir giin once
flasklarda her 1 ml’de son hiicre sayis1 98 x 10* olarak tespit edildi. izole edilen
hiicreler 6 kuyucuklu hiicre tabaklarina ekildi (Resim 2.12). Takiben 37 °C’de ve %

5 CO; igeren inkiibatérde bir gece bekletildi. Deney giiniinde, dnceden {izerlerine
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deney gruplar1 yazilmis olan 6 kuyucuklu hiicre kiiltiirii tabaklarina ekilen hiicrelere

sirasiyla soliisyonlar uygulanda.

Resim 2.12: Deney gruplarinin bulundugu 6 kuyucuklu hiicre kiiltiirii tabaklari.

Deneyler temelde 7 grup olacak sekilde tasarlandi. Bu gruplar doza ve
stireye bagli olarak alt gruplara ayrildi (Cizelge 2.3.). Tavuk embriyonik sinoviyal
fibroblast hiicreleri iizerinde SAA indiikleyicisi olarak bilinen LPS grubu pozitif
kontrol olarak kullanilirken, hi¢bir uygulama yapilmayan TESF’ler ise negatif
kontrol grubu olarak belirlendi.
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Cizelge 2.3: Deney gruplaria uygulanan indiikleyici maddeler ve dozlari.

Gruplar Indiikleyici Maddeler-24 s Indiikleyici Maddeler-48 s
Negatif Kontrol - -
LPS LPS (5pg/ml) LPS (5pg/ml)
(Pozitif kontrol)  LPS (10pg/ml) LPS (10pg/ml)
A vitamini A vitamini (7pg/ml) A vitamini (7pg/ml)
Sitokin IL-1B (30ng/ml) IL-1B (30ng/ml)
IL-1B (50ng/ml) IL-1B (50ng/ml)
LPS (5pg/ml) + IL-1p (30ng/ml) LPS (Spg/ml) + IL-1p (30ng/ml)
LPS (5pg/ml) + IL-1p (50ng/ml) LPS (Spg/ml) + IL-1p (50ng/ml)
LPS + sitokin
LPS (10ug/ml) + IL-1B (30ng/ml) LPS (10pg/ml) + IL-1B (30ng/ml)
LPS (10ug/ml) + IL-1B (50ng/ml) LPS (10pg/ml) + IL-1B (50ng/ml)
LpS + LPS (5ug/ml) + A vitamini LPS (5pg/ml) + A vitamini
A vitamini (Tug/mi) (Tng/mi)
LPS (10pg/ml) + A vitamini LPS (10pg/ml) + A vitamini
(7ug/mi) (7ug/ml)
- LPS (5ug/ml) + IL-1p (30ng/ml)
+ A vitamini (7ug/ml)
- LPS (5pg/ml) + IL-1B (50ng/ml)
Kombine + A vitamini (7ug/ml)

LPS (10ug/ml) + IL-1B (50ng/ml)
+ A vitamini (7pg/ml)

LPS (10pg/ml) + IL-1B (30ng/ml)
+ A vitamini (7pug/ml)
LPS (10pg/ml) + IL-1p (50ng/ml)
+ A vitamini (7ug/ml)
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Deney gruplart olusturulurken alt gruplarin belirlenmesinde 24 saatlik
kombine grupta yalnizca bir adet alt grup olusturulabildi. Bunun sebebi, ELISA
analizinde kullanilan 96 kuyucuklu tabakta yeterli alan bulunmamasi ve g¢alisma

biitgesinin kisitli olmasi nedeniyle ikinci bir Kitin alinamamasiydi.

2.2.7.qPCR

Deney gruplarindaki SAA mRNA ekspresyonu, 24 s ve 48 s sonunda qPCR teknigi

ile 5l¢iildi.

2.2.7.1. RNA Ekstraksiyonu ve Kantitasyonu

Izolasyon kitinde bulunan lizis soliisyonu igerisine 20 pl merkaptoetanol, yikama
soliisyonu-I igerisine 50 ml etanol (% 100) ve yikama soliisyonu-II igerisine 170 ml

etanol (% 100) eklenerek hazirlik asamasi tamamlandi.

Deney gruplarmin bulundugu 6 kuyucuklu hiicre kiiltiiri tabaklarindaki
medyumlar, vakum pompasi ve steril cam pastor pipetleri yardimiyla toplandi.
Hiicreler DPBS ile 5 dk boyunca yikandi. Daha sonra hiicre kiiltiirli tabaklarinin her
bir kuyucuguna 600 pl lizis soliisyonu eklendi ve hiicreler pipetlenerek tamamen lize
edildi. Lizat lizerine 360 pl etanol eklenerek birkag¢ kez pipetlendi. Ardindan lizat +
etanol karisimi kit igerisinde bulunan izolasyon kolonlarina ilk asamada 500 pl ve 2.
asamada 460 pl olacak sekilde yiiklenerek, 12.000 x g’de 1 dk boyunca
santrifiijlendi.

Toplama haznesindeki filtrat dokiildii ve kolona 700 pl yikama soliisyonu-I
eklenerek, 12.000 x g’de 1 dk boyunca santrifiijlendi. Ardindan filtrat dokiildii ve
kolona 600 pl yikama soliisyonu-1l eklenerek, 12.000 x g’de 1 dk boyunca
santrifiijlendi. Daha sonra filtrat uzaklastirildiktan sonra tekrar 250 pl yikama
soliisyonu-1l eklenerek 12.000 x g’de 1 dk boyunca santrifiijjlendi. Bu asamadan
sonra filtrat atild1 ve kolon yeni bir santrifiij tiipii i¢erisine yerlestirildi. Kolona 40 pl

niikleaz icermeyen su eklenerek, 14.000 x g’de 1 dk boyunca santrifiijlenerek RNA
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toplandi. Toplam RNA miktar1 ve safligi nanodrop Epoch cihazinda
spektrofotometrik olarak 250 nm dalga boyunda belirlendi. Elde edilen RNA

ornekleri analizin yapilacagi giine kadar -80 °C’de saklandi.

2.2.7.2. cDNA sentezi

Izole edilen RNA 6rneklerinden RT yontemiyle cDNA sentezi saglandi. Baslangigta
her bir 6rnek icin tliplere ¢cDNA sentez kiti igerisinde bulunan 3,2 pl niikleaz
icermeyen su + 0,8 ul dNTP + 2 ul RT buffer + 2 ul RT primer + 1 ul RNaz
inhibitorii + 1 pl reverse transkriptaz enzimi igeren reaksiyon miksi eklenerek iyice

pipetlendi.

Onceden hesaplanan su miktarlar: izole edilen RNA 6rnekleri iizerine eklendi
ve iyice pipetlendi. Daha sonra her bir tiipe 10 pl reaksiyon miksi + 10 pul RNA &6rnek
karisimi eklendi. Ornekler, PCR termal déngii cihazinda 25 °C’de 10 dk, 37 °C’de
120 dk, 85 °C’de 5 dk boyunca inkube edildi. Izole edilen RNA &rneklerinin

ortalama degerleri Cizelge 2.4. ve 2.5.”de verilmistir.

2.2.7.3. qPCR Analizi

Amplifikasyon i¢in TagMan ekspresyon kiti kullanildi. Baglangigta her bir 6rnek igin
tiiplere 5 pl master miks soliisyonu + 0,5 pul TagMan probu + 3,5 pl niikleaz
icermeyen su eklenerek reaksiyon miksi hazirlandi. Ardindan, 96 kuyucuklu

tabaklara 1:10 oraninda diliie edilen 1 pl cDNA + 9 pl reaksiyon miksi triplike olarak

eklendi.

Analiz, iiretici firmanin 6nerdigi protokole gore yapildi 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 sekilde

ayarlandi.
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Cizelge 2.4: Deney gruplarinda (24 s) izole edilen RNA ortalama degerleri ile her bir cDNA

reaksiyon miksi i¢in eklenen 6rnek ve su miktari.

Deney Gruplar Ortalama Ornek ve Su
24s Deger (ng/pl) Miktar:

Kontrol 48,24 5,1 pl 6rnek + 4,9 ul su
LPS (5pg/ml) 64,07 3,9 ul 6rnek + 6,1 ul su
LPS (10ug/ml) 36,69 6,8 ul 6rnek + 3,2 ul su
A vitamini (7pg/ml) 61,29 4 ul 6rnek + 6 pl su
IL-1B (30ng/ml) 51,92 4,8 ul 6rnek + 5,2 pl su
IL-1B (50ng/ml) 42,50 5,8 ul 6rnek + 4,2 pl su
LPS (5pg/ml) + IL-1pB (30ng/ml) 55,56 4.5 ul 6rnek + 5,5 pl su
LPS (5pg/ml) + IL-1pB (50ng/ml) 72,71 3,4 ul 6rnek + 6,6 pl su
LPS (10pg/ml) + IL-1B (30ng/ml) 67,85 3,6 ul 6rnek + 6,4 pl su
LPS (10pg/ml) + IL-1B (50ng/ml) 68,82 3,6 ul 6rnek + 6,4 ul su
LPS (5pg/ml) + A vitamini (7pg/ml) 53,98 4,6 ul 6rnek + 5,4 pl su
LPS (10pg/ml) + A vitamini (7ug/ml) 55,38 4,5 pl 6mek + 5,5 pl su
LPS (10pg/ml) + IL-1B (50ng/ml) + A 49,30 5 ul 6rnek +5 pl su

vitamini (7pg/ml)

mRNA ekspresyon diizeyindeki degisim, Ct degerleri kullanilarak 244

metoduna gore hesaplandi ve internal kontrol geni olarak GAPDH kullanildi. 96
kuyucuklu tabaklara eklenen 24 s ve 48 s deney gruplarinin sematize edilmis

gortiniimii Sekil 2.3 de verilmistir.
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reaksiyon miksi i¢in eklenen 6rnek ve su miktari.

Cizelge 2.5: Deney gruplarinda (48 s) izole edilen RNA ortalama degerleri ile her bir cDNA

Deney Gruplari Ortalama Ornek ve Su

48s Deger (ng/ pl) Miktari
Kontrol 74,45 3,3 ul 6rnek + 6,7 pl su
LPS (5ug/ml) 84,06 2,9 ul 6rnek + 7,1 pl su
LPS (10ug/ml) 108,90 2,3 ul 6rnek + 7,7 pl su
A vitamini (7pg/ml) 78,54 3,1 ul 6rnek + 6,9 ul su
IL-1B (30ng/ml) 53,98 4,6 ul 6rnek + 5,4 pl su
IL-1B (50ng/ml) 77,07 3,2 ul 6rnek + 6,8 pl su
LPS (5pg/ml) + IL-1pB (30ng/ml) 60,44 4,1 ul 6rnek + 5,9 pl su
LPS (5pg/ml) + IL-1pB (50ng/ml) 78,18 3,2 ul 6rnek + 6,8 pl su
LPS (10pg/ml) + IL-1B (30ng/ml) 66,83 3,7 ul 6rnek + 6,3 pl su
LPS (10pg/ml) + IL-1B (50ng/ml) 72,56 3,4 ul 6rnek + 6,6 pl su
LPS (Spg/ml) + A vitamini (7pg/ml) 75,78 3,3 pl 6rnek + 6,7 pl su
LPS (10pg/ml) + A vitamini (7ug/ml) 70,47 3,5 ul 6rnek + 6,5 ul su
LPS (5pug/ml) + IL-1B (30ng/ml) + A 67,41 3,7 ul 6rnek + 6,3 pl su
vitamini (7pg/ml)
LPS (5ug/ml) + IL-1B (50ng/ml) + A 81,68 3 ul 6rnek + 7 ul su
vitamini (7pg/ml)
LPS (10ug/ml) + IL-1pB (30ng/ml) + A 78,29 3,2 ul 6rnek + 6,8 pl su
vitamini (7pg/ml)
LPS (10ug/ml) + IL-1B (50ng/ml) + A 81,68 3,5 ul 6rnek + 6,5 pl su

vitamini (7pg/ml)
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Sekil 2.3: gPCR analizinin gergeklestirildigi 96 kuyucuklu tabagin sematize edilmis

goruntimul.

2.2.8. ELISA

Deney gruplarimin 24 s ve 48 s sonunda kiiltiir medyumlarindaki SAA protein
diizeyinin 6l¢timii, ticari olarak satin alinan ELISA kiti kullanilarak, tiretici firmanin
talimatlarina gore gerceklestirildi.

2.2.8.1. Orneklerin Hazirlanmasi

Hiicre kiiltiirii tabaklarindaki medyumlar 24 s ve 48 s sonunda otomatik pipet ile

steril pipet uglart kullanilarak, onceden iizeri etiketlenmis olan Eppendorf tiipleri

icerisine konuldu. Testin yapilacagi zamana kadar -20 °C’de muhafaza edildi.
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2.2.8.2. Test Soliisyonlarinin ve Standart Kuyucuklarinin Hazirlanmasi

Test hazirlik asamasinda kit igerisinde bulunan soliisyonlar ve standartlar hazirlandi.
30 ml yikama soliisyonu tizerine 720 ml distile su eklenerek kullanima hazir hale
getirildi. Biotin ile isaretli antikor, 1:100 oraninda antikor sulandirict ile sulandirildi.
Aynmi sekilde HRP-streptavidin konjugati, HRP sulandirici ile 1:100 oraninda
sulandirildi. Standart stok soliisyonun hazirlanmasi i¢in liyofilize halde bulunan

standart tiipiiniin i¢erisine 1000 ul 6rnek sulandirict eklendi.

Standart soliisyonlarin hazirlanmasinda Eppendorf tiipleri birden sekize kadar
(S1-S8) numaralandirildi. S1 tiipii icerisine 1000 pl standart stok soliisyonu (10
ng/ml) eklendi. S2-S8 tiiplerinin her birinin igerisine, 300 pl 6rnek sulandirici
eklendi. Ardindan mikropipet ile S1 tiiptinden alinan 300 pl standart stok soliisyonu,
S2 tilipline aktarilarak pipetlendi. Aymi sekilde S2 tiipi igerisinden alinan 300 pl
soliisyon S3 tiipiine aktarilarak pipetlendi ve bu islem S8 tiipiine kadar devam etti.
Daha sonra S8 tiipii igerisinden 300 pl soliisyon uzaklastirildi. Bu sekilde standart
stok sollisyonun 2 kat seri diliisyonu hazirlandi. Standart stok soliisyonunun

hazirlanma agamasinin sematize edilmis goriinimii Sekil 2.4’de verilmistir.

2.2.8.3. Test Prosediirii

1. 96 kuyucuklu tabak iki kez 1 dk yikama soliisyonu ile yikandi ve kurutma kagidi

tizerine hafifce vurularak kuyucuklar icerisindeki fazla soliisyon uzaklastirildi.

2. Her bir standart kuyucugun igerisine, Eppendorf tiiplerindeki standart
soliisyonlardan (S1-S8) 100 pl eklendi. Ardindan test kuyucuklar igerisine kiiltiir
medyumundan elde edilen 6rneklerden 100 ul triplike olarak eklendi (Sekil 2.5.).
Daha sonra 96 kuyucuklu tabagin iizeri koruyucu film ile kapatilarak 37 °C’lik
etiivde 90 dk boyunca inkube edildi. Siire bitiminde kuyucuklar iki kez 1dk yikama

sollisyonu ile yikandi.
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Sekil 2.4: Standart stok soliisyonunun hazirlanma agamasinin sematize edilmis goriiniimii.

3. Her bir kuyucuk igerisine 100 pl biotin ile isaretli antikor eklendi ve tabak 37
°C’lik etiivde 60 dk boyunca inkube edildi. Takiben kuyucuklar {i¢ kez 1 dk yikama

soliisyonu ile yikandi.

4. Kuyucuklar igerisine 100 pul HRP-streptavidin konjugati eklendi ve 37 °C’lik
etiivde 30 dk boyunca inkube edildi. Siire bitiminde bes kez 1dk yikama soliisyonu
ile yikandi.

5. Her kuyucuk igerisine 90 ul TMB substrati eklendi ve 37 °C’de karanlik bir
ortamda 30 dk boyunca inkube edildi. Ardindan yikama yapilmaksizin her bir
kuyucuk igerisine 50 pl reaksiyon durdurucu soliisyon eklendi ve kuyucuklar

igerisindeki s1vinin sar1 renk aldig1 gozlendi.

6. 96 kuyucuklu tabak da her bir kuyucugun sahip oldugu absorbans degeri ELISA
mikroplaka okuyucu ile 450 nm dalga boyunda 6l¢iildii.
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Sekil 2.5: ELISA ile SAA Olgiimiiniin gergeklestirildigi 96 kuyucuklu tabagin sematize

edilmis gériiniimii.
2.2.8.4. SAA Miktarinin Hesaplanmasi

Tabagimm her bir kuyucugunda okunan absorbans degerleri, Microsoft Excel
programina aktarilarak, ornek ve standartlarin kuyucuklarinda okunan absorbans
degerlerinden, bos kuyucukta Olclilen absorbans degeri c¢ikarildi. Standartlarin
bulundugu kuyucuklarda okunan absorbans degerleri ile ¢izgisel bir grafik
olusturularak, grafik ile iligkili egilim ¢izgisi denklemi ve R? degeri hesaplandi (Sekil
2.6.). Egilim cizgisi denklemi kullanilarak, tiim kuyucuklarda okunan absorbans
degerlerinin normalizasyonu gerceklestirildi ve standart kuyucuklarda okunan

absorbans degerlerine karsilik gelen SAA miktar1 hesaplandi.
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2.2.9. Istatistiksel Degerlendirme

Calismada, TESF’lerdeki SAA mRNA ekspresyon seviyeleri (2" degerleri)
verilerini analiz etmek i¢in, tek yonlii varyans analizi ANOVA kullanildi. Farkli olan
gruplarin belirlenmesinde ve kontrol grubu ile diger deney gruplarmmin g¢oklu
karsilastirmasi i¢in Post Hoc Multiple Comparisons Dunnet testi yapild. Istatistiki
degerlerin saptanmasinda SPSS 20.0 for Windows (Release 20.0, Copyright SPSS
Inc, The Apache Software Foundation, 1989-2004) programi kullanildi. Serum
amiloid A mRNA ekspresyon degerleri ortalama + standart hata seklinde gosterildi.
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3. BULGULAR

3.1. Hiicre Kiiltiirii Bulgular:

Hiicre kiiltiirii tabaklarinin her bir kuyucuguna bir adet olacak sekilde yerlestirilen
doku eksplantlarinda ilk tiremenin hiicrelerin ekiminden sonraki 3. giinden itibaren
basladigi gozlendi (Resim 3.1.-3.3.). Ig sekilli hiicrelerin, doku eksplantlar:
etrafindan disar1 dogru tiremeye basladigi tespit edildi. Daha sonraki giinlerde
hiicrelerin proliferasyonunun hizla devam ettigi ve kiiltiir tabagi kuyucuklarinin

tabanini doldurdugu gozlendi (Resim 3.4., 3.5.).

Resim 3.1: Tibio-metatarsal eklem bolgesi sinoviyal doku eksplantindan (E) ilk hiicre

cikiglari, 3. giin, invert mikroskop goriintiisii.
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Resim 3.3: Sinoviyal doku eksplantindan (E) ilk hiicre ¢ikislari, 3. giin, invert mikroskop

goruntisi.
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Resim 3.4: Sinoviyal doku eksplantindan (E) disar1 dogru hiicre ¢ikiglari, 4.giin, invert

mikroskop goriintiisi.

Resim 3.5: Sinoviyal doku eksplantindan (E) disari dogru hiicre ¢ikiglari, 5.giin, invert

mikroskop goriintiisi.
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Tripsinizasyon ile doku eksplantlarindan elde edilen hiicreler, 1. pasaj i¢in,
ekimden sonraki 7. giinde 25 cm®lik flasklara aktarildi. Daha sonraki pasajlarda ise
75 cm?lik flasklara aktarildi. Bu hiicreler morfolojik olarak homojendi ve fibroblast
benzeri hiicre gériiniimiine sahipti. Yedi giin igerisinde istenilen konfluense ulagan
hiicreler 25 cm®lik flasklara ekildi (Resim 3.6.). Hiicreler ikinci pasajlama
asamasinda 75 cm?lik flasklara aktarildi. Diizenli araliklarla beslenen hiicreler giin
asir1 takip edildi. Hiicrelerin normal yapida oldugu ve dejenere olmadigi gozlendi.

Hiicreler istenilen konfluense eristiklerinde pasajlamaya devam edildi.

Resim 3.6: Primer sinoviyal fibroblastlar, 7.giin, invert mikroskop goriintiisii.

3.2. Immunositokimya ve Hemakolor Boyama Bulgular

Sekizinci pasajda hiicreler gii¢lii bir sekilde vimentin proteinini eksprese ederken
(Resim 3.7., 3.8.), sitokeratin ekspresyonu gozlenmedi (Resim 3.9.). Hemakolor
boyama sonucunda c¢ok sayida ig sekilli, yuvarlak-oval bazofilik renkte ¢ekirdegi
bulunan, fibroblast benzeri morfolojiye sahip hiicreler gézlendi (Resim 3.10., 3.11.).
Bu sonuglar, hiicrelerin sinoviyal fibroblast hiicreleri (tip B sinoviyosit) oldugunu

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

biiyilitme.

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

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

biiyilitme.

Resim 3.10: Primer sinoviyal fibroblastlar, Hemakolor boyama, x100 biiyiitme.
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A

Resim 3.11: Primer sinoviyal fibroblastlar, Hemakolor boyama, x400 biiyiitme.

3.3. Karbon Fagositoz Testi Sonuclar1

Karbon fagositoz testinde, izole edilen hiicrelerin karbon partikiillerini fagosite
etmedigi ve makrofaj hiicreleri olmadig: tespit edildi (Resim 3.12). Bunun yani sira,
pozitif kontrol i¢in ratin abdomen bolgesinden toplanan makrofaj hiicrelerinin,

karbon partikiillerini fagosite ettigi dikkati ¢ekti (Resim 3.13.).

3.4. gPCR Bulgular:

Serum amiloid A gen ekspresyonundaki degisimler, qPCR ile yarikantitatif olarak
hesaplandi. Ekspresyon seviyelerindeki kat degisimleri, higbir madde inokule

edilmeyen negatif kontrol grubu baz alinarak hesaplandi.

62



Resim 3.12: Karbon fagositoz testi, primer sinoviyal fibroblastlar arasinda fagosite

edilmemis karbon partikiilleri, invert mikroskop goriintiisii.

Resim 3.13: Karbon fagositoz testi, rat peritoneal makrofaj hiicresi tarafindan fagosite

edilmis karbon partikiilleri (oklar), invert mikroskop goriintiisi.
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3.4.1. SAA mRNA Ekspresyon Degerleri 24 s Deney Gruplari

Yapilan degerlendirmeler sonucunda, tim deney gruplart negatif kontrol grubu ile
kiyaslandiginda, hedef gen ekspresyon degerlerinin negatif kontrol grubuna gore
onemli Olgiide artis gosterdigi tespit edildi. Elde edilen bu sonuglar istatistiksel
olarak anlamli bulundu (p<0,001). Tiim gruplarin SAA mRNA ekspresyon degerleri
Cizelge 3.1. ve Sekil 3.1°de gosterilmistir.

Cizelge 3.1: SAA mRNA cekspresyon degerleri, 24 s deney gruplari, (n=3).

Gruplar Indiikleyici SAA mRNA P
(24 5) Maddeler Ekspresyon Degeri
(kat degisim)
Negatif kontrol - 1,1+£0,3
LPS (Pozitif LPS (5pg/ml) 612,2 + 39
kontrol) LPS (10pg/ml) 1029,9+ 112,6
Sitokin IL-1pB (30ng/ml) 59+1,1
IL-1B (50ng/ml) 55+1,5
A vitamini A vitamini (7pg/ml) 6,8+0,9
LPS (5ug/ml)+IL-1p (30ng/ml) 1212,4+19,1 p<0,001
LPS + sitokin LPS (5pg/ml)+IL-1p (50ng/ml) 476,6 + 31,6
LPS (10pg/ml)+IL-1B (30ng/ml) 2604,5 + 476
LPS (10ug/ml)+IL-1pB (50ng/ml) 7129+ 1841
LPS+ A LPS (5pg/ml)+A vitamini (7ug/ml)  139,4 + 21,6
vitamini LPS (10pg/ml)+A vitamini 2040,7 + 268
(7pg/ml)
Kombine LPS (10pug/ml)+IL-1pB (50ng/ml)+A  2246,8 + 297,2

vitamini (7 g/ml)

64



mRNA expression

(log fold change)
10000 -
1000 —
100 -
10—
1-
\\\-\\\ \\.§.{~§-
P IS FIgsfsss
§F ¥ ¥ §Ff @ PPy o g FF
O I I O
(%)
§§c §IFTFFFEFTS S
b ¥ ¥ ¥ ¥ ¥y LSS
F o E F B Y g
&g e
® & & & &
»®
§ o & g
& o o M
\I\IQ‘:’Q QQ"
v v Q
e
<

Sekil 3.1: SAA mRNA ekspresyonu, 24 s deney gruplari, (y aksisi logaritmik olarak

gosterilmistir).

Lipopolisakkarit inokule edilen pozitif kontrol grubunda, 5 pg/ml ile
stimiilasyon sonucunda SAA mMRNA seviyesi, yaklasik 610 kat (p<0,001) ve 10
ng/ml stimiilasyon sonucunda ise yaklagik 1000 kat artis gosterdi (p<0.001). Negatif
kontrol grubu ile karsilastirildiginda sitokin grubunda 30 ng/ml stimiilasyon
sonucunda, SAA mRNA ekspresyon seviyesindeki artigin yaklasik 5,8 kat (p<0,001)
ve 50 ng/ml stimiilasyon sonucunda yaklasik 5,5 kat (p<0,001), A vitamini grubunda
yaklagik 6,7 kat oldugu saptandi (p<0,001).
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Negatif kontrol grubuna kiyasla LPS + sitokin grubunda, 5 pg/ml LPS ve 30
ng/ml IL-1p ile indiiklenen hiicrelerde SAA MRNA ekspresyon seviyesinin yaklasik
1200 kat (p<0,001), ayn1 miktarda LPS ve 50 ng/ml IL-1p ile indiiklenen hiicrelerde
470 kat arttig1 belirlendi (p<0,001). Tiim deney gruplar1 arasinda en yiiksek artis 10
ug/ml LPS ve 30 ng/ml IL-1B ile stimiilasyon sonucunda elde edildi. Bu grupta hedef
gen ekspresyonunun yaklasik 2600 kat arttigi belirlendi (p<0,001). Bunun yan1 sira
ayni miktarda LPS ile birlikte 50 ng/ml sitokin uygulanan hiicrelerde yaklasik 710
kat artis gézlendi (p<0,001).

Lipopolisakkarit + A vitamini grubunda, A vitamini ile birlikte 5 ng/ml LPS
uygulanan hiicrelerde SAA mRNA ekspresyon artig1 yaklagik 130 kat (p<0,001)
olarak kaydedilirken, 10 pg/ml LPS uygulanan hiicrelerde yaklasik 2000 kat olarak
belirlendi (p<0,001). Hedef gen ekspresyonu 10 ug/ml LPS ve 50 ng/ml IL-1p ile
birlikte A vitamini kullanilan kombine grupta artig yaklasik 2200 kat olarak gozlendi
(p<0,001).

3.4.2. SAA mRNA Ekspresyon Degerleri 48 s Deney Gruplari

A vitamini grubu hari¢ diger tiim 48 s deney gruplarinda, negatif kontrol grubuna
gore hedef gen ekspresyon degerlerinin 6nemli 6lciide artis gosterdigi tespit edildi.
Elde edilen bu sonuglar istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,001). Tiim gruplarin

hedef gen ekspresyon degerleri Cizelge 3.2. ve Sekil 3.2°de gosterilmistir.

Pozitif kontrol grubunda, 5 pg/ml LPS ile indiiklenen hiicrelerde SAA mRNA
ekspresyonu yaklasik 620 kat (p<0,001) ve 10 pg/ml LPS ile indiiklenen hiicrelerde
yaklasik 540 kat artis gosterdi (p<0,001). Sitokin grubunda 30 ng/ml IL-1f ile
stimiilasyon sonucunda mRNA ekspresyonu yaklasik 8 kat (p<0,001) ve 50 ng/ml
IL-1p ile stimiilasyon sonucunda ise yaklasik 23 kat artis oldugu saptand: (p<0,001).
Negatif kontrol grubuna kiyasla A vitamini grubunda mRNA ekspresyonunun

yaklasik % 75 azaldigi (0,33 + 0,08) gozlendi.
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Cizelge 3.2: SAA mRNA ekspresyon degerleri, 48 s deney gruplari, (n=3).

Gruplar Indiikleyici SAA mRNA P
(48 s) Maddeler Ekspresyon
Degeri
(kat degisim)
Negatif - 1+£0,1
kontrol
LPS (Pozitif  LPS (5 pg/ml) 625,4 + 98,4
kontrol) LPS (10 pg/ml) 546,2 + 56,5
Sitokin IL-1B (30 ng/ml) 8311
IL-1B (50 ng/ml) 234+28
A vitamini A vitamini (7 pg/ml) 0,3+0,1
LPS (5 pg/ml) + IL-1B (30 ng/ml)  734,6 +£102,8
LPS + LPS (5 pg/ml) + IL-1B (50 ng/ml) ~ 680,3 £ 97,6
sitokin LPS (10 pg/ml) + IL-18 (30 ng/ml)  805,4 + 89,2
LPS (10 pg/ml) + IL-1B (50 ng/ml)  833,8 £ 94,7 p<0,001
LPS+A LPS (5 pg/ml) + A vitamini (7 582,6 +119,5
vitamini pg/ml)
LPS (10 pg/ml) + A vitamini(7 419,4 +219,3
pg/ml)
LPS (5 pg/ml) + IL-1B (30 ng/ml)  223,4+4,3
+ A vitamini (7 pg/ml)
Kombine LPS (5 pg/ml) + IL-1B (50 ng/ml) ~ 1577,4 + 326,4

+ A vitamini (7 pg/ml)

LPS (10 pg/ml) + IL-1B (30 ng/ml) 672,7 £ 71,6

+ A vitamini (7 pg/ml)

LPS (10 pg/ml) + IL-1B (50 ng/ml) 453,6 +77,7

+ A vitamini (7 pg/ml)
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Sekil 3.2: SAA mRNA ekspresyonu, log kat degerleri, 48 s deney gruplari, (y aksisi

logaritmik olarak gosterilmistir).

Lipopolisakkarit + sitokin grubunda, 5 pg/ml LPS ve 30 ng/ml IL-1B ile
indiiklenen hiicrelerde ekspresyonun yaklagik 730 kat (p<0,001), ayn1 miktarda LPS
ve 50 ng/ml IL-1pB ile indiiklenen hiicrelerde ise yaklasik 680 kat artis gosterdigi
belirlendi (p<0,001). 10 pg/ml LPS ve 30 ng/ml IL-1p ile stimiilasyon sonucunda
elde edilen ekspresyonun yaklasik 800 kat artis gosterdigi gozlendi (p<0,001). Bunun
yani sira ayni miktarda LPS ile birlikte 50 ng/ml sitokin uygulanan hiicrelerde artis

yaklasik 830 Kkat olarak gozlendi (p<0,001). LPS + A vitamini grubunda, A vitamini
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ile birlikte 5 ng/ml LPS uygulanan hiicrelerde SAA degerinin yaklasik 580 kat arttig1
kaydedilirken (p<0,001), 10 pg/ml LPS uygulanan hiicrelerde ekspresyon degeri
yaklagik 410 kat artig gosterdi (p<0,001).

Kombine grupta 5 pg/ml LPS, 30 ng/ml IL-1B ve A vitamini ile indiiklenen
hiicrelerde mRNA ekspresyon artis1 yaklasik 220 kat olarak tespit edildi (p<0,001).
Ayni miktarda LPS, 50 ng/ml IL-1p ve A vitamini ile stimiilasyon sonucunda tiim
deney gruplar arasinda en yiiksek oranda artisa rastlandi. Elde edilen artis, yaklagik
1500 kat olarak kaydedildi (p<0,001). Hedef gen ekspresyonu 10 pug/ml LPS ve 30
ng/ml IL-1 ile birlikte A vitamini kullanilan gruptaki artig, yaklasik 670 kat olarak
gozlenirken (p<0,001) ayni miktarda LPS ve 50 ng/ml IL-1p ile birlikte A vitamini
kullanilan grupta yaklasik 450 Kat artig saptand1 (p<0,001).

3.5. ELISA Bulgulari

Sitokin, LPS ve A vitamini ile uyarilan TESF’lerin Kiiltiir ortamimda SAA

seviyesinde istatistiksel agidan anlamli bir artis gozlenmedi.

Absorbans Degerieri

35

y =0,5889x - 0,6954 &
R¥=0,9632
0, el l I
$7 56 $5 54 53 52 51

{0,157 ng/ml) ({0,313 ng/ml) (0,625 ng/mi) (1,25 ng/mli) {2,5 ng/ml) (5 ng/ml) (10 r.\g/ml)

"~

=

w

o

Sekil 3.3: ELISA standart absorbans degerleri ile standart egri ve formiilii.
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4. TARTISMA

Kanatli hayvan endiistrisi, Tiirkiye ekonomisi i¢in 6énemli bir yeri olan yumurta ve
beyaz et ihtiyacinin karsilanmasinda biiyiik rol oynamaktadir (Misirlioglu vd., 2001).
Paylasilan verilere gore, Tiirkiye’de 2022 yilinda 2,4 milyon ton kanath eti ve 19,8
milyar adet yumurta iiretimi ger¢eklesmistir (TUIK, 2022). Ayrica Tiirkiye genelinde
yaklasik 12 bin adet kanatli isletmesi bulunmakta ve sektor her yil ortalama % 8
oraninda biiyiime gostermektedir (TEPGE,2022). Kanatli iiretim potansiyelindeki bu
artiglar, genis kontrol onlemleri bulunmasina ragmen, ¢ok sayida saglik sorununun
ortaya ¢ikmasina sebep olmaktadir (Singh vd., 2020). Ciddi saglik problemlerine yol
acan bacak hastaliklar1 Ozellikle ticari olarak yetistirilen kanatlilarda, karkas
kalitesinde bozulma ve yumurta verimindeki disiis sebebiyle iireticiler igin
ekonomik kayiplara neden olmaktadir (Bradshaw vd., 2002; Braga vd., 2016).
Tiirkiye’de kanathi sektoriinde karsilagilan bacak hastaliklarina yonelik az sayida
calisma oldugu bilinmektedir (Misirlioglu vd., 2001). Kiimes hayvanlar
yetistiriciligini onemli Ol¢iide etkileyen amiloid artropatinin biiyiik ekonomik
kayiplara neden oldugu goéz oniine alindiginda, patojenez hakkinda detayli bilgiye
ulagmak ve AA amiloidozisin sebep oldugu ekonomik kayiplart azaltmak i¢in, daha
fazla caligmaya ihtiya¢ duyuldugu bildirilmektedir (Braga vd., 2016).

Yumurtact tavuklar, SAA’nin bacak eklemlerinde birikimi sonucunda
sekillenen amiloid artropati gelisimine yatkin olusu nedeniyle, deneysel ¢aligmalarda
model olarak kullanilmaktadir (Landman, 1999a). Landman vd. (2003), in vivo
kosullarda yapmis olduklar1 bir ¢aligmada SAA geninin ve gen promotdriiniin,
broyler ve beyaz yumurtacit tavuk irklarinda farkli olmasi nedeniyle amiloid
artropatiye daha duyarli olan kahverengi yumurtaci tavuk irklarini kullanmislardir.
Giiniimiizde de amiloid artropatide rol oynayan SAA’nin intraartikiiler sentezine
yonelik yapilan aragtirmalar devam etmektedir (Blanco vd., 2016). Kapsamli literatiir
taramalar1 sonucunda tavuklardaki amiloid artropati arastirmalarinin ¢ogunun in vivo
kosullarda yapildigi goriilmiis ve tavuk SF hiicrelerinden SAA saliniminin in vitro
kosullarda arastirllmasina yonelik yapilmis olan sadece bir tane c¢alismanin
(Upragarin vd., 2005b) bulundugu tespit edilmistir. Upragarin vd. (2005b), yapmis

olduklar1 bu galismada, SF’lerden SAA sentezini arastirmak ve irklar arasindaki
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farkliliklar belirlemek i¢in 14 haftalik kahverengi ve beyaz yumurtaci tavuklardan
elde ettikleri SF’leri kullanmis, kahverengi yumurtaci tavuklara ait SF’lerden SAA
sentezinin daha yiiksek oldugunu saptamislardir. Mitchell vd. (1991), ise 5 haftalik
tavsanlarda 3. pasajda izole edilen SF’lerde, SAA sentezinin 16. pasajda izole edilen
hiicrelere gore daha yiiksek oldugunu goézlemlemislerdir. Bu durumu hiicrelerin
yagina bagli olarak degisim gosterdigini ve olgun hiicrelerde bu yetenegin dnemli
Ol¢iide azaldig1 seklinde yorumlamiglardir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda (Mitchell
vd., 1991; Landman vd., 2003; Upragarin vd., 2005b) elde edilen verilere dayanarak
bu tez ¢alismasinda, deneylerde kullanmak iizere 11 giinliik kahverengi yumurtaci
tavuk embriyolarina ait TESF hiicreleri izole edilmis ve literatiirlerdeki bulgular ile

uyumlu bir sekilde, bu hiicrelerde SAA sentezinin oldugu tespit edilmistir.

Insanlarda ve gesitli hayvan tiirlerinde sinoviyal dokular ile ilgili yapilan bazi
in vitro c¢alismalarda SF hiicrelerinin, o6zellikle 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; Fangi vd., 2022) bolgesinden izole edildigi
bildirilmistir. Tavuklarda amiloid artropati ile ilgili yapilan in vivo ¢alismalarda ise;
ozellikle 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; Alasonyalilar vd., 2006; Kapakin vd., 2007; Sevimli vd.,
2012) bolgelerinin etkilendigi gézlenmistir. Atlarda SAA sentezine yonelik yapilan
in vitro bir ¢alismada (Jacobsen vd., 2016), SF’lerin beslenmesinde DMEM hiicre
kiiltiri medyumu kullanilirken, tavuk SF’lerinde yapilan bir ¢calismada (Upragarin
vd., 2005b), RPMI 1640 kiiltir medyumu tercih edilmistir. Ayrica, Akkoc ve
Kahraman (2012), tavuklardan izole ettikleri akciger fibroblastlarinin beslenmesinde,
M199 medyumunu kullanmiglardir. Jacobsen vd. (2016), izole ettikleri at SF
hiicrelerinin 3. pasajdan sonra, Upragarin vd. (2005b) ise tavuk SF hiicrelerinin 4. ve
7. pasajlar arasinda deneylerde kullanildigini bildirmislerdir. Bu ¢alismada ise tibio-
metatarsal eklem bolgesinden izole edilen TESF’lerin beslenmesinde amino asit ve
vitamin agisindan daha zengin igerigi olan M199 kiiltiir medyumu tercih edilerek,

hiicreler 8. pasaj sirasinda deneylerde kullanilmistir.
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Siklikla SF’lerin bir belirteci olarak kullanilan vimentin, mezenkimal
hiicrelerden 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; Fangi vd., 2022) SF hiicrelerinin izole
edildigi g¢alismalarda, mezenkimal orijinlerinin dogrulanmasi amaci ile yapilan
immunositokimyasal boyamalarda, vimentin antikoruna karsi pozitif reaksiyon
gozlendigi bildirilmis olup, bu tez ¢alismasinda da vimentin ekspresyonu,
literatiirlerdeki sonuglar ile benzerlik gostermistir. Ayrica bu ¢alismada sitokeratin
antikoruna karsi TESF’lerde bir reaksiyon meydana gelmemis ve boyanma
gozlenmemistir. Upragarin vd. (2005b), immunositokimyasal boyamalarin yani sira,
hiicrelerin karakterizasyonu igin ilk kez karbon fagositoz testini uygulamis ve kiiltiire
edilmis hiicreler arasinda makrofajlarin bulunmadigini saptamislardir. Benzer sekilde
bu caligmada da TESF’lerin karakterizasyonu igin karbon fagositoz testi yapilarak,
izole edilen hiicrelerin tip B hiicreler (SF) oldugu ve deneylerde kullanilan kiiltiirde

tip A hiicrelerinin (makrofaj) bulunmadigi tespit edilmistir.

Yapilan deneysel arastirmalarda (Landman vd., 1994; Ovelgonne vd., 2001;
Sevimli vd., 2005), tavuklarda amiloid artropati olusumunda bir¢ok faktoriin rol
oynadig1 ve buna bagli olarak SAA saliniminin arttigi bildirilmistir. Ayrica bazi
caligmalarda (Upragarin vd., 2005b; Jacobsen vd., 2016), negatif kontrol gruplarinda
da normal SF hiicrelerinde SAA ekspresyonunun oldugu dikkati ¢ekmekte ve bu
durum, SAA’nin  ekstrahepatik  olarak  SF’lerden  lokal sentezi ile
iliskilendirilmektedir. Yapilan bu ¢alismada benzer sekilde negatif kontrol grubunda
SAA ekspresyonunun saptanmasi, literatiirlerdeki (Upragarin vd., 2005b; Jacobsen

vd., 2016) sonuglar ile uyumlu bulunmustur.

Serum amiloid A’nin hepatosit, makrofaj ve SF hiicreleri gibi birgok
hiicreden sentezlenmesine yonelik yapilan ¢alismalarda, LPS (Upragarin vd., 2005b;
Williams vd., 2009; Teles vd., 2011; Gongalves vd., 2012), IL-1p ve TNF-a 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 faktorler kullanilarak indiiklendigi bildirilmistir.
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Bu calismada ise, TESF hiicrelerinde SAA saliniminin indiiklenmesinde farkli doz ve
stirelerdeki LPS (E. coli O127:B8) ile birlikte IL-1B ve A vitamini kullanilmistir.

Gram negatif bakterilerin hiicre duvarindan elde edilen LPS, immun sistemin
giiclii bir biyoaktivatorii olarak kabul edilmekte ve yangisal reaksiyonlarda AFP’ler
ile proinflamatuar sitokinlerin salimminda o6nemli bir indiikleyici olarak tercih
edilmektedir (Li vd., 2015). Bu tez ¢alismasinda, pozitif kontrol grubunda SAA
MRNA ekspresyonu 5 pg/ml LPS uygulamasi ile, 24 s sonunda yaklasik 610 kat ve
48 s sonunda ise 620 Kkat artis gosterirken, 10 pug/ml dozda LPS uygulamas: ile 24 s
sonunda 1000 kat ve 48 s sonunda 540 kat artig gostermistir (p<0,001). Upragarin vd.
(2005b), LPS (E. coli 0127:B8) ile indiikledikleri SF’lerde, 5 pug/ml doz ile 6 s
stimiilasyondan sonra, SAA mMRNA ekspresyonunda yaklasitk 35 kat artis
gozlendigini, 10 pg/ml doz uygulanmasinda ise 40 kat artis oldugunu tespit
etmiglerdir. Zerega vd. (2004), tavuk embriyonik kondrositlerinde, 10 pg/ml LPS (E.
coli) uygulamasindan 16s sonra SAA mRNA ekspresyonunda yaklagik 7 kat artig
oldugunu bildirmislerdir. Jorgensen vd. (2000), yaptiklar1 bir ¢alismada, baliklardan
elde ettikleri hepatosit hiicrelerini 48 s boyunca 10, 50 ve 100 pg/ml LPS (E. coli
0O111:B4) ile indiiklemisler ve SAA mRNA seviyesinin doza bagimli olarak arttigini
tespit etmislerdir. Deneysel olarak in vivo ortamda yapilmis bir ¢alismada (Singh vd.,
2020), S. gallinarum ile oral olarak enfekte edilmis tavuklarin karaciger
dokularindaki SAA ekspresyonunun, 12 s sonunda kontrol grubuna gére 17 kat ve 24
s sonunda, 22 kat artig gostererek maksimum degere ulastigi kaydedilmistir.
Baliklarda yapilmis olan in vivo bir ¢alismada (Gongalves vd., 2012), 10 ug/ml LPS
(E. coli O55:B5) uygulamasi ile SAA ekspresyonunun 6 s igerisinde artmaya
bagladig1 ve 12 s igerisinde yiikselmeye devam ettigi, 24 s sonunda ise, maksimum
seviyeye ulasarak, 48 s icerisinde diistiigli gozlenmistir. Atlarda yapilan in vivo bir
caligmada (Anderson vd., 2020), intravendz LPS (E. coli O111:B4) uygulamasindan
24 s sonra, ineklerde yapilan baska bir in vivo ¢alismada ise (Vernay vd., 2012),
meme i¢ci LPS (E.coli 026:B6) uygulamasindan 48 s sonra, SAA gen
ekspresyonunun arttigi gozlenmistir. Bu tez ¢alismasinda elde edilen veriler ilgili
literatiirlerdeki (Jorgensen vd., 2000; Zerega vd., 2004; Upragarin vd., 2005b;
Gongalves vd., 2012; Vernay vd., 2012; Anderson vd., 2020; Singh vd., 2020)
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sonuglar ile karsilastirildiginda, farkli dozlarda LPS ile indiiklenen SF’lerde AFY ’nin
6 s icerisinde sekillenmeye basladigi, 12 s sonunda bu artisin devam ettigi, 24 S
igerisinde ise en yiiksek seviyeye ulastigini ve doza bagli olarak 48 s igerisinde
kismen azalmaya basladigi goriilmiistiir. Ayrica bu calismadaki sonuglar, AFY
esnasinda SAA konsantrasyonunun zararli uyaranin etkisinin erken safhalarinda
dramatik bir sekilde arttifi ve birka¢ giin icerisinde fizyolojik seviyelere geri
dondigiinii belirten diger ¢alismalar ile (Murakami vd., 2013a; O’Reilly vd., 2013)

uyumlu bulunmustur.

Proinflamatuar sitokinlerin SAA sentezinde 6nemli roller oynadigi yapilan
caligmalar ile ortaya konmustur (Bochsler ve Slauson, 2002; Kumar vd., 2014).
Yangi bolgesinde aktive edilmis hiicrelerden sentezlenen proinflamatuar sitokinlerin,
AFY’ye aracilik ettigi bilinmektedir (Jensen ve Whitehead, 1998). Bu sitokinlerden
IL-1B’nin, artikiiler dokularda kikirdak ve SF hiicreleri {izerinde dogrudan katabolik
etkilerinin bulunmasinin yani sira, yangisal reaksiyonlarin diizenlenmesi yoluyla
artrit patojenezinde o6nemli rollerinin oldugu kaydedilmistir (Goldring, 2000).
Jacobsen vd. (2016), atlarda proinflamatuar sitokinlerden 6zellikle IL-1(’nin,
SF’lerde ve kondrositlerde SAA sentezinin en etkili indiikleyicisi oldugunu
bildirmislerdir. Blanco vd. (2016), IL-6’nin SAA sentezi {izerinde tek basina ¢ok az
etkisi oldugunu, Jensen ve Whitehead (1998) ise, IL-1p ile sinerji olusturdugunu
kaydetmislerdir. Sevimli vd. (2008), SAA’nin indiiksiyonunda TNF-a’ya gore, IL-
1B nin bitylik dlglide etkili oldugunu ve birlikte de 6nemli etkiler olusturdugunu
gozlemlemislerdir. Jacobsen vd. (2016), 50 ng/ml IL-1p ile 12 s boyunca indiiklenen
at SF hiicrelerinde, SAA mMRNA ekpresyonunda yaklasik 30 kat artis tespit ederken,
24 s sonunda 130 kat ve 48 s sonunda 20 kat artis gozlemlemislerdir. Ayni
arastirmada (Jacobsen vd., 2016), SF hiicrelerinde SAA ekspresyonundaki artigin 12
saatlik uygulamada baslayip, 24 s igerisinde maksimum seviyeye ulastigini ve 48
saatlik uygulamada ise en diisiik seviyede goriildiigiinii bildirmislerdir. Ramadori vd.
(1985b), fare hepatositlerine IL-1p uygulamasi sonucunda 2 s igerisinde SAA
seviyesinde artis oldugunu, 4 s icerisinde maksimum seviyeye ulastigini ve 12 s
igerisinde distiigiinii kaydetmislerdir. Jorgensen vd. (2000) ise, baliklardan elde
ettikleri hepatosit hiicrelerinde yaptiklari bir caligmada 48 s boyunca 25 ng/ml IL-1
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uygulamis ve SAA mRNA seviyesinin arttigini tespit etmislerdir. Bu tez
calismasinda ise, SAA sentezi lizerinde tek basina kullanildiginda en efektif etkili
oldugu distiniilen proinflamatuar sitokin IL-1p tercih edilmis ve daha 6nce yapilmis
olan ¢alismalarda (Ramadori vd., 1985b; Jorgensen vd., 2000; Jacobsen vd., 2016)
belirtilen sonuglardan farkli olarak TESF’lerde 48 s icerisindeki stimiilasyonun, 24
saatlik stimiilasyona gore daha yiiksek bir artis oldugu tespit edilmistir. Gozlenen bu
farkliligin tavuklarda SAA sentezi tizerine IL-1pB etkisinin, uygulanan doz, siire ve

hayvanlar arasindaki tiir farkliliklarina bagli olabilecegi diistiniilmiistiir.

Amiloidozis olusumunda A vitamini, retinol ve aktif metaboliti olan retinoik
asidin rolleri konusunda yapilmis ¢alismalar (Sevimli vd., 2005; Derebe vd., 2014;
De Buck vd., 2016), bulunmaktadir. De Buck vd. (2016), farelerde yapmis olduklari
calismada, SAA gen ekspresyonunun sekillenebilmesi ig¢in, A vitamininin gerekli
oldugunu o6ne siirmiiglerdir. Derebe vd. (2014), A vitamini ydniinden eksik bir
diyetle beslenen farelerde, SAA transkripsiyonunun azaldigini géstermis ve SAA’nin
enfeksiyonlar esnasinda retinoliin tasinmasinda aracilik eden bir retinol baglayici
protein oldugunu kaydetmislerdir. Dolayisiyla SAA retinol taginimi ile
enfeksiyonlara verilen fizyolojik yanitin 6nemli bir bilesenini olusturmaktadir
(Derebe vd., 2014). Lokositlerin islevleri ve sitokinlerin ekspresyonu olmak iizere
bagisiklik {izerinde etkili oldugu diisiinillen A vitaminin, bu acidan amiloid
olusumunda da etkili oldugu one siiriilmektedir (Dillehay vd., 1988; Turpin vd.,
1990; Gottgens ve Green, 1995). Sevimli vd. (2005), Freund’s adjuvant ile deneysel
olarak amiloid artropati olusturdugu tavuklarda en siddetli SAA salinimini A
vitamini grubunda gozlemlemislerdir. Paredes vd. (2002), romatoid artrit gozlenen
insanlarin serumunda A vitamini seviyesinde azalmanin oldugunu ve kronik yangisal
hastaliklarin, serumdaki antioksidan vitamin diizeylerini etkiledigini bildirmislerdir.
Rosales vd. (1996), ratlarda artan retinol gereksinimine ragmen, serum retinol
degerlerinin mikrobiyal uyarimin ardindan belirgin sekilde azalmasi ile retinoliin
dokulara tagindigimi vurgulamiglardir. Sevimli vd. (2005), tavuklarda yapmis
olduklar1 ¢aligmada, serum retinol ve SAA seviyesi ile dokularda amiloid birikimi
arasinda negatif bir korrelasyon oldugunu saptamiglardir. Ayni arastirmacilar

(Sevimli vd., 2005), bu durumun beslenme ile alinan A vitaminin dokulara gegerek,
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amiloidin yapisina karistigini ve bu nedenle serum retinol seviyesinin diisiik
oldugunu 6ne siirmislerdir. Spencer vd. (2014), A vitamininin canlilarda hiicrelerin
proliferasyonu ve farklilasmasinda da onemli rol oynadigimi belirtmislerdir. Bu
calismada 24 s boyunca 7 pg/ml dozda A vitamini uygulanan grupta SAA
ekspresyon artisi, yaklagik 7 kat gozlenirken (p<0,001), 48 s boyunca uygulanan
hiicrelerde, negatif kontrol grubuna gore yaklasik %75 azalma gozlenmistir. Bu
veriye gore; calismada izole edilen TESF’lerin, kiiltiir ortamindaki beslenme ve
gelisimleri agisindan A vitaminine ihtiyag duymalarini1 ve bunun sonucunda kiiltiir

ortamina uygulanan A vitaminini kullanmis olabileceklerini diisiindiirmektedir.

Eklem hastaliklarinin patojenezinde 6nemli rol oynayan sitokinlerin sinyal
ag1 c¢ok karmasiktir. Bu nedenle sitokinlerin tek basina incelenmesi hastalik
stirecinde yer alan tiim uyaranlarin etkilesimlerini tam olarak yansitamamaktadir.
Yalnizca sitokin etkilerinin incelendigi durumlarda eklem hastaliklarinin siirecinde
yer alan tiim biyoaktif bilesiklerin, karmasik etkilesimlerinin yeteri kadar tespit
edilemeyecegi bildirilmistir (Jacobsen vd., 2016). Ayrica, proinflamatuar sitokinlerin
eklem hastaliklarinda SF’lerden sentezlenerek yanginin baslatilmasi ve devam
etmesine biiyiik 6l¢iide katkida bulundugu kaydedilmistir (Sevimli vd., 2008; Bartok
ve Firestein, 2010). Bu tez ¢alismasinda, IL-1B’nin AFY iizerine tek basina etkileri
haricinde, giiclii SAA indiikleyicisi olan LPS ve A vitamini ile birlikte
kombinasyonlar1 da incelenmistir. Genel olarak bakildiginda, tiim c¢alisma gruplar
arasinda en yiiksek SAA MRNA ekspresyonuna, 24 s boyunca LPS + sitokin
uygulanan grupta rastlanilmistir. 10 pg/ml LPS + 30ng/ml IL-1B’ya 24 s boyunca
maruz kalan TESF’lerde ekspresyon artist yaklagik 2600 kat olarak en yiiksek degeri
gostermistir (p<0,001). Bu ¢alismada elde edilen sonuglar, deneysel olarak artrit
olusturulan tavsanlarda (Vallon vd., 2001) ve artrit gézlenen insanlardan elde edilen
sinoviyal dokularda (Connolly vd., 2010) SAA ekspresyonunda onemli orandaki
artiglar1 ortaya koyan literatiirler ile uyumlu bulunmustur. Jorgensen vd. (2000),
baliklarda LPS ve IL-1f ile ayr1 ayr1 indiikledigi hiicrelerde SAA sentezine ek olarak,
IL-1B sentezinin de oldugunu tespit etmislerdir. Benzer sekilde He vd. (2020),
farelerde yapmis oldugu in vivo bir c¢alismada, LPS uygulamasi sonucunda

proinflamatuar sitokinlerin ekspresyonunda artig tespit etmislerdir. Bu durum
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AFY’nin tetiklenmesi sonucunda proinflamatuar sitokinlerin de ortama salindigini
gostermektedir. Bu calismada belirtilen literatiirlerle (Vallon vd., 2001; Connolly
vd., 2010; Jorgensen vd., 2000) uyumlu olarak, en yiiksek SAA sentezinin LPS +

sitokin uygulanan grupta oldugu saptanmustir.

Sevimli vd. (2004), deneysel olarak amiloid artropati olusturduklar
tavuklarda, en siddetli SAA salinimini1 E. faecalis ile birlikte A vitamini uygulanan
grupta oldugunu goézlemlemislerdir. Bu ¢alismada, LPS + A vitamini uygulanan
gruplar arasinda en yiiksek artig, 24 s boyunca 10 ug/ml LPS ile birlikte A vitamini
uygulanan grupta tespit edilmistir (p<0,001). Elde edilen verilere gore, 24 s’lik
uygulamada AFY’nin maksimum seviyede olmasina ve 48 s igerisinde AFY
seviyesinin azalmasina bagl olarak sekillendigi kanaatine varilmistir. Abdelhamid
vd. (2017), at periferal mononiikleer kan hiicrelerine, LPS ve LPS + retinoik asit
uygulayarak, SAA salinimini incelemigler, LPS + retinoik asit ile indiiklenen grupta,
yalnizca LPS uygulanan gruba goére hiicrelerden SAA sentezinin azaldigi tespit
etmislerdir. Abdelhamid vd. (2017), bu durumu retinoik asidin, hiicreler tizerinde

immunmodulator etki olusturmasi ile agiklamislardir.

Tez c¢alismasinda kombine gruplarda, 24 saatlik donemde SAA
ekspresyonuna yalnizca bir grupta bakilirken, 48 saatlik donemde ise dort farkli
grupta incelenmistir. Bu gruplarda gozlenen degerlerin negatif kontrol grubuna
kiyasla Oonemli bir artig gosterdigi tespit edilmistir (p<0,001). Kombine gruplar
arasinda 10 pg/ml LPS + 50 ng/ml IL-1B + 7 pg/ml A vitamini ile 24 s boyunca
indiiklenen TESF’lerde SAA ekspresyon artis1 2200 kat olarak en yiiksek degerde
gozlenmistir. Abdelhamid vd. (2017), atlarda yapilan in vitro bir ¢alismada periferal
mononiikleer kan hiicrelerine, LPS + retinoik asit uygulanan gruptaki hiicrelerden
IL-1pB sentezinin, yalnizca LPS uygulanan gruba gore diistiigiine dikkat ¢ekmislerdir.
He vd. (2020), farelerde yapmis oldugu in vivo bir g¢alismada, A vitamini
uygulamasindan sonra proinflamatuar sitokin ekspresyonunun distiigiini tespit
etmislerdir. Konakg:1 tizerinde ¢esitli etkilere sahip olan LPS’nin, AFY’yi baslatarak
zararli uyaran etkisi ile hiicreleri proinflamatuar sitokin tiretmesi i¢in indiikledigi

bildirilmistir (Kent vd., 1998). Ancak A vitamini, hiicrelerde proinflamatuar etkilerin
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kaybolmasina ve immunmodulator etkinin olusmasina neden olarak sitokin sentezini
azaltmaktadir (Abdelhamid vd., 2017). Bu c¢alismada kombine gruplarda A
vitamininin ayni etkiler olusturarak, IL-1 sentezini azaltmasi sonucunda, SAA
ekspresyonunun LPS ya da LPS + IL-1p uygulanan gruplara gore daha diisiik
gozlenmesi, literatiirlerdeki bildirilen sonuglar ile agiklanabilir. Bu g¢aligmadaki
bulgulara gore, TESF’lerdeki SAA ekpresyonunun 6zellikle LPS konsantrasyonuna
bagli oldugunu, IL-1B ve A vitaminin SAA ekspresyonu iizerine tek basina
uygulamalarda daha az etkileri oldugunu géstermistir. Kombine gruplarda gozlenen
SAA ekspresyonu memelilerde (Kent vd., 1998; Abdelhamid vd., 2017; He vd.,
2020) ve baliklarda (Jorgensen vd., 2000; Gongalves vd., 2012) agiklanan
mekanizmaya benzer sekilde, 6zellikle LPS’nin dozuna bagimli olarak, AFY’nin

indiikklenmesinde erken donemde 6nemli bir rol oynadigini distindiirmektedir.

Upragarin vd. (2005b), ergin yumurtaci tavuklarda, farkli konsantrasyonda
LPS ile uyarilan SF’lerin kiiltiir ortamindaki SAA protein konsantrasyonunu, ELISA
ile olgmiisler, 12 saatlik inkubasyon sonucunda, SAA diizeyinde 100 ng/ml, 24
saatlik inkubasyon sonucunda 200 ng/ml ve 48 saatlik inkubasyon sonucunda ise 400
ng/ml artis meydana geldigini bildirmislerdir. Ancak bu ¢alismada ELISA ile yapilan
24 s ve 48 s olgiimlerinde, tiim deney gruplarinin kiiltiir ortaminda, SAA protein
diizeyinde anlamli bir degisiklik gozlenmemistir. Bu durum, TESF’lerin kiiltiir
ortaminda, ELISA analiz sistemi ile saptanamayan bir seviyede SAA proteini
tirettigini ya da ¢aligmada kullanilan izole edilmis hiicrelerin embriyonel doneme ait

olmasindan kaynaklanabilecegini diisiindiirmektedir.

Giinlimiizde, SAA’nin intraartikiiler sentezine yonelik yapilan in vivo ve in
vitro arasgtirmalar devam etmektedir. Bunun yani sira, bildigimiz kadariyla tavuk
embriyolarina ait SF’lerden SAA salimiminin, in vitro kosullarda arastirilmasina
yonelik yapilmis bir calisma bulunmamaktadir. Bu tez calismasi ile ilk kez
TESF’lerde primer kiiltiir, pasajlama ve karakterizasyon gibi uygun bir hiicre kiiltiirii

sistemi olusturularak, SAA’nin salinimi1 molekiiler diizeyde degerlendirilmistir.
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5. SONUC ve ONERILER

Genel olarak bakildiginda, bu ¢alismada elde edilen mevcut bulgular LPS ile
uyarilan TESF hiicrelerinde SAA iiretimi lizerine immun sistemin ve A vitaminin de
olumlu yonde etkisinin oldugunu gostermektedir. Amiloid artropatiye duyarli olan
kahverengi yumurtaci tavuk embriyolarindan elde edilen TESF’ler AA amiloidozis
icin uygun bir c¢alisma modelini temsil etmektedir. Embriyolarda bacak
eklemlerinden izole edilen SF’lerin in vitro kiiltiir modeli olarak kullanilmasinin,
kanatl endiistrisinde 6nemli saglik sorunlar1 ve ekonomik kayiplara yol agan bacak
hastaliklarinin ~ patojenezinin arastirilmasinda 6nemli  katkilar saglayabilecegi
sonucuna vartlmistir. Ayrica sonuglar, SF’lerin patolojik siirecleri yonlendiren
anahtar hiicreler oldugunu o6ne siiren ve kanatli sagliginin izlenmesinde giivenilir bir
parametre oldugu disiiniilen SAA’nin, MRNA ekspresyonundaki artisinin amiloid
artropati olusumunda 6nemli bir rolii oldugunu bildiren ¢alismalar1 desteklemis ve

kanatlilarda amiloidozis olusumundaki 6nemini vurgulamaistir.

Ileride tavuklarda AA amiloidozis gelisimi ile ilgili yapilacak olan
caligmalarda SAA  konsantrasyonunun patojenezdeki rollerini tam olarak
belirleyebilmek icin SAA seviyesinin molekiiler yontemler ile daha sik 6lgiilmesi
onerilmektedir. Ayrica yapilacak olan ¢aligmalarda uygulanan ajanlara ve doza bagl
olarak akut ve kronik donemdeki SAA sentezinin daha detayli olarak incelenmesinin

uygun olacagi kanisina varilmistir.
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