Teoc

Vaygy Hpug

IZAL VIOLIOA I'TVA NI'TTAVNYV IfO'TOLVd YANTHHLAA

TC. ,,"”' 8%
BURSA ULUDAG UNIVERSITESI K0, 2
SAGLIK BILIMLERi ENSTITUSU A(A.
VETERINER PATALOJI ¢ ;2 o
ANABILIM DALI

ET TiPI TAVUKLARDA ASITES SENDROMUNUN
OLUSUMUNDA VASCULAR ENDOTHELIAL GROWTH FACTOR
(VEGF) AKTIVITESININ INCELENMESI

OMER ARDA

(DOKTORA TEZI)

BURSA- 2021




T.C.

BURSA ULUDAG
UNIVERSITESI SAGLIK
BILIMLERI ENSTITUSU
VETERINER PATOLOJI
ANABILIM DALI

ET TiPI TAVUKLARDA ASITES SENDROMUNUN

(VEGF) AKTIVITESININ INCELENMESI

OMER ARDA

(DOKTORA TEZI)

DANISMAN:

PROF. DR. MUSA OZGUR OZYIGIT

PROGRAMI

1059B141801404- 2018/2 TUBITAK 2214-A YURT DISI DOKTORA SIRASI BURS

BURSA-2021

OLUSUMUNDA VASCULAR ENDOTHELIAL GROWTH FACTOR

0\«"0‘\6 gy,

AN

o \NZC]
Ag‘
';e.

2

(7}




T.C.
BURSA ULUDAG UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

ETiK BEYANI

Doktora tezi olarak sundugum

“Et tipi tavuklarda asites sendromunun olusumunda Vascular Endothelial
Growth Factor (VEGF) aktivitesinin incelenmesi” adli ¢alismanin, proje sathasindan
sonuclanmasina kadar gegen biitiin silireglerde bilimsel etik kurallarina uygun bir
sekilde hazirlandigim1  ve yararlandigim eserlerin  kaynaklar  boliimiinde
gosterilenlerden olustugunu belirtir ve beyan ederim.

Omer ARDA
Tarih: 10/09/2021

imza



TEZ KONTROL ve BEYAN FORMU
10/09/2021

Ad1 Soyadi: Omer ARDA

Anabilim Dali: Veteriner Patoloji Anabilim Dali

Tez Konusu: “Et tipi tavuklarda asites sendromunun olusumunda Vascular
Endothelial Growth Factor (VEGF) aktivitesinin incelenmesi”

OZELLIKLER UYGUNDUR  UYGUN DEGILDIR ACIKLAMA

O
O

Tezin Boyutlari

Dis Kapak Sayfasi

ic Kapak Sayfasi
Kabul Onay Sayfasi
Sayfa Dlzeni
icindekiler Sayfasi
Yazi Karakteri

Satir Araliklari
Basliklar

Sayfa Numaralari
Eklerin Yerlestirilmesi

Tablolarin Yerlestirilmesi

HE E EEEEEEEEBEGEHN
NNy Iy Ny Ny Iy Ny Iy Iy Ny Iy My

Kaynaklar

DANISMAN ONAYI

Unvani Adi Soyadi: Prof. Dr. Musa Ozgiir OZYIGIT



ICINDEKILER

Di1s Kapak
He KAPAK. ..o I
ETIK BEYANL.....ootiiiiiiiiiiiiiiiii e, Il
KABUL ONAY L. .o, Il
TEZ KONTROL VEBEYANFORMU........ccooiiiiiiiiiieae v
ICINDEKILER. ... \Y;
TURKCE OZET......ooiii e Vi
INGILIZCE OZET........ccooooiiiiiiiiii e, Vil
L GERES . .o 1
2. GENEL BILGILER.....cccuuuiiiiiiiiiiiiiinieeitiiceeeeecceeniee e 5
2.0 TANIML Lot 5
2.2. Asites ve Tavukguluk Endiistrisi..................oocoiiins. 5
2.3. Hastaligin Karakterizasyonu.............coevvivniiiiinninniennennnnnnn 6
2.4, HastaliZin PatOgenezi...........ouviviriniiiiiiieiiieieeeeees 7
2.5. HastaliZim Etiyolojisi......c.ovuiiuiiiiiiiiiiii e 7
2.6. Genetik SelekSiyon...........ocoiiiiii i 8
2.7, S1CAKIIK. ..o e 9
2.8, OKSIJBN. .. 9
2.9, CINSIYEL. ..\t 10
2.10. Metabolizma Hiz1............oooiiiiii e 10
2.11. Kan Parametreleri..........c.coooiiiiiiiiii 10
212, Biliylime H1zi. ... 10
213, RaKIM....ooi 11
2.14. Diyet Protein Igerigi.............cocoveiiiiiiiiiiiiiiieiie e 11
2.15. Diyetteki SOOYUM..... ..ot 12
2.16. Diyetteki Selenyum (Se) Miktart.............ccovvviininnininnnn. 12
2.17. Diyetteki CVitamini............coooiiiiiiiiiiiiiiiieen 12
2.18. Tiroid HOrMONU. ... ..o, 13
2.19. Respirator Membrani.............coeviiiiiiiiiieiiiiieieenenn.. 13
2.20. VEGF ve Asites TliskiSi...........coooviiiiiiiiii, 13
3. GEREC VEYONTEM......coooimiiiiiiiiie e 16
3.1 . Hayvan Materyali...........cooiiiiii i 16
3.2. Deneysel Gruplandirma...............ooeiiiiiiiiiiiiii i, 16
3.3.Deneysel Ortam. ... 18
34 Astlamalar..... ... 19
3.5, BeSIENME. ... 19
3.6. Sakrifikasyon ve NeKropsSi..........ccooviiriiiiiiiiiiiiieen 19
3.7 MIKIOSKOP. .. v 20
3.8. Immunohistokimyasal Preparatlarin Hazirlanmas1 (Formalin ile tespit
edilmis parafin bloklarin hazirlanigt)......................l. 20
3.9. Immunohistokimyasal Ajanlar....................cooceviiiiiinn... 20
3.10. Deparafinizasyon ve Rehidrasyon....................ccoeeeennnn. 21
3.11. Immunohistokimyasal Boyama............................oe.... 21

Y



3.12. Kalitatif ve Semi Kantitatif Immunohistokimyasal Inceleme ve

Skorlama. ... ..o 22

313, ELISA TSt .uieitii e 22
3.14. ELISA i¢in Doku Homojenati..............cccovvviiiininn.... 23
3.15. ELISA Platenin Hazirlanmast.................c.ooeeiiiinnn.nn. 23
3.16. ELISA OlGUMU......o.veeieiiii i 24
3.17. Istatiksel Degerledirme.............c.oovviviieeiniieiieinnn., 24

4. BULGULAR. ... 25
4.1KIintkBulgular...........coooiii 25
4.2.Makroskobik Bulgular................oooiiiiiii 25
4.3.Immunohistokimyasal Bulgular (Kalitatif)...................... 26
4.4 Immunohistokimyasal Skorlama Sonuglar (Yar1 Kantitatif)... 33
45.ELISA Bulgulart..........ooooiiiiii 43

5. TARTISMA SONUC ..ottt 46
6. KAYNAKLAR. ..., 56
7. SIMGELER VE KISALTMALAR................ccccooeiiii.. 68
8. EKLER. ... 70
9. TESEKKUR......cooiimiiiiii e 71
10. OZGECMIS . ... 72



TURKCE OZET

Asites sendromunda et tipi tavuklarda pulmoner hipertansiyona bagli olarak sag
kalp yetmezligi ve bunu izleyen vendz konjesyon gelisirek, viicut bosluklarinda ser6z
s1v1 birikimine neden olur. Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), fizyolojik ve
patolojik anjigenezisde ve édem olusumunda anahtar bir role sahip olan damarsal
gecirgenligi arttiran oldukca giiclii bir mediyatordiir. Bu tez calismasi yiiksek rakim
modeli olusturularak et tipi tavuklarda Asites olusumunun akut ve kronik déneminde
VEGF’iin hastaliktaki olast roliinii immiinohistokimya (IHK), ve ELISA
yontemleri kullanarak incelemeyi amaglamustir. {HK’sal boyamalarda; akcigerde
brons epitelleri, damar endotellerinin ve adventisyasinin pozitif boyandigi, damar
etrafindaki bag doku hiicrelerinin ise az sayidaki hayvanda ve sinirli olarak boyandig;
karacigerde hepatositlerin ¢ok kuvvetli boyandigi; kalp boyamalarinda hayvanlarin
tamamina yakininda miyokart hiicrelerinde ve elastik ipliklerde pozitif
boyandigi; bobrege ait kesitlerde 6zellikle tubul epitellerinin ve pozitif olarak
boyandigi, beyin dokusu boyamalarinda hayvanlarin tamamina yakininda néronlarin
pozitif boyandig1 gdzlendi. Semikantitatif IHK ’sal skorlamada kontrole kiyasla akut
donemdeki asitesli hayvanlarda kalpte (3,28), bobrekte (1,54), akcigerde (1,61) ve
beyinde (1,39) kat VEGF’iin daha yogun boyandigi dikkati ¢ekmistir. Kronik
donemde ise akut doneme kiyasla bobrekte (2,27), kalpte (2,27), akcigerde (1,81) ve
beyinde (2,41) kat daha yogun boyamalar dikkati ¢ekti. ELISA testinde kronik
donemdeki (118, 2 pg/ml) asitesli hayvanlarin akciger doku lizatlarinin ortalama
degerinin kontrol (114,8 pg/ml) ve akut doneme (114,9 pg/ml) gore daha yiiksek
oldugu gozlendi. Asites grubu hayvanlardaki asites sivisindaki VEGF miktarinin akut
donemde (69,5 pg/ml) kronik dénemden (16,8 pg/ml) 4,1 kat fazla oldugu gdzlendi.
Bu ¢alismada, VEGF’ilin somatik hiicrelerden asites sirasinda daha fazla salgilandig:
ve asites sivisinda akut doneme kiyasla kronik doneme ilerledik¢e azalan VEGF
varliginin saptanmasi, VEGF’lin hastaligin patogenezisinde (6zellikle akut donemde)
rol aldigini; 6dem (ve asites) olusumunda rol oynayabilecegi diisiindiirmektedir

Anahtar Kelimeler: Asites, VEGF, Tavuk, Pulmoner Hipertansiyon, Kanath
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INGILIZCE OZET

Broilers are susceptible to ascites syndrome, a condition associated with
pulmonary hypertension, right ventricular failure, increased central venous pressure,
passive congestion of the liver, and accumulation of serous fluids in the abdominal
cavity. Vascular Endothelial Growth Factor is a powerful mediator that increases
vascular permeability, which has a key role in physiological and pathological
angiogenesis and edema formation. This study aimed to investigate by using
immunohistochemistry (IHC), and ELISA methods the possible role of VEGF in acute
and chronic ascites in broilers induced by hypoxia in a hypobaric chamber as a high
altitude model. Immunohistochemistry (IHC) staining showed positive staining in the
bronchial epithelium, vascular endothelium, adventitia and the connective tissue
around blood vessels also stained positively in the lungs of a limited number of
animals. There was strong positivity of IHC staining in the hepatocytes. Myocardial
cells and elastic fibers were stained positive in the hearts of almost all animals. Tubular
epithelium and glomeruli were stained positively in kidney sections and neurons were
stained positively in brain tissue in almost all animals. Using semi-quantitative IHC
scoring of VEGF was more intense in the acute form of ascites compared to the control
group; stainings were more intense by 3.28 times in the heart, 1.61 times in the lungs,
1.54 times in the kidneys, and 1.39 times in the brain. Compared with the acute phase
chronic ascites, showed more intense staining in the kidney by 2.27 times, in the heart
2.02 times, in the lungs 1.81 times, and in the brain 2.41 times. In the ELISA test, it
was observed that the mean value of lung tissue lysates of animals with ascites in the
chronic period (118.2 pg/ml) was higher than the control (114.8 pg/ml) and acute
period (114.9 pg/ml). It was observed that the amount of VEGF in the ascites fluid of
the ascites group animals was 4.1 times higher in the acute period (69.5 pg/ml) than in
the chronic period (16.8 pg/ml). Accordingly, VEGF appears to be secreted more from
somatic cells during ascites (specifically at the acute period of the ascites) and may
play a role in the pathogenesis of the disease and edema formation.

Keywords: Ascites, VEGF, Chicken, Pulmonary Hypertension, Poultry
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1.GIRIS

Diinyada toplam 23 milyardan fazla kiimes ve diinya niifusunun yaklasik ii¢
kat1 tavuk bulunmaktadir. Bugiin bu rakamlarin 50 yil 6ncesine gore bes kat arttigi
bildirilmektedir. Tavukguluk endiistrisinde gelismis sistemler kullanilarak et ve
yumurta lretiminde iist noktalara ulasmis ve en yaygin hayvan kaynakli gidalar
arasinda yerini almistir. Bu nedenle tavukculuk endiistrisi kiiresel olarak artan talebi
karsilayarak ihtiya¢ duyulan proteini saglamada dnemli bir rol almis ve hayvancilik
sektoriiniin en verimli sektorii olmustur (Mottet, & Tempio, 2019). Giiniimiiz
tavukculugunda verimi arttirmak i¢in yapilan seleksiyonlar, yemden yararlanmay1 ve
protein metabolizmasini arttirmistir. Artan protein sentez hizi oksijen ihtiyacini da
olarak artirmistir (Baghbanzadeh, & Decuypere, 2008). Ticari broyler irklarinda
yapilan seleksiyonlar sonucu yiiksek et performansi ve hizli biiylime orani her y1l %5
olarak artmis (Julian, 2000), buna ragmen artan kas kiitlesiyle beraber (6zellikle gogiis
kas1) kalp ve akciger gibi i¢ organlar ayni biiylimeye ve gelismeye eslik etmemis
bunun sonucu olarak artan oksijen ihtiyaci yeteri kadar karsilanamamistir. Bu nedenle
kadiyopulmoner sistem ile vuciittaki oksijen ihtiyaci arasinda dengesizlik olusmustur.
(Havenstein, Ferket, & Qureshi 2003). Oksijen tansiyonunun diismesi ve artan oksijen
ihtiyaci ile doku ve organlarda hipoksik ortam olusur bunun sonucu kan damarlarda
durgunlagir (Decuypere, Buyse, & Buys 2000). Asites vaskuler permeabiletinin
artmasi, plazma onkotik basincinin azalmasi, lenf drenajin tikanmasi, i¢ organlara ait
vendz damarlarda hidrostatik basincin artmasi ile ya da bunlarin birkaginin beraber
sebeb oldugu bir durumdur. Asites bir hastalik degil, bir ya da birka¢ metabolik
bozuklugun sonucudur (Kalmar, Vanrompay, & Janssens 2013). Et-tipi tavuklarda
(broyler) yapilan c¢alismalarda hastaligi isimlendirmek igin alimenter toksemi,
endoteliozis, hidroperikardiyal hastalik, kanatli 6demi, toksik hepatit, sulu gobek,
asites, toksik kalp hastaligi, toksik lipidozis, miyokarditis gibi ifadeler kullanilmigtir

(Maxwell, Robertson, & Spence 1986). Asites sendromu; et tipi tavuklarda pulmoner



hipertansiyona ve sag kalp yetmezligine neden olarak vendz sistemdeki kanin
gollenmesin sebep olur ve bu durum viicut bosluklarinda seréz sivi birikimine neden
olur (McGovern, Feddes, & Robinson 1999). Asites sendromunun pulmoner
hipertansiyon sendromu ile ayni oldugu varsayilmaktadir; yani, pulmoner
hipertansiyon sendromunun baslattig1 sag kap yetmezligine bagli olarak olugsmaktadir.
Pulmoner hipertansiyona da artan kan akis1 ya da akcigerde kan akisina kars1 meydana
gelen direng neden olur (Julian, Summers, & Wilson 1986). Asites sendromu, kanatl
endiistrisinin gelismesiyle birlikte son yillarda 6nemli ekonomik kayiplara sebep
olmaktadir. Asites sendromunda, saglikli ve hizli biiyliyen broylerlerde 6liimden dnce
onemli bir semptom gdstermeden ani &liimler goriilmektedir. Oliimler, hayvanlar
yumurtadan ¢iktiktan sonra 2 giinliikk yastan itibaren 6. haftaya kadar devam
edebilmektedir (Tekeli, Aldemir, & Yildiz 2016). Hastaligin altinda yatan sebepler
arasinda; yiiksek rakimda yetistirme, havalandirma problemleri, solunum sistemi
hastaliklari, hizli gelisim, yiiksek enerjili yem tiiketimi, toksinler, soguk stresi, entansif
yetistiricilik bulunmaktadir (Julian et al., 1986; Wideman, Rhoads, Erf, & Anthony
2013)

Asites sendromunu ilk olarak Bolivya’da La Paz bolgesinde deniz seviyesinden
3300 metre yiikseklikte yetistirilen tavuklarda rapor edilmistir (Hall, & Machicao
1968). Pulmoner hipertansiyon olarak ta bilinen broylerlerde asites sendromu
1980’lerden beri diinya ¢apinda yiiksek rakimda ve hizli biiyliyen et tipi tavuklarda
rapor edilmistir (Sato et al., 2002). Asites, tim diinyada 6zellikle yiiksek rakimda
yetistirilen etlik piliglerde goriilen bir hastaliktir (Girmachew, Fesseha, & Tolosa
2020). Soguk iklim sartlar1 yiiksek irtifa ve diyet gibi faktorler hastaligin olusmasinda
onemli role sahip olmasina ragmen, hastaligin olusmasindaki asil neden artan oksijen
ithtiyaci, pulmoner hipertansiyon ve kalpteki asir1 ¢aligma yiikiine bagli olarak gelisen
hipoksidir (Julian., 2000). Yiikseklik ve O2'nin kismi basinci arasinda ters bir iliski
vardir. Artan rakim hipoksiye veya solunan Oz’nin dokulara aktarilmasinda azalisa
neden olur. Etlik pili¢lerde oksijen eksikligi ile beraber asites sendromu ortaya ¢ikar
(Ruiz-Feria, & Wideman 2001). Yiiksek rakim simulasyonu olan hipobarik odalar,
hicbir cerrahi miidahale olmadan hayvanlarda asites olusturulabilen bir yontemdir
(Owen, Wideman, Hattel, & Cowen, 1990; Tarrant, Dey, Kinney, Anthony, & Rhoads,
2017; Tarrant, Fulton, Lund, Rhoads, & Anthony 2018; Witzel, Huff, Kubena, Harvey,



& Elissalde, 1990). Hipobarik odalarda olusturulan asitesin avantajlarindan bazilari;
cevresel degiskenlerin siirekli izlenebilmesi ile yiikseklik, havalandirma, sicaklik ve

nem gibi faktorlerin rahatca izlenebilmesidir (Pavlidis et al., 2007).

Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), fizyolojik ve patolojik
anjiyogenezisinde ve O6dem olusumunda anahtar bir role sahip olan damarsal
gecirgenligi arttiran oldukga giicli bir mediatordiir. VEGF ilk olarak Vascular
Permeability Factor olarak isimlendirilmis ve mitojen olarak tanimlanip damar
gelisimi ve anjiogenezisde rol oynadigi bildirilmistir (Keck, et al., 1989; Walter,
Maggiorini, Scherrer, Contesse, & Reinhart, 2001). VEGF damar permeabilitesini
artirmada histaminden elli kat daha fazla etkiye sahip olup 6dem ve asites olusumuna
katkida bulunmaktadir (Carlson et al., 2007). VEGF, insan endotel hiicreleri,
akcigerdeki mezensimal hiicreler, alveolar makrofajlar, noronlar, bdbrek epitel
hiicreleri ve g¢esitli kanser hiicreleri gibi bir¢ok farkli hiicre tipi tarafindan
sentezlenmektedir (Kosmidou, Karmpaliotis, Kirtane, Barron, & Gibson 2008,
Schlingemann, & Van Hinsbergh 1997). VEGF’nin salgilanmasinda hipoksi ile
tetiklenen Hypoxia-inducible factor (HIF-1)’iin rolii bulunmaktadir (Lewallen, &
Burggren, 2015). Malignant glioblastomal1 insanlarda yapilan ¢aligmalarda beyinde
sekillenen 6dem ile VEGF arasinda dogrudan bir iliski bulunmustur. VEGF tiimor
anjiyogenezinde ve 6dem olusumunda anahtar bir faktordiir (Carslon et al., 2007).
Ayrica farelerde yapilan c¢alismalarda akciger O6deminde alveollerdeki VEGF
miktarin serumdakinden 500 kat daha fazla oldugu bildirilmektedir (Belotti et. al.,
2003, Kaner, & Crystal, 2004; Kosmidou et. al., 2008). Yapilan bir arastirmada kisa
stireli yiiksek rakima maruz kalan dagcilarda pulmoner 6demin sekillendigi ve alinan
kan 6rneklerinde VEGF nin arttig1 bildirilmistir (Walter et al., 2001). Deneysel olarak
olusturulan ovaryum tiimorlii farelerden elde edilen asites sivilarinda da VEGF
faktoriin gesitli izoformlarmin arttigi bildirilmistir (Belotti et. al., 2003). VEGF,
hipoksinin yanisira ¢esitli biiytime faktorleri sitokinler ve gonodotropinler tarafindan
da uyarilmaktadir (Coppé, Kauser, Campisi, & Beauséjour 2006; Schlingemann,
& Van Hinsbergh 1997; Gomez, Simén, Remohi, & Pellicer 2003). VEGF'nin
ekspresyonu, hipoksiye yanit olarak, aktif hale gelmis onkojenler ve ¢esitli sitokinler
tarafindan giiclendirilir. VEGF, endotelyal hiicre proliferasyonunu indiikler, hiicre

gociinii destekler ve apoptozu inhibe eder. VEGF, in vivo olarak anjiyogenezin yani



sira  kan damarlarmin gegirgenliginin artisint  indiikler ve angiogenezisin
diizenlenmesinde merkezi bir rol oynar (Neufeld, Cohen, Gengrinovitch, & Poltorak
1999). Fareler iizerinde yapilan ¢alismalarda VEGF hedef genine uygulanan
miidahaleleler ile VEGF’in vaskiilojenez iizerinde merkezi bir role sahip oldugu
gosterilmistir. VEGF allellerinden birisinin akut ve kronik donemde bile eksik oldugu
durumlarda farelerde daha dogmadan kardiyovaskiiler problemlere bagl dliimler
kaydedilmistir (Ferrara et. al., 1996).

Asitesli hayvanlarin nekropsisinde deride siyanozis ve derim altinda 6dem
gbzlenir. Karin boslugu acildiginda berrak, sar1 renkli asites sivisinin varligi ile
karacigerin siskin, kapsiilasinin kalin ve tizerinde fibrin ipliklerinin oldugu dikkati
ceker. Perikardda sivi birikimi ile birlikte akcigerlerin 6demli ve konjestif oldugu
gozlenir. Bobreklerin ise genislemis acik renkli ve kivamlarinin yumusak oldugu

dikkati ¢eker (Julian., 1993; Maxwell et al., 1986; Wilson, Julian, & Barker, 1988).

Asites broylerlerde sebebi kesin olarak kanitlanmamis bir metabolik
bozukluktur. Kanathilarda asites sendromunda 6dem olusumu sirasinda bazal
membrani tahrip eden birtakim enzimlerin aktif hale gegerek salgilandigr ve bu
enzimlerin hipoksi ile baglantisi in vitro ve in vivo olarak gosterilmistir (Akkoc, &
Kahraman, 2012; Ozyigit, Kahraman, & Sonmez, 2005). Ayrica in vitro olarak
akcigerlerden elde edilen fibroblast kiiltiirlerinde hipoksi ve VEGF arasinda iliski
gosterilmesine ragmen VEGF’iin akciger ve diger organlardaki hangi hiicrelerden
salgilandig1 gosterilmemistir (Ozyigit, Kahraman, & Akkog, 2015). Planlanan bu tez
caligmasinda asites sendromu sirasinda VEGF’iin, immiinohistokimyasal (yari
kantitatif) ve ELISA (kantitatif) ile gosterilmesi ve VEGF’liin olasi 6dem

olusumundaki rollerinin incelenmesi amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tamm

Kanatlilarda asites, periton bosluklarinda normalde bulunan lenf miktarindaki
artistir. Hastalik, gelisimi erken olan broylerlerde ortaya ¢ikan sag ventrikiilde
hipertrofi ile beraber karin boslugunda s1v1 birikimi gozlenen nonenfeksiydz metabolik
bir bozukluktur. Lenf veya 6dem sivisinda protein artist varsa, fibrin kiimeleri ve artist
da goriilebilir. Karaciger kaynakli sizintilarda protein miktart yiiksek oldugundan
siklikla fibrinli goriintii olusur (Julian., 1993). Asites vaskuler permeabiletinin artmast,
plazma onkotik basincinin azalmasi, lenf drenajin tikanmasi, splanknik (i¢ organlara
ait) vendz damarlarda hidrostatik basincin artmasi ile ya da bunlarin birkaginin birden
beraber sebeb oldugu bir durumdur. Asites bir hastalik degil, bir ya da birkag
metabolik bozuklugun sonucudur (Kalmar et al., 2013). Idiyopatik pulmoner arteriyel
hipertansiyon (IPAH), Amerikan Akciger Dernegi tarafindan tanman 5 tip pulmoner
hipertansiyondan biridir. Insanlarda sag ventrikiiler hipertrofi, yiiksek pulmoner arter
basinci, yorgunluk, gégiis agrisi, nefes darligi ve sonugta sag ventrikiil yetmezligi ile
karakterizedir. insanlarda sekillenen IPAH, et tipi tavuklarda sekillenen asites ile
benzerlik gostermektedir. Asites, ticari kiimes hayvanlari ve etlik pili¢ endiistrisi i¢in

belirli dsnemlerde problem olusturmaktadir.

2.2. Asites ve Tavukculuk Endiistrisi

Kanatli hayvan endiistrisinin basarisi, tiiketici i¢in ekonomik olan tiiretimi
basarmakla gergeklestirilmektedir. Bu basari, yogun seleksiyon faaliyetleri,
yetistiricilik siiresinin kisali§i ve en aza indirilmis olumsuz gevresel etkiler ile
saglanmistir. Broyler damizlik se¢im programlari i¢in viicut agirligi, kas verimi,
yemden yararlanma ve biiylime orani arttirimi seleksiyonla hala devam etmektedir. Bu
durum genetik olarak hayvanlarin se¢gminde baski yaratmaktadir. Broyler endiistrisinin
stirdiirtilebilirligi kesim yasinin geriye ¢ekilmesi viicut agirliginin daha da erken

artmasi; kas veriminde ve belirli yaslarda yemden yararlanmada onemli genetik



ilerleme kaydedilmesine baglidir. Ne yazik ki, biiyimenin hizlandirilmasi, genel
saglik, bakim ve tiretim maliyetlerinin dogal dengesini degistirmistir. Ticari agidan
onemli 6zellikler i¢in yogun yapay seleksiyon, iskelet anormallikleri, artmis karkas
yagi, bagisiklik yetersizligi, iireme performansinin bozulmasi gibi fizyolojik
komplikasyonlar ile birlikte tibial diskondroplazi ve asites gibi metabolik
rahatsizliklara yol a¢muistir (Anthony., 1998; Barbut., 1997; Havenstein, Ferket,
Scheideler, & Larson, (1994)., Julian., 2000; Cheema, Qureshi, & Havenstein, 2003).
Bu metabolik bozukluklarin insidensleri, hemen tiim yogun olarak seleksiyon yapilan
ticari kazanga sahip et tipi kiimes hayvanlarinda, goriilmesi hastaligin genetik bir

iligkisi oldugunuda gostermektedir.

Asites’in neden oldugu ekonomik kayip, Amerika Birlesik Devletleri’nde yilda
100.000.000 ABD Dolari olarak tahmin edilmektedir (Wideman et al., 2013). ikibiniki
yil1 itabariyle her y11 361.000.000 broyler 6liimiiniin %8'inin asites sebebi ile oldugu
tahmin edilmektedir. Asitesin sebep oldugu ekonomik kayip 6nemli miktarda emek ve
yem yatirimi yapildigindan ¢ok yiiksektir, hastaliktan en ¢ok hizli biiyliyen ve agir
hatlar etkilenmektedir (Anthony., 1998, Lubritz, Smith, & McPherson, 1995).

2.3. Hastahi@in Karekterizasyonu

Hizli biliyiime ve et liretimi i¢in yetistirilen broylerlerde ortaya ¢ikan asites
sendromu, insanlardaki IPAH n klasik semptomlarinin birgogunu kapsamakta ve altta
yatan nedenleri aydinlatabilecek genetik benzerlik gostermektedir, ayrica insanlarda
spontan IPAH i¢in milkemmel bir model saglamaktadir (Wideman et al., 2007,
Wideman, & Hamal, 2011). Broylerlerin yaklasik %3'iinde, ¢ok hizli biiyiimeleri
sebebi ile spontan olarak IPAH gelisir. Broylerlerdeki IPAH’1n insidansi bazi kosullar
altinda %20’ye kadar ¢ikabilir; bunlar et tipi tavuklar i¢in ideal gevresel sicaklik
kosullarinin altinda ya da tstlinde olmasi durumu, hipoksi, vaskiiler okliizyon,
solunum yolu hastaliklari, diisiik hava kalitesi ve hipertiroidizmdir. Bu kosullar kalp
yiikiinii arttirir ya da pulmoner vaskuler direng (PVD)’a neden olur (Balog et al., 2003,
De los Santos et. al., 2005, Huchzermeyer, & De Ruyck, 1986; Wideman et al., 2013,).
Broylerlerin akciger hacminin viicut Kitlesi ile zayif iliskili olmasi, ¢ok hizli kas
gelisimi ve boylece artan metabolik oksijen ihtiyaci ile birlikte pulmoner yetmezlik

olugmaktadir. Glinlimiiz tavuk¢uluk endiistrisinde hala devam eden genetik se¢im ile



bu durum daha da siddetlenen bir pulmoner yetmezlik yaratmaktadir (Julian., 2000;
Wideman, & French 1999; Owen, Wideman, & Cowen, 1995; Pakdel, van Arendonk,
Vereijken, & Bovenhuis, 2005).

2.4. Hastahgin Patogenezi

Broylerlerde asitesin olusumundaki temel mekanizma, hipoksi nedeni ile sag
ventrikiiler kalp yetmezligine baglh olarak gelisen kronik pasif konjesyondur. Kalp
atim sayisinin artmasina bagli olarak pulmoner arteriyel basingta artis ve kalbin sag
ventrikiiliinde hipertrofi ve dilatasyon sekillenir. Pulmoner arteriyel basingta artis,
hipervolemi ya da hipoksemiye bagli olarak kan dolasimindaki akisin artisina bagli
olabilecegi gibi, kan damarlarindaki direncin artmasima da bagli olabilir. Sag kalp
yetmezliginde, ventrikiiler sistol sirasinda ventrikiilden atriyuma kagis olur. Sag
ventrikiiler yetmezlige bagli olarak meydana gelen kan dinamigindeki basing
dengesizligi, karaciger ve vendz sistemdeki basinci artirir. Vendz kan basincindaki
yiikselme karaciger konjesyonuna ve hepatik lenf akisinda artisa neden olur. Venoz
dolasimdaki durgunluktan dolay1 lenf sivisinin hepsi uzaklastirilamaz ve proteinden
zengin olan bu s1v1 lenfatik pleksuslarin yogun oldugu karacigerin kapsiilasindan karin
bosluguna sizarak asitese neden olur. (Julian.,1993; Julian., 2000; Julian. & Squires,
1993, Mirsalimi, Julian, & Squires, 1993, Ozyigit et al., 2005; Ozyigit et al., 2015).

2.5. Hastahi@in Etiyolojisi

Asites sendromunun ortaya ¢ikmasinda birgok neden bulunmaktadir. Asites
sendromunda temelinde g¢evresel (yiiksek rakim, sicaklik, nem, populasyon
yogunlugu, ventilasyon), beslenme (yiiksek enerjili yem ve yiiksek protein igerigi,
besleme yonteminin farkliligi), fizyolojik solunum yolu hastaliklar1 ve genetik
sebebler ve bunlarla ilintili faktorler rol oynar (Dey, Krishna, Anthony, & Rhoads,
2017; Girmachew et al., 2020; Nurmeiliasari, 2010; Olkowski, Abbott, & Classen,
2005). En 6nemli neden hipoksi yani kandaki kismi oksijen basincinin diismesidir,
hipoksiyede yukaridaki neden ve/veya nedenler sebep olur. Yiiksek rakim, ventilasyon
problemleri direk olarak oksijen miktarini etkilerken; diisiik sicaklik, artan yem
tilkketimi, yemin igerigi dolayli yoldan metabolizmay1 hizlandirip oksijen ihtiyacina
bagl hipoksiye neden olabilir. Asites antioksidan 6zellikleri nedeniyle de vitamin C,

Selenyum (Se) eksikliginde gelisebildigi gibi, diger yandan furozolidan, mikotoksin,



sodyum ve civa intoksikasyonu, hayvanlarin tiikettigi suda asir1 tuz bulunmasi ve

enfeksiyonlar ile de olusabilir.

2.6. Genetik Seleksiyon:

Broylerlerin seleksiyonunda temel amag, biiylime oranin arttirilmasi ve yemden
yararlanimin iyilestirlmesi temeline dayanir. Broylerlerin 1slah1 son 150 yila varan
stiredir devam etmekte ise de verim yoniindeki iyilestirmelerde son 75 yildir basari
aliabilmistir. Damizlik hayvanlar secilirken fenotipik ozellikleri
degerlendirilmektedir. Broylerlerde 1925°1i yillarda canli agirlik artig1 8 gram/giin iken
bugiin bu oran yaklagik 66 gram/giin’diir. Damizliklarda kullanilan genotiplerin daha
verimli hale getirilmesi ile uygulanan seleksiyonlar, hizli canli agirlik artis1 ve kas
kitlesi yiiksek hayvanlara sahip olmak i¢in yapilmaktadir. Fakat bu uygulamalar
sonucunda hayvanlarin immun sistemi, kemik yapisi ile yasama ve iremeye ait
gliclikkler gozlenmektedir (Ugar, Tiirkoglu, & Sarica, 2018). Genetik olarak giiniimiiz
modern broylerleri hizli biiylime oranlar1 sebebi ile artan oksijen ihtiyaglar1 ve buna
bagli olarak asites sendromunun ortaya ¢ikmasina daha yatkindir (Girmachew et al.,
2020). Uzun yillardir et tipi tavuklarda yapilan seleksiyonlar sonucunda yemden
yararlanma arttirilmig, bunun sonucunda vuciit kiitle indeksi pozitif yonde etkilenmis
ve kardiyovaskiiler sisteme binen yiik artmigtir. Asitese karsi duyarliligi belirlemek
icin (Wideman, & French, 2000) tarafindan yapilan genetik ¢alismalar sonunda
pulmoner arteriyol hipertansiyonun kalitim derecesi 0,4- 0,5 olarak tahmin edilmis ve
birka¢g mayor genin etkili oldugunu diisiindiirmiistiir. Ayrica (Krishnamoorthy et al.,
2014) de broylerlerde genetik seleksiyon iizerine yaptiklart ¢aligmalarda bir ¢ok
niceliksel 6zellik lokusun hastaligin olusmasinda etkili oldugunu gozlemlenmistir.
Bununla birlikte, (Navarro, Visscher, Chatziplis, Koerhuis, & Haley, 2006) kan
degerlerinin saturasyonuna gore yaptiklari analizler asites i¢in baskin gen diislincesine
yol agmistir. Asites duyarliligi ve direnci icin yapilan seleksiyon broyler hatlar
tizerinde baz1 genlerin AGTR1 (Gga9: 11,859,037-11,880,012 bp) ve UTS2D (Gga9:
13,178,354-13,185,135 bp) gibi asites sendromu tizerine iliskili olabilecegini
gostermistir (Dey et al., 2017).



2.7. Sicakhik:

Asites sendromu hizli gelisim ile iliskili bir hastaliktir ve hizli gelisen
broylerlerde diisiik sicakliklarda daha ¢ok rastlanilir. Sulu gobek olarak da bilinen
asites, hizli biiyliyen broylerlerde, yiiksek rakimlarda ve distik sicakliklarda daha da
stk goriilen, biiyiimeyle iliskili bir metabololik bozukluktur (Pakdel et al., 2005).
Normal sicaklik kosullarinda daha yiiksek biiyiime potansiyeline sahip olan
hayvanlarin, nispeten daha az biiyiime oranina sahip hayvanlara kiyasla soguk stresi
altinda asites olusma potansiyelinin daha yiiksek oldugu bulunmustur (Deeb,
Shlosberg, & Cahaner, 2002). Asitesi indiiklemek diisiik sicaklik, metabolizma hiz1 ve
oksijen ihtiyacini artirabilir, bu durum hipoksi ve oksidatif stresle sonuglanir
(Daneshyar, Kermanshahi, & Golian, 2009; Enkvetchakul, Bottje, Anthony, Moore, &
Huff, 1993; Julian, Judith, Frazier, & Goryo, 1989; Zeng Qui-Feng et al., 2015).
Yetistirme ortaminda 1s1 diistiiglinde metabolizma i¢in daha fazla enerjiye ihtiyag
duyulur bu durum asitesin kisin meydana gelmesini agiklamaktadir, ayrica artan irtifa
ve soguk yetistiricilik ortami, hastalik riskini daha da artirmaktadir. Soguk ve oksijen
ithtiyact kan hacmini artirir ve akcigerlerden siiziilen kan voliimiine bagli olarak kalbin
daha fazla caligmasi gerekir ve bu durum 6nce sag kalp hipertrofisine sonra da sag kalp

yetmezligine neden olur (Wideman, & French, 1999).

2.8. Oksijen:

Broylerlerde asites i¢in en kritik tetikleyici yiiksek oksijen gereksinimidir
(Julian., 1998). Kanatlilardaki eritrositlerin akcigerden gegerken hemoglobinlerini tam
olarak oksijenlendirebilme yetenegi, eritrositlerinin akcigerdeki gegis siiresine,
hemoglobin-oksijen baglama yetenegine, hava-hemoglobin bariyerinin kalinligina ve
Ozellikle ortamdaki kismi oksijen basincina baghidir. Kanathilarin bazi tiirleri bu
konuda digerlerinden daha iyidir ve oksijen havadan kana ve dokuya daha kolay
hareket eder (Black, & Tenney, 1980). Et tipi tavuk irklarinin aksine yumurtaci irklar,
hemoglobinlerini ortam oksijen saturasyonu %15 iken (2500-3000 m) bile tamamen
oksijenlendirebilirler (Mirsalimi et al., 1993). Bununla birlikte, baz1 et tipi tavuklarda
diistik irtifada bile (%20,9 oksijen saturasyonu) diisiik oksijenli arteriyel kan basinci
olusmaktadir (Reeves et al., 1991; Julian, & Mirsalimi, 1992), bu durumun kanin

acigerden cok hizli ge¢is siiresinden dolay1 oldugu diisiiniilmektedir (Julian., 2000).



2.9. Cinsiyet:

Cinsiyet 6zelligi, sicaklik farketmeksizin asites olusumunda etkili bir 6zelliktir
(Pakdel et al., 2005). Soguk ile uyarilan et tipi tavuklarda erkeklerin disilere kiyasla
asitese daha duyarli oldugu goriilmiis, bununla birlikte her iki cinsiyette asites gelisen
hayvanlarda sag ventrikiiliin toplam ventrikiile yiizdelik oran1 saglikli hayvanlara gore

yiiksek bulunmustur (Jabbari Ori, Shoja, Esmailizadeh, Rafat, & Hasanpur, 2019).

2.10. Metabolizma Hiz:

Kanatlilar kendileri ile ayn1 biiyiikliikteki memelilere gore oksidatif strese daha
duyarlidir. Bunun nedeni kanatlilarin memelilere gore 2 ile 2,5 kat daha hizli bir
metabolizmaya sahip olmalaridir. Bu yiiksek hizli metabolizma reaktif oksijen
tirlerinin miktarmi arttirmaktadir. Yiiksek metabolik hiz ile beraber kanatlilar
memelilere gore yaklasik olarak 3 °C daha yiiksek viicut sicakligina sahiptirler ve
enerji ihtiyaclar1 viicut kiitle indeksine gore artar. Ayrica kanathilarin kan sekeri
konsantrasyonlari—-memelilere gore yaklasik 2 kat fazladir. Bu durum hayvanlar
asitese hazirlayici faktor olan yiiksek metabolizmanin sebebleridir (Braun, & Sweazea,
2008; Holmes, & Austad, 1995; Khajali & Wideman., 2016).

2.11. Kan Parametreleri:

Asitesli broylerlerin hematokrit degerlerinin saglikli olan tavuklara gére daha
yiiksek oldugu goriilmiistiir. Asitesli erkek broylerlerin yliksek yogunluklu lipoprotein
ve kolesterol serum konsantrasyonlar1 asites gostermeyen erkek broylerlere gore
onemli derece diisik bulunmustur. Hizli biiyliyen et tipt tavuklarda oksijen
saturasyonu ve oksijenlenmis hemoglobinin daha yavas biiyliyenlerdekine kiyasla

daha diisiik oldugu gozlenmistir (Jabbari Ori, et al., 2019).

2.12. Bilyiime Hiz::

Giiniimiiz broylerleri ¢cok hizli bir sekilde biiylimektedir bunun sebebi fazla
miktarda yem yemeleri ve enerjiye cevirebilecek yiiksek bir metabolizmaya sahip
olmalaridir. Bununla beraber ortaya ¢ikan artan oksijen ihtiyaci ve bu ihtiyaca karsi
yiiksek rakim ya da diisiik ortam sicakligi tam anlamiyla hipoksiye sebeb olarak asites
olusturan mekanizmayi tetiklemektedir (Druyan, Hadad, & Cahaner, 2008). Daha hizli

viicut gelisimi yoluyla et liretimi igin yapilan seleksiyon, dokulara yeterli oksijen
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miktarini saglamak i¢in kardiyovaskiiler sisteme olan talebi artirmistir (Lorenzoni,

Anthony, & Wideman, 2008; Wideman et al., 2007).

2.13. Rakim:

Yiksek irtifa diisik kismi oksijen basicina (PO2) sebebiyet verir,
mitokondrinin elektron tagima mekanizmalarini degistirerek, oksidatif strese neden
olan asir1 serbest radikal olusumuna yol agar, bu da makromolekiillerde oksidatif
hasara sebeb olarak hayvanlarda bagisiklik sisteminin bozulmasina neden olur. Serbest
radikaller, bir kez olustuktan sonra zincirleme reaksiyon baglatarak DNA, protein, lipit
ve karbonhidrat gibi molekiillere zarar verebilen oldukga kararsiz reaktif radikallerdir.
Biyolojik molekiillere verilen hasar, nihayetinde hayvanlarda biiylimeyi, gelismeyi,
bagisiklik yeterliligini ve iiremeyi baskilar (Kalia, Bharti, Gogoi, Giri, & Kumar,
2017., Kalia et al., 2018). Yiikseklik arttikga kismi oksijen basinci azaldigindan,
yiiksek rakimda yetistirilen broylerlerde agirlik artis1 normal performans degerlerine
gore daha disiik bulunmustur. Deniz seviyesinde oksijen, atmosferin %20,9'unu
olusturur. Oksijen ylizdesi, irtifadaki her 500 m'lik artista deniz seviyesine gore

yaklasik olarak %1 diiser (Taheri, Nasiri, & Ahmadkhani, 2019).

2.14. Diyet Protein Icerigi:

Diyetteki protein igerigi hakkinda c¢eligkili raporlar bulunmaktadir. Diyetteki
protein miktarinin azalmasi protein katabolizmasini azaltarak oksijen talebini azalttig
ve pulmoner hipertansiyon sendrom (PHS) insidensini diisiirdiigi bildirilmistir
(Leeson, Diaz, & Summers, 1996). Diger taraftan, (Maxwell, & Robertson, 1998)
broylerlerde diyetlerde protein igerigi azaldiginda asites 6liim oranlarinin arttigini
gozlemlemistir. Son zamanlarda (Behrooj, Khajali, & Hassanpour, 2012), yiiksek
rakimda (2100 m) yetistirilen broylerlere farkli diyet protein seviyelerinin verildigi
denemede diisiik proteinli diyetlerle beslenen broylerlerde asitesten 6liim oraninin
onemli 6l¢iide arttigini gozlemlediler. Protein metabolizmasinin son iiriini tirik asittir
ve rik asit bir antioksidandir bu yiizden diisiik proteinli diyetlerle beslenen pili¢lerde
asitesten Oliim oraninin artmasiin olasini nedenlerinden biriside diisiik protein

alimidir (Carro, Falkenstein, Radke, & Klandorf, 2010; Khajali, & Wideman, 2016).
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2.15. Diyetteki sodyum:
Diyetteki sodyum miktari arttiginda asites sendromlu hayvan sayisi da artmakta
ve buna bagli olarak kiimeslerde genel 6liim miktar1 daha fazla olmaktadir (Ozyigit et

al.,2005, Taheri et al., 2019, Wideman, & Hooge, 2003; Xiang et al., 2004).

2.16. Diyetteki Selenyum (Se) Miktari:

Asites sendromu hipoksi ile baglantili olarak yiiksek rakimda goriiliir. Oksidatif
stres arteriyel hipertansiyonun patogenezini baglatan mekanizmanin altindaki 6nemli
bir nedendir. Selenyum, antioksidan enzimlerin yapisinda bulundugundan oksidatif
stres i¢in anahtar iz elementtir (Habibian, Sadeghi, Ghazi, & Moeini, 2015). Bazi
caligmalar da selenyum takviyesi yapilmis broylerlerde biiyiime performansi, karkas
ozellikleri, organ agirliklari etkilenmezken, sag ventrikiiliin toplam ventrikiile orant,
karacigerdeki malondialdehid konsantrasyonu, heterofil lenfosit orani selenyum
ilavesi yapilmayan gruba gore daha disiik bulunmustur (Zamani Moghaddam,
Mehraei Hamzekolaei, Khajali, & Hassanpour, 2017).

2.17. Diyetteki C Vitamini:

C vitamini takviyesi kandaki toplam antioksidan kapasitesini arttirmaktadir ve
asites sendromunun olugmasina yol agan sivinin birikimesini azaltmaktadir (Yang et
al., 2014, Zeng et al., 2016). Ayrica yapilan bir ¢caligmada diyetlerine 500 mg/kg C
vitamini eklenen broylerler de, kontrol grubuna kiyasla asites mortalitesini %65
azaldigini bildirmislerdir (Hassanzadeh, Buys, Dewil, Rahimi, & Decuypere 1997).
Diger yandan 400 mg/kg C vitamini katkisinin herhangi bir iyilestirici etkisinin
olmadig: bildirilmistir (Villar-Patino et al., 2002). Yapilan ¢alismalar sonucunda C
vitamini takviyesinin giiclli bir antioksidan oldugu ve reaktif oksijen tiirlerini azalttig1
ileri stiriilmiistiir. Ayrica, C vitamininin metabolik aktiviteyi diistirdigii ve
trityodotironin (T3) hormonunun konsantrasyonunun azalmasina sebeb oldugu
distintilmistir (Khajali, & Wideman., 2016). Arjinin ve antioksidan olan E ve C
vitaminlerinin sinerjik rol oynayip oksidatif strese bagli hasar1 azalttig1 ve broylerlerde
kardiyopulmoner fonksiyonlari gelistiridigi, (Bautista-Ortega, & Ruiz-Feria, 2010) da

yaptiklar1 ¢alisma ile desteklenmistir.
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2.18. Tiroid hormonu:

Tiroid hormonu metabolizma hizin1 belirler. Diisiik metabolizma diisiik tiroid
hormonu aktivitesi ile korelasyon gostermektedir. Diisiik tiroid hormonu aktivitesi
yiiksek bliylime orani ve diisiik yem doniisiim orani ile baglantili olarak asites
hassasiyeti ile iliskisi oldugu disiiniilmiistiir (Decuypere et al., 2000, Malan et al.,
2003)

2.19. Respirator Membrani:

Tavuklarin respirator membrant (solunum zar1) diger kuslara gore daha
kalindir. Tavuklar kendi aralarinda degerlendirildiginde Broyler 1rki et tipi tavuklarin
leghorn 1rk1 yumurtaci tavuklara gére daha kalin bir solunum zar1 vardir, bu nedenle
oksijeni hemoglobine tasima kabiliyeti diger tavuk irklarina gore daha iyi
olmayabilecegi iddia edilmistir (Julian, 2000; Julian, & Mirsalimi., 1992; Reeves et
al., 1991)

2.20. VEGF ve Asites Iliskisi:

VEGF damar gecirgenligi ile ¢ok yakindan iliskili giiclii bir mediatordiir fakat
VEGF’nin kanatli asites sendromundaki etkisi agiga kavusturulamamistir (Carlson et
al., 2007). Hipoksi ile VEGF indiiklenebilmektedir. VEGF endotel hiicrelerinin
boliinmesine katki saglamakta ve aymi zamanda permeabilite faktorii olarak da
bilinmektedir. Yapilan arastimalarda yiliksek rakima maruz kalan dagcilarda VEGF
seviyeleri arter kaninda yaklasik iki katina ve vendz dolasimda yaklasik {i¢ katina
ciktig1 bildirilmistir (Walter et al., 2001). VEGF akut dagcilik hastaliginda ya da
yiiksek rakima bagli serebral 6demde vaskiiler permeabiletiyi arttirarak hastaliklarin
patofizyolojisinde muhtemel rol oynayan bir proteindir (Tissot van Patot et al., 2005).
Alveolar hipoksi, ratlarin beyinlerinde VEGF ekspresyonu i¢in muhtemel roller
oynamaktadir. Hipoksinin sebeb oldugu yiiksek rakima bagli serebral 6demin
mekanizmasi bilinmemektedir. Dokularin oksijen eksikligine maruz kalmasi 6ncelikle
VEGF ekspresyonu ile anjiogenezi tetikler ve boylece ekstraserebral kapillar
permeabilitesi artmaktadir (Xu, & Severinghaus, 1998). Yapilan ¢aligsmalar sonucunda

hipoksi ile anjiogenezde rol oynadigi kanisinda varilmistir (Belotti et al., 2003, Carlson
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et al., 2007; Kaner ve Cyrstal., et al., 2004) Dokularda olusan hipoksi anjiogenezi
tetikleyen bircok lokal faktorii harekete gecirmekte ve yeni damar kapillar damar
olusmaktadir (Kosmidou et al., 2004). Hipoksi ile laktat artisi, kapillarlarin bazal
membraninda tahribata ve ruptura béylecede plazma ve kirmizi kan hiicrelerinin damar
disina ¢ikmasi ile sonuglanir. Bunu endotel hiicre tomurcuklanmast ve hipoksik
bolgeye dogru biiylimesi takip eder. Son yillarda VEGF, epidermal biiylime faktorti,
doniistiiriicii biiytime faktorleri-A ve -B, timor anjiyogenez faktorii, anjiyogenin,
timor nekroz faktorii-A, asidik ve bazik fibroblast biiylime faktorii gibi birgok
varsayilan anjiyojenik faktor tanimlanmistir. Bunlar arasinda VEGF'in, bazal
membrani tahrip ederek kapillar sizintiya neden olan en giiglii faktér oldugu
bildirilmektedir (Xu, & Severinghaus, 1998). Bunun yani sira, molar olarak,
histaminin yaklasik 50 kati daha giiclii olarak veniillerin ve kiiclik damarlarin
gecirgenligini artiran etkileri nedeniyle bir vaskiiler permeabilite faktorii olarak da
bilinir. (Xu, & Severinghaus, 1998; Carlson et al., 2007). VEGF, insan endotel
hiicreleri, akcigerdeki mezensimal hiicreler, alveolar makrofajlar, néronlar, bébrek
epitel hiicreleri ve ¢esitli kanser hiicrerli gibi birgok farkli hiicreden sentezlenmektedir
(Kosmidou et al, 2008; Schlingemann, & Van Hinsbergh 1997). Ayica fareler tizerinde
yapilan calismalarda akciger 6deminde alvollerdeki VEGF miktarinin serumdakinden
500 kat daha fazla oldugu bildirilmektedir (Belotti et al., 2003, Kaner, & Crystal, 2004;
Kosmidou et al., 2008).

Yikilmis pulmoner parankimde VEGF'in neden oldugu vaskiiler sizintinin
aslinda kapiler ag rejenerasyonu i¢in ilk adim olabilecegini tahmin etmek caziptir.
Alveollerde ve akciger parankiminde pulmoner 6dem veya anormal sivi birikimi,
akciger mekanik fonksiyonlarinda ve gaz degisiminde ciddi bozukluklara yol agan gaz

degisim tinitelerinde 6nemli sonuglari olan yaygin bir klinik problemdir.

VEGF akciger parangiminde tahribat olusturur ve vaskiiler sizint1 sekillenir, bu
olay ile pulmoner 6dem gelisir, boylece VEGF akcigerlerde mekanik sorunlarla
beraber oksijen aligveriginde ciddi problemlere yol agmakta, ve klinik problemlerin
meydana gelmesini saglamaktadir (Kosmidou et al., 2008). Kanatlilarda asites
sendromunda 6dem olusumu sirasinda damar bazal membrani tahrip eden birtakim

enzimlerin aktif hale gegerek salgilandigi ve bu enzimlerin hipoksi ile baglantisi in
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vitro ve in vivo olarak incelenmigsede, hipoksinin tetikledigi damar gegirgenliginin
nasil arttirdigr ve asitese sebeb oldugu tam olarak gosterilememistir (Akkoc,
Kahraman, Cansev, & Ozyigit, 2011; Ozyigit et al., 2005,). Ayrica in vitro olarak
akcigerlerden elde edilen fibroblast kiiltiirlerinde hipoksi ve VEGF arasinda iliski in
vitro olarak gosterilmesine ragmen VEGF’lin (in situ) akciger ve diger organlardaki
hangi hiicrelerden salgilandigi ortaya konmamustir (Ozyigit et al., 2015).
Calismamizda, hem kan damarlarinin yapilmasinda gérev almasi hemde hipoksi ile
uyarilarak damar gegirgenligini arttirici 6zelligi bulunmasi ve bunun sonucunda 6dem
olusumunda 6nemli bir role sahip olan VEGF’iin broylerlerde asites sendromu
sirasinda rol aldigi diisiiniilerek deneysel olarak asites olusturulmus broyler tavuklarda
VEGF’iin, immiinohistokimyasal (yar1 kantitatif) ve ELISA (kantitatif) ile

gosterilmesi ve VEGF 1in olas1 6dem olusumundaki rolleri incelenmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hayvan Materyali

Calismada, Amerika Birlesik Devletleri, Arkansas Universitesi, Kiimes
Hayvanlar1 Arastirma Uygulama Ciftliginin kuluckahanesinde alinan COBB 500 hatt1
et tipi (broyler 1rk1) 45 adet disi ve erkek hayvan kullanildi.

3.2. Deneysel Gruplandirma

Tiim hayvanlar, Amerika Birlesik Devletleri, Arkansas Universitesi, Kiimes
Hayvanlar1 Arastirma Uygulama Ciftligine ait hipobarik odalara (hypobaric chamber)
(sekil-1, 2, 3) 0. giinden itibaren yerlestirildi. Pulmoner hipertansiyona bagli asites
gozlenen 12. giindeki 20 adet hayvan Akut Asites Grubu olarak kabul edildi; kontrol
grubu ise ayni ortamda yetistirilen ve asites bulgusu gostermeyen 20 adet
hayvanlardan secildi. Ayni ortamda deneyin son giinii olan 21. giinde asitesi devam

eden 5 hayvan ise Kronik Asites Grubu olarak adlandirildu.

| @ Wq@ |

Hypobaric
Building
A341

Sekil-1: Hipobarik odanin digtan goriintimii
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Sekil-2: Civcivlerin konacagi kafeslerin hipobarik oda igerisine yerlestirilmesi
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Sekil-3: Kafesler icerisine yerlestirilmis bir giinliik COBB 500 hatt1 et-tipi civcivler

3.3. Deneysel Ortam

Dezenfekte edilen hipobarik oda 2,4x3,7x2,4 m boyutlarindaydi. Hipobarik
odalarda birbiri ile 6zdes kafeslerde oluklu yemlik ve damla suluklar kullanildi.
Rakim, havalandirma, sicaklik, nem gibi ¢evresel faktorler deney boyunca monitorize
edilerek takip edildi (Sekil-4, 5). Civcivler, 6nceden 33 °C’ye 1sitilmis odalara
konulduktan sonra ortam 1sis1 7. giinde 32 °C’ye, 14. giinde 30 °C’ye 20. giinde
28°C’ye diisiiriildii. Havalandirma, 17 m®/dak (600 cfm; cubic feet per minute) hizinda
sabit bir hava akis1 saglayacak sekilde ayarlandi. Hipobarik oda, ilk hafta deniz
seviyesinden 2500 m (8500 ft) yiiksekligi ve ikinci hafta 2.900 m (9.500 ft) yiiksekligi

taklit edecek sekilde ayarlandi ve deney sonuna kadar bu ortam muhafaza edildi.
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Sekil-4: Cevresel faktorlerin kayit altina alinarak izlendigi monitor Sekil-5: Degerlerin yer aldig1 monitér ekrani

3.4. Asilamalar

Bolge hastaliklardan ari oldugu i¢in herhangi bir asilama programi
uygulanmadi.

3.5. Beslenme

Calisma sirasinda rutin olarak et tipi tavuklarda kullanilan 1-12. giinler arasinda
baslangi¢ (starter) ve 13. giinden sonra biiyiitme (grower) ticari yemleri kullanildu.

3.6. Sakrifikasyon ve Nekropsi

Deneyin 12. ve 21. giiniinde asites grubu ve kontrol grubu olarak kullanilan
hayvanlar servikal dislokasyon metodu ile sakrifiye edildi. Sakrifiye edilen
hayvanlarin karin boslugu agilarak asitesli hayvanlardan steril enjeksiyon ile en az 3
ml olacak sekilde asites sivist alindi. Daha sonra rutin nekropsi yapilarak, tiim
hayvanlardan histopatolojik inceleme i¢in akciger, beyin, bobrek, karaciger ve kalp
dokular1 alindi. ELISA testlerinde kullanilmak {izere asitesli hayvanlara ait asites
stvist, akut asites grubu, kronik asites grubu ve kontrol grubu hayvanlarin akciger
dokular1 PBS ile kan1 giderilip yikandiktan sonra -80°C’de derin dondurucuda (LIG-
86W105, ABD) muhafaza edildi.
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3.7. Mikroskop

Biitiin degerlendirmeler dijital fotograf atagmanli Olympus marka (CXA41,
JAPONYA) 151k mikroskobunda gerceklestirildi.

3.8. Immunohistokimyasal Preparatlarin Hazirlanmasi (Formalin ile tespit
edilmis parafin bloklarin hazirlanisi)
Dokular nekropsi sonrasi oda sicakliginda 24 saat %10 formalin ile tespit edildi.

Dokular uygun boyut ve sekle gore takip kasetlerine yerlestirilerek doku takibi
asagidaki sekilde elde yapildi.

e %70 Etanol, iki degisim, her biri 1 saat

e %80 Etanol, 1 saat

e %95 Etanol, 1 saat

e %100 Etanol, ii¢ degisim, her biri 1,5 saat

e Ksilen, li¢ degisim, her biri 1,5 saat

e Parafin (58-60 ° C), iki degisim, her biri 2 saat

Dokular parafin bloklar igerisine géomiildii ve 5 mikron kalinliginda kesilerek,
immunohistokimya boyanmasi i¢in lizinli lamlara alindi. Kesitler gece boyunca oda

sicakliginda kurumaya birakildi.

3.9. Immiinohistokimyasal Ajanlar
Immiinohistokimyasal boyama sirasinda, vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii

(VEGF) primer antikoru (VWR Sino Biological — VEGF165/VEGFA Antibody
Catalog Number: 11066-T16, A.B.D), 1:200 oraninda kullanildi. Sekonder antikor
olarak [VECTASTAIN® ABC Kit Peroksidaz (HRP, A.B.D)] iireticinin talimatlarina
gore kullanildi. DAB Kromojen substrati (BIOCARE MEDICAL- Betazoid DAB
Chromogen Kit Catalog Number: BDB2004 H, L, MM, A.B.D) iireticinin talimatina
gore kullanildi.
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3.10. Deparafinizasyon ve Rehidrasyon
Caligmaya ait beyin, kalp, akciger, karaciger ve bobrek dokulari ksilol ve alkol

serilerinden gegirilerek deparafinize ve rehidre edildi. Bu amagla,

Kesitlerin, her biri 5 dakika olmak tizere 3 kez ksilol igerisinde temizlendi. Daha
sonra her biri 3 dakika olmak iizere toplam 2 kez sirasiyla %100, %95, %90, %70,
%350’1ik alkollere daldirilarak 4 dakika distile su ile yikandi.

3.11. immunohistokimyasal Boyama
-Preparatlar, antijeni agiga ¢ikarmak (antigen retrieval) igin, sodyum sitrat 10

mM, pH 6.0'a ¢ozeltisinde 95 © C'de 15 dakika siireyle 1sitma isleme maruz kaldi.

-Preparatlar oda sicakliginda sogumaya birakilarak sonrasinda 20 dakika TPBS
solusyonunda yikandi.

-Preparatlardaki dokularin etrafi hidrofobik bariyer kalem ile dairesel olarak
cizildi.

-Preparatlar distile suda 5 dakika bekletilerek, TPBS igerisinde 5 dakika
yikandu.

-Endojen peroksidasyonu onlemek i¢in preparatlar 10 dakika boyunca %3’liikk
H202 igeren PBS igerisinde inkiibe edildi ve ardindan TPBS solusyonunda 5 dakika
yikandi.

-Preparatlarin zemin boyanmasini engellemek i¢in bloke edici serum [ii¢ damla
(150 pl) bloke edici serum stok ¢ozeltisi ve 10 ml PBS tamponu tiip i¢inde karistirilip]
ile 20 dakika siireyle inkiibe edildi.

-Ppreparatlar iizerindeki bloke edici serum dokiilerek, preparatlar yikanmadan,
tizerine 1:200 konsantrasyonunda primer antikor eklenerek gece boyunca inkiibe
edildi.

-Ertesi giin preparatlar tekrar TPBS solusyonunda 5 dakika yikandi.

-Preparatlar, biyotinle isaretlenmis sekonder antikor [li¢ damla (150 pl) bloke
edici serum stok solusyonu ve bir damla (50 pl) biyotinli sekonder antikor, 10 ml PBS]
eklendikten sonra 30 dakika inkiibe edildi.

-Daha sonra preparatlar, TPBS solusyonunda 5 dakika yikandi.
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-Preparatlar kullanilmadan once 30 dakika bekletilen avidin-biyotin
kompleksleri [VECTASTAIN® ABC Reagent: 10 ml tampona iki damla (100 pl)
Reaktif A eklendi, ardindan iki damla (100 ul) Reaktif B ilave edildi)] ile inkiibe edildi.

-Preparatlar daha sonra 5 dakika TPBS tamponunda yikandi.

-DAB kromojen-substrat soliisyonu ile 2-3 dakika inkiibe edildi.

-Preparatlar, musluk suyunda durulandi ve 30 saniye boyunca karsi boyama
olarak hematoksilin solusyonunda boyanarak musluk suyunda duruland.

-Daha sonra 3 defa %0,2 amonyum hidroksite daldirilip cikarilan preparatlar
musluk suyu ile yikandiktan sonra dehidre edilerek kuruduktan sonra ksilole daldirilip

kapatildi.

3.12. Kalitatif ve Semi Kantitatif immunohistokimyasal Inceleme ve
Skorlama (Semi Kantitatif Degerlendirme)
Preparatlar korlemesine ii¢ farkli arastirici tarafindan (OA, MOO VE ZAK)

tarafindan degerlendirilerek skor ortalamasi alindi. Karacigerde hepatositler, kapsula,
damar endotel ve damar adventisya hiicreleri, safra kanali epitelleri, portal bolgedeki
bag doku hiicreleri; akcigerde, bronsiyol epitel hiicreleri, damar endoteli ve adventisya
hiicreleri, damar etrafindaki bagdoku hiicreleri, plora mezotel hiicreleri; bobrekte
kapsiila, glomeruluslar, tubul epitelleri, interlobuler damar endoteli ve adventisyasi;
kalpte miyokard hiicreleri, epikardiyum, arteriyoller, endokardiyum; beyinde,
meninks, noronlar,damar endotelleri ve adventisyalar ve ependim hiicreleri 151k
mikroskobunda degerlendirildi. Isik mikroskobunda skorlama yapilirken HSCORE=X
(I X PC) formiilii kullanildi. (Ozalp et al., 2012; Ozyigit et al., 2014). Formiilde “I”
yogunluk (intensity) skoru olarak 0: negatif, 1(+): zayif, 2 (+): orta, 3(+): iyi ve 4 (+):
cok 1yi ve “PC” (percentage) pozitif reaksiyon gdsteren hiicre alanmin tiim alanda
yiizde olarak ifadesine karsilik olarak kullanildi. Yogunluk (I) ile yiizdelik alanin (PC)

carpimi toplam skorlamay1 olusturdu.

3.13. ELISA Testi
Daha once dondurulmus oOrnekler laboratuvar isisina tedricen getirilerek

¢oziilme islemi gergeklestirildi. ELISA kiti (PEPROTECH®, Human VEGF Mini
TMB ELISA Development Kit, ABD) i¢indeki kimyasallar kullanilmadan 6nce -20
°C'den laboratuar sicakligina alindi. ELISA kitinin 6l¢iim araligi 6-800 pg/ml

arasindaydi. ELISA kiti, iiretici firmanin talimatlara gore kullanildi.
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3.14. ELISA icin Doku Homojenati
Eksi 80 ° C'lik dondurucudan alinan akciger dokusu makas yardimi ile yaklasik

0,5-2 cm®liik parcalara kesilerek buz iizerinde bekletilen porselen havan icerisine
konularak porselen ezici ile homojenizasyonu saglandi.

Homojenlestirme i¢in kullanilan ekstraksiyon tamponu asagidaki formiil ile
hazirlandi;

-100 mM Tris, pH 7,4

-150 mM NacCl

-1 mM EGTA (Etilen glikol-tetraasetik asit)

-1 mM EDTA (Etilen diamine-tetraasetik asit)

-1% Triton X-100 %0,5

-%0,5 sodyum deoksikolat

Hazirlanan ekstraksiyon tamponu kullanilmadan 6nce tampon solusyonunun
toplam hacminin 1/100’u kadar fosfataz inhibitor karisim II (Phosphatase Inhibitor
Cocktail 11, RPI, Catalog no: RP1 P52102-1) ve toplam hacmin 1/100’u kadar proteaz
inhibitor karisimi (VWR Life Science, WVR 97063-970 Protease Inhibitor Cocktail)
eklendi. Daha sonra karisima 1 mM PMSF (Fenil Metil Siilfonil Florid), 329-98-6,
Sigma-Aldrich) eklendi. Homojenizasyon tiiplerine son karisimdan 2 ml (her 5 mg
ezilmis akcigere ait doku pargasi i¢in tiipe 300 puL) ekstraksiyon tampon solusyonun
ilave edilerek, homojenizasyon tiiplerine 5 mm'lik metal homojenizasyon boncuklari
yerlestirildi. Numuneler 4 °C'de 15 dakika boyunca homojenizasyon rotatoruna
konulup calkaland1. islem sonunda homojenizasyon tiiplerinden santrifiij tiiplerine
dokiilen homojenatlar, 10.000 rpm, 4 °C'de, 10 dakikada santrifiij edildi. Santrifiij
sonrasinda arayiize dokunmadan siipernatant (iistteki sulu faz- ¢oztiniir protein 6ziitii)

ELISA yonteminde kullanmak i¢in tiiplere ¢ekilerek -80 °C'de tutuldu.

3.15. ELISA Platenin Hazirlanmasi
Tutucu antikor (Captured antibody), PBS (Ph7.2) ile 0,50 pg/ml

konsantrasyona seyreltildi ve kullanilacak plate’e (ELISA microplates, Nunc
MaxiSorp Prod,439454) her kuyucuga 100 ul olacak sekilde ilave edildi. Plate agzi
hava almayacak sekilde kapatilarak, oda sicakliginda gece boyunca inkiibe edildi.
Daha sonra plate’in agz1 acilarak kuyucuklardaki igerik ters yiiz edilip dokiildii. Bir
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pecete lizerinde kalan son igerikler uzaklastirilana kadar hafif darbeler ile yercekimine
dogru aspire edildikten sonra kuyucuklar PBS ile her bir evresi 15 dakika devam eden
orbital rotatorda g¢alkalanarak 4 kez yikandi. Son islemden sonra 300 ul durdurucu
tampon (Block Buffer-1% BSA in PBS) tiim kuyucuklara eklenip agz1 kapatilarak 1
saat oda sicakliginda bekletildi. Plate’teki kuyucuklar ayni sekilde 4 kez yikandi.

3.16. ELISA Ol¢iimii

Standart solusyonlar (800 pg/ml-12,5pg/ml) ve Orneklerin  eklendigi
kuyucuklarm agzi kapatilarak 2 saat oda sicakliginda inkiibe edildi. Icerikler aspire
edilerek tekrar PBS ile yikama islemleri gergeklestirildi. Sonrasinda dedeksiyon
antikoru (detection antibody-saptama antikoru) 0,125 pg/ml konsantrasyonda her
kuyucuga 100ul ilave edildi. Plate agz1 kapatilarak 2 saat oda sicakliginda inkiibe
edildi. icerikler aspire edilip tekrar yikama islemleri gerceklestirildi. Daha sonra her
kuyucuga 0,05 pg/ml konsantrasyonda Streptavidin—HRP’den 100 pl eklendi ve plate
30 dakika oda sicakhiginda agz1 kapatilarak, karanlikta inkiibe edildi. Inkubasyon
islemi ardindan kuyucuklar aspire edilip sivilar uzaklastirilip yikama islemleri
gerceklestirildi. Daha sonra TMB (Liquid Substrate Solution, KPL Cat. 52-00-02)
soliisyonundan her kuyucuga 100 pl ilave edildi. Agz1 kapatilan plate 20 dakika
boyunca renk degisimi i¢in oda sicakliginda inkiibe edildi. Daha sonra 100ul (1M
HCL) stop soliisyonu eklenerek renk degisimi 450 nm dalga boyunda ELISA plate
okuyucuda (EL808 Ultra Plate Reader, BioTek®) 5 dakika icerisinde okutularak
degerler kaydedildi. Standat egri, standart kuyucuklarindaki absorban degerlerine gére
olusturuldu. Tiim gruplarinin ELISA sonucunda elde edilen absorbans degerleri,

formiilde yerine koyularak pg/ml olarak degerler hesaplandi.

3.17. Istatistiksel Degerlendirme
Calismadaki verilerin istatistiksel olarak degerlendirilmesinde IBM SPSS

Statistics 20 paket programi kullanildi. Verilerin degerlendirilmesi asamasinda
oncelikle verilerin normal dagilima uygunlugu test edildi (Shapiro-Wilk testi). Veriler
normal dagilima wuygun olmadigi i¢in ikiden fazla bagimsiz grubun
karsilastirilmasinda Kruskal Wallis testi, iki bagimsiz grubun karsilagtirilmasinda
Mann-Whitney U testi kullanildi. Elde edilen sonuglar p<0,05 istatistiksel olarak

anlamli kabul edilerek yorumland.
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4. BULGULAR

Calismada kullanilan toplam 45 adet broylerden on ikinci giinde 20 adet hayvanda
asites bulgular (akut donem grubu) gozlendi. Asites gosteren hayvanlara karsilik 12.
giinde 20 adet asites gostermeyen hayvan sakrifiye edildi (kontrol grubu). Ayrica 21.
giinde 5 adet asites bulgusu gosteren hayvanlar da sakrifiye edildi (kronik donem
grubu). Deneyin sonunda toplam 25 adet asites grubu (akut donem grubu, kronik

dénem grubu) hayvan ve 20 adet kontrol grubu hayvan kullanildi.

4.1. Klinik Bulgular
Asites sendromu gosteren hayvanlarda belirgin olan karin duvarinin dis bakidan

belirgin oldugu, hareket etmede zorlandigi, solunum gii¢liigii problemleriyle beraber
boyun ve viicut kaslarinda tremorlar dikkati ¢ekti. Asitesli hayvanlarda digkinin daha
sulu ve yasam alanlarinin digkiyla daha fazla bulastigi, hayvanlarin tiiylerinin karigik
ve kloakal bolgenin daha kirli oldugu gozlendi. Dis bakida gorsel olarak, asites
gosteren hayvanlarin viicut kondisyonlarinin asites gostermeyenlere gore daha geri

oldugu tespit edildi.

4.2. Makroskobik Bulgular
Asitesli hayvanlarda deri altinda 6dem belirgindi. Akut ve kronik asites grubu

hayvanlarda deri ensizyonunu takiben karin boslugunda transudat dikkat ¢ekti (Sekil-
6a, Sekil-6b). Kronik donem asites grubunda (KDAG) deri altinin siyanotik goriiniime
sahip oldugu dikkati ¢ekti (Sekil-6b). Akut donem asites grubundaki (ADAG)
tavuklarda asitesli hayvanlarda 12-44 ml, kronik donem grubundaki asitesli
hayvanlarda 21-60 ml arasinda, aciktan koyuya sar1 renkte fibrinli transudat dikkati
cekti. Karacigerin parlakligini yitirdigi ve hayvanlarin bazilarinda peritonun visseral
yaprag iizerinde fibrin pargaciklarinin oldugu gozlendi. Hidroperikardiyum, hem akut
hem de kronik asitesli gruptaki hayvanlarda gozlendi. Kalp, Akut Dénem ve Kronik
Donem Asites gruplarinda, kontrol grubundakilere (KG) gore daha hipertrofikti.
Kalbin, horizontal olarak bazisinden kesit yapildiginda sag ventrikiiliin dilate oldugu
dikkati ¢ekti. Akut ve kronik asitesli gruptaki hayvanlara ait akcigerlerin konjestif ve

0demli oldugu goriildii.
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Sekil-6a: Akut donem asites grubu karin bolgesinde sivi birikimi, — Sekil-6b: Kronik dénem asites grubu, karin bolgesi sivi
12 giinliik tavuk. birikimi ve hipoksiye bagl genel siyanotik gériiniimii,
21 giinliik tavuk.

4.3. immunohistokimyasal Bulgular
Akciger, karaciger, kalp, bobrek, beyin dokularinin immiinohistokimyasal

boyama alanlar1 ve boyanan hiicre komponentleri Tablo-1, 2, 3, 4, 5’de gosterildi.

VEGF ile yapilan IHK’sal boyamalarda kontrol ve akut asites grubu
akcigerinde hava kapillar1 ve brons epitellerinde benzer oranda boyanma gézlenirken
[sirasiyla (14/20) ve (16/20)], kronik donem asites grubundaki (5/5) tiim brons
epitellerinde pozitif reaksiyona rastlandi. Damar endotellerindeki pozitivite, kontrol
grubu (8/20) ve kronik donem asites grubunda (2/5) ayni oranda goézlenirken, akut
donem asites grubuna (6/20) gore daha fazla boyanma gozlendi. Damar
adventisyasinda kontrol grubu (5/20) ve akut dénem asites grubunda (5/20) ayni
boyanma orani dikkati ¢ekerken, kronik donem asites grubunda (1/5) diger iki gruba
gore daha az boyanma gozlendi. Damar etrafindaki bag doku hiicrelerinde, kontrol
grubu (1/20), akut donem asites grubu (1/20) ve kronik dénem asites grubunda (1/5)
birer hayvanda VEGF antikoru ile pozitif reaksiyon gozlendi. Akciger plorasindaki
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mezotel hiicrelerinde kontrol grubu (1/20) ve kronik dénem asites grubunda (2/5)
pozitif reaksiyon gozlenirken, akut donem asitesli grupta mezotel hiicrelerinde pozitif

reaksiyon gozlenmedi (Sekil-7, Tablo-1).

Sekil-7: Akcigerde bronsiyol epitellerinde, hava kapillarlarinda ve damar endotellerinde hafif graniiler intrastoplazmik

VEGEF pozitif reaksiyon (akut donem asites grubu, 12. Giin), DAB, HSCORE=80, (kirmiz1 ok, bronsiyol epiteller; siyah ok, hava

kapillarlari, mavi ok; damar endoteli), x20

Karaciger kesitlerinde hepatositlerde tiim gruplarda pozitif reaksiyon gozlendi.
Kontrol grubunda (16/20), akut donem asitesli gruba (19/20) gore daha az boyanma
gozlenirken kronik donem asitesli grupta (5/5) tiim kesitlerin pozitif reaksiyon verdigi
goriildi. Kapsiilada kontrol grubunda (3/5) akut donem asitesli gruba gore daha fazla
boyanma gozlenirken, kronik donem asitesli grupta oransal olarak akut asitesli gruba
gore daha fazla boyanma goriildii. Damar endoteli damar adventisyasina gore tiim
gruplarda daha ¢ok boyandi. Damar endoteli kronik dénem asitesli grupta (2/5),
kontrol ve akut donem asitesli gruba gore oransal olarak daha fazla pozitif reaksiyon
verirken diger yandan damar adventisyasi, kontrol grubunda (3/20), akut donem
asitesli (1/20) gruba gore daha fazla pozitif reaksiyon verdigi dikkat ¢ekti. Safra epiteli,
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sadece kontrol grubunda (2/20) pozitif reaksiyon verirken diger iki grupta boyanma
gozlenmedi. Portal bolgedeki bag doku hiicrelerinde kontrol grubunda (3/20), akut
donem asitesli (2/20) gruba gore bir hayvan daha fazla boyanma gozlenirken, kronik

donem asitesli grupta pozitif reaksiyon goriilmedi (Sekil-8, Tablo-2).

Sekil-8: Karacigerde hepatositerde, safra epitelinde ve damar endotelinde intrastoplazmik VEGF pozitif reaksiyon (akut

doénem asites grubu, 12. Giin), DAB, HSCORE=270, (beyaz oklar; hepatosit, siyah ok;damar endoteli, sar1 ok; safra epiteli), x20

Bobrek dokusu boyamalarinda kapsiilanin sadece kontrol grubuna ait bir
hayvanda VEGF antikoru ile pozitif reaksiyon verdigi gézlendi. Glomeruluslar, akut
donem asitesli (10/20) grubta, kontrol (8/20) grubuna gore daha ¢ok boyanirken kronik
donem asitesli grubun (4/5) diger iki gruba goére oransal olarak daha fazla boyanma
goriildii. Tubul epitellerinde kronik donem asitesli gruba ait tim ornekler pozitif
boyanirken, diger taraftan akut déonem asites (15/20) grubunun kontrol grubuna (9/20)
gore daha fazla boyandig1 dikkat cekti. Interlobuler ven endotellerinde kronik donem
asites (2/5) grubunda diger iki gruba gore daha fazla boyanma goézlenirken, akut
donem asites (2/20) ve kontrol (1/20) grubunda az sayida boyanma dikkati cekti.

Damar adventisyasinda kronik donem asitesli gruptan bir ve akut dénem asitesli
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gruptan bir hayvan olmak {izere sinirl sayida hayvanda boyanma goriildii (Sekil-9,
Tablo-3).

Sekil-9: Bobrekde tubul epitellerinde, glomeruslarda hafif intrastoplazmik VEGF pozitif reaksiyon (akut donem asites
grubu, 12. Giin), DAB, HSCORE= 50, (beyaz oklar; tubul epiteli, siyah ok; glomerulus), x20

Kalp dokusuna ait kesitlerde tiim gruplarda miyokarda (kalp kasinda) yogun
boyanma reaksiyonlarina rastlanmakla beraber, kronik donem asitesli (20/20) gruba
ait tim hayvanlarda, akut donem asites (18/20) grubu ve kontrol grubu (16/20)
hayvanlarin tamamina yakininda pozitif reaksiyon gozlendi. Epikardiyumda kontrol
ve akut donem asites grubunda THK’sal boyanma gerceklesmezken, kronik dénem
asitesli grupta iki hayvana ait dokuda boyanma goriildii. Kronik donem asites
grubundaki arteriyollerde (3/5) boyanma gozlenirken, akut dénem asitesli grupta
sadece bir hayvan ait dokuda pozitif reaksiyon dikkati ¢ekti. Kontrol grubunda ise
hicbir hayvana ait doku arteriyollerinde pozitif reaksiyon gozlenmedi.
Endokardiyumda, kronik donem asites grubundan ve kontrol grubundan birer
hayvanda boyanma goriiliirken, akut donem asitesli grupta boyanma goriilmedi (Sekil-
10, Tablo-4).
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Sekil-10: Kalpte miyositlerde ve damar endotel hiicrelerinde grantiler intrastoplazmik VEGF pozitif reaksiyon (Kronik
donem asites grubu, 21. Giin), DAB, HSCORE= 140, (beyaz oklar; kalp kasi, mavi ok; arteriyol), x20

Beyin kesitlerine ait preparatlarda, noéronlarda biitiin gruplarda boyanma
gozlenirken, kronik dénem asitesli (5/5) grubun tamami boyandi. Bununla birlikte,
akut donem asitesli grup (16/20) kontrol (13/20) grubu ile kiyaslandiginda daha fazla
boyandig1 gozlendi. Meninkslerde kronik donem asitesli (3/5) grup ve akut donem
asitesli (3/20) grupta boyanma gozlenirken, kontrol grubunda sadece bir hayvanda
pozitif reaksiyon dikkat ¢ekti. Damar endotellerinde, damar adventisyasinda ve
ependim hiicrelerinde kronik donem asitesli grubta bir 6rnekte boyanma gdzlenirken

diger gruplarda pozitif reaksiyon gozlenmedi (Sekil-11, Tablo-5).
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Sekil-11: Beyinde noronlarda graniiler intrastoplazmik VEGF pozitif reaksiyon (akut asites grubu, 12. giin), DAB,
HSCORE=75, (mavi oklar; néron), x20

Tablo-1 Akciger kesitlerinin immunohistokimyasal boyanma alanlar1 oranlar

Akciger VEGF
Kontrol Akut Dénem Asites Grubu Kronik Dénem Asites Grubu

Bronsiyol epiteli 14/20* 16/20 5/5
Hava kapillarlar 14/20 16/20 5/5
Damar endoteli 8/20 6/20 2/5
Damar adventisyasi 5/20 5/20 1/5
Damar etrafi bagdoku 1/20 1/20 1/5
Mezotel hiicresi 1/20 0/20 2/5

*Pozitif boyanan kesit sayisi/ Toplam kesit sayist
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Tablo-2 Karaciger kesitlerinin immunohistokimyasal boyanma alanlar1 oranlart

VEGF
Karaciger
Kontrol Akut Donem Asites Grubu Kronik Dénem Asites Grubu

Hepatositler 16/20* 19/20 5/5
Kapsiila 3/20 1/20 1/5
Damar endoteli 3/20 2/20 2/5
Damar adventisyasi 1/20 0/20 0/5
Safra epiteli 2/20 0/20 0/5
Portal bolgedeki bag doku

3/20 2/20 0/5

hiicreleri

*Pozitif boyanan kesit sayisi/ Toplam kesit sayisi

Tablo-3 Bobrek kesitlerinin immunohistokimyasal boyanma alanlari oranlari

VEGF
Bobrek
Kontrol Akut Donem Asites Grubu Kronik Donem Asites Grubu

Kapsiila 1/20* 0/20 0/5
Glomeruluslar 8/20 10/20 4/5
Tubul epitelleri 9/20 15/20 5/5
Damar endotel 1/20 2/20 2/5
Damar adventisyasi 0/20 1/20 1/5

*Pozitif boyanan kesit sayisi/ Toplam kesit say1si
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Tablo-4 Kalp kesitlerinin immunohistokimyasal boyanma alanlari oranlart

VEGF
Kalp
Kontrol Akut Donem Asites Grubu Kronik Dénem Asites Grubu
Miyokard 16/20* 18/20 5/5
Epikardiyum 0/20 0/20 2/5
Arteriyol 0/20 1/20 3/5
Endokardiyum 1/20 0/20 1/5

*Pozitif boyanan kesit sayisi/ Toplam kesit sayist

Tablo-5 Beyin kesitlerinin immunohistokimyasal boyanma alanlari oranlart

) VEGF
Beyin
Kontrol AKkut Dénem Asites Grubu Kronik Dénem Asites Grubu

Meninks 1/20* 3/20 3/20
Noron 13/20 16/20 5/5
Damar endoteli 0/20 0/20 1/5
Damar adventisyasi 0/20 0/20 1/5
Ependim hiicreleri 0/20 0/20 1/5

*Pozitif boyanan kesit sayisi/ Toplam kesit sayisi

4.4, immunohistokimyasal Skorlama Sonuclar1 (Yar:1 Kantitatif)
Boyanmalarin, grublara ait genel ve organa ait olarak kontrol, akut dénem asites

gubu ve kronik donem asites gurubu H-SCORE sonuglarinin ortalamalar1 Tablo-6’da
gosterilmistir. Tabloya gore, kronik donem asites grubu VEGF genel ortalamasi akut

donem asites grubu ve kontrol gruplarina gére daha yiiksek bulundu (Tablo-6 Sekil-

27).
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Tablo-6 Kronik dénem asites grubu, akut dénem asites grubu ve kontrol grubu hayvanlara ait IHK’sal organ ve genel

H-SCORE ortalamalari

Organ Kontrol Akut Déonem Asites Kronik Dénem Asites p-degeri
Grubu Grubu

Akciger 43,3 70 127 0,357
Kalp 12,8 42 85 0,008
Bobrek 21 32,5 74 0,178
Karaciger 1315 137,7 110 0,797
Beyin 33,5 46,7 113 0,126
Genel Ortalama 48,4 65,7 101,8

Organlarin VEGF skor ortalamalar1 karsilastirildiginda, kronik asites grubu
hayvanlarda akciger, kalp, bobrek ve beyinde akut asites grubu hayvanlara gére VEGF
degerlerinin daha yiiksek oldugu goriildii. Bununla birlikte karacigerde ise VEGF skor
ortalamasinin kronik donem asitesli grupta akut donem asites grubu ve kontrol

grubuna gore daha diisiik oldugu dikkati ¢ekti. (Tablo-6).

Boyanma skor ortalamalar1 yoniinden akut donem asitesli grup ve kontrol
grubu kiyaslandiginda; akcigerde 1,61 kat, kalpte 3,28 kat, bobrekte 1,54 kat,
karacigerde 1,04 kat ve beyindel,39 kat fazla boyanma elde edildi.

Asites gruplari kendi aralarinda kiyaslandiginda, kronik donem asites
grubunun akut donem asites grubuna gore; akcigerde 1,81 kat bobrekte 2,27 kat, kalpte
2,02 kat ve beyinde 2,41 kat daha fazla boyanma skoru elde edilirken, aksine
karacigerde akut donem asites grubunda kronik donem asites grubuna gore 1,25 kat

daha fazla boyanma skoru elde edildi.

En yiiksek skor ortalamasina sahip organlarin kiyaslanmasinda, akut donem
asites grubuna ait karacigerlerin en yiiksek skor ortalamasina sahip oldugu (137,7) ve
bunu sirasiyla kronik donem asites grubuna ait akciger, beyin, karaciger, kalp ve
bobreklerin takip ettigi dikkati ¢ekti (Tablo-6, Sekil-39). Skor ortalamalarinin en
diisiik ortalamasi kontrol grubuna ait kalp kesitlerinde goriiliirken, yine ayn1 grupta
sirasi ile bobrek ve beyin en az skor ortalamasina ait organlar olarak bulundu (Tablo-

6, Sekil-39).
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Kronik doénem asites grubundaki akcigerlerde en yiiksek deger ortalamasi
bulunurken bunu sirasiyla akut donem asites grubu ve kontrol grubu izledi (Sekil-28).
Kalp kesitlerinde kronik donem asites grubunda en yiiksek ortalama degerlere
rastlanirken bunu sirasiyla akut dénem asites grubu ve kontrol grubu ortalama
degerleri takip etti (Sekil-29). Bobrek ve beyin skor degerlerinin ortalamasinda da
yine akciger ve kalp skor degerlerinin ortalamasinda oldugu gibi sirasi ile yliksekten
diisiige dogru sirasiyla kronik donem asites grubu, akut donem asites grubu ve kontrol
grubu ortalamalarinda gozlendi (Sekil-30). Karacigerde diger tiim organ ve gruplarin
aksine ¢ok belirgin bir fark olmasa da akut donemde en yiiksek skor ortalamalari

oldugu bunu kronik dénem ve kontrol gruplari izledigi dikkat ¢ekti (Sekil-31).

Akciger, bobrek, karaciger ve beyin skor degerleri gruplar arasinda anlamh
farklilik gostermedi. Kalp ile ilgili skor degerlerinin ise ii¢ grup arasinda farklilik
gosterdigi dikkati ¢ekti (p=0,008). Akut dénem asites grubu ve kontrol gruplari
arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamliydi (p=0,003). Akut dénem asites grubu
ve Kronik donem asites gruplar1 (p=0,717) ile Kronik donem asites grubu ve Kontrol

grubu (p=0.051) arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli degildi.
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Sekil-14 (Kronik)

Sekil-13 (Akut)
Sekil 12: Karacigerde VEGF pozitif reaksiyon (Kontrol
grubu, 12. giin), DAB, HSCORE=120 (siyah ok;

hepatositler, sar1 ok; damar endoteli) x20

Sekil-13: Karacigerde VEGF pozitif reaksiyon (akut donem
asites grubu, 12. Giin), DAB, HSCORE= 315 (sar1 ok;
hepatositler) x10

Sekil 14: Karacigerde VEGF pozitif reaksiyon (Kronik
dénem asites grubu, 21. Giin), DAB, HSCORE=60 (siyah
ok; hepatositler, sar1 ok; damar endoteli ve safra kanali,

mavi ok; kapsiila) x10
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Sekil-15 (Kontrol) Sekil-16 (Akut)

Sekil-15: Kalpte VEGF pozitif reaksiyon (kontrol grubu, 12.
Giin), DAB, HSCORE=10 (siyah ok; miyokard hiicreleri)

Sekil-16: Kalpte VEGF pozitif reaksiyon (akut donem asites
mgrubu, 12. Giin), DAB, HSCORES5O0 (siyah ok; miyokard

hiicreleri, mavi ok; damar endoteli)

Sekil-17: Kalpte VEGF pozitif reaksiyon (kronik dénem
“asites grubu, 21. Giin), DAB, HSCORE= 80 (siyah ok;
miyokard hiicreleri, sari ok; arteriyol, kirmizi ok;

epikardiyum )

Sekil-17 Kronik
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Sekil-18 (Kontrol) Sekil-19 (Akut)

Sekil 18: Bobrekte VEGF pozitif reaksiyon (kontrol grubu, 12.
giin), DAB, HSCORE= 5 (beyaz ok; tubul epitelleri) x20

Sekil 19: Bobrekte VEGF pozitif reaksiyon (akut donem asites
grubu, 12. Giin), DAB, HSCORE= 50(siyah oklar;
glomeruslar, kirmizi oklar; tubul epitelleri) x10

2/Sekil 20: Bobrekte VEGF pozitif reaksiyon (kronik donem
fasites grubu, 21. Giin), DAB, HSCORE= 110 (beyaz oklar;
ubul epitelleri) x20

Sekil-20 (Kronik)
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Sekil-21 (Kontrol) Sekil-22 (Akut)

Sekil-21: Beyinde noronlarda (siyah ok) VEGF pozitif
%+ reaksiyonu (kontrol grubu, 12. giin), DAB, HSCORE= 20
! (siyah oklar; néron) x20

Sekil-22: Beyin VEGF pozitif reaksiyon (akut asites grubu,
12. Giin), DAB, HSCORE-= 60 (siyah oklar; noron, beyaz ok;
*meninks), A ve C x10, B x20

Sekil 23: Beyin VEGF pozitif reaksiyon (kronik asites grubu,
21. Giin), DAB, HSCORE= 90 (beyaz oklar; damar endoteli
ve adventisyast, siyah oklar; néron) x20

Sekil-23 (Kronik)
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Sekil-24: Akciger VEGF pozitif reaksiyon (Kontrol grubu,
12 giin), DAB, HSCORE= 10 (siyah ok; hava kapillar,
mavi ok; brons epiteli, kirmizi ok; damar endoteli) x10

\Sekil-25: Akciger VEGF porzitif reaksiyon (akut asites
grubu, 12. Giin), DAB, HSCORE=70 (siyah ok; hava

apillari, kirmizi oklar; damar endoteli ve adventisyast) x20

Seki1-26: Akciger VEGF porzitif reaksiyon (kronik asites
_grubu, 21. Giin), DAB, HSCORE= 150 (siyah ok; hava
kapillari, kirmizi ok; brons epiteli) x20

Sekil-26 (Kronik)
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Sekil-27 Gruplara gore tiim organlarin skor

ortalama degerini gosteren VEGF genel skor deger ortalamasi
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Sekil-29 Gruplara gore kalpteki VEGF skor
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skor degerlerinin ortalamasi
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Sekil-30 Gruplara gére bobrekteki VEGF

skor degerlerinin ortalamasi
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Sekil-31 Gruplara gore karacigerdeki VEGF skor

Sekil-32 Gruplara gore beyindeki VEGF skor

degerlerinin ortalama degerlerinin ortalamasi
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Sekil-39 Kronik ve akut donem asites ile kontrol grubu skor ortalamalar:
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4.5. ELISA Bulgular:
Kontrol Grubu, Akut Dénem Asites Grubu ve Kronik Donem Asites Gruplarina

ait akciger doku lizatlarina ve kronik dénem asites grubu, akut donem asites grublarina
ait asites sivisindan Orneklere ait ELISA oOl¢iimleri sonucunda elde edilen standart
egriler ve formiiller, sirasiyla Sekil-40 ve Sekil-41°de, formiilden elde edilen deger

ortalamalar1 da pg/ml cinsinden Tablo-7 ve Tablo-8’de verilmistir.

y = 5449,7x + 59967 ¢
R2=0,9983 ..

KONSANTRASYON PG/ML

ABSORBANS

Sekil-40: Kontrol grubu, akut doénem asites grubu ve kronik dénem asites grubu akciger dokusuna ait

VEGF standart egri ve formiilii
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y = 4664,5x - 0,677
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Sekil-41Akut ve kronik donem gruplari asites sivisina ait VEGF standart egri ve formiili

Akut ve Kronik dénem grubuna ait asites sivilarinin degerleri (pg/ml) tablo
7'de gosterilmektedir. Buna gore, asites grubundaki hayvanlar kendi igerisinde
degerlendirildiginde, VEGF miktarinin akut dénemde (69,5 pg/ml) kronik
donemdekinden (16,8 pg/ml) 4,1 kat fazla oldugu gozlendi (Tablo-7). Akut asites
grubu ve kronik asites gruplari karsilastirildiginda ve bu iki grup arasindaki farkliligin

istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir (p=0,029).

Tablo-7: Asites sivisina ait Akut ve Kronik donem grubunun 450 nm de ELISA degerler ortalamalari (pg/ml)

. Kontrol Akut Donem Asites Kronik Donem Asites
Asites Sivisi

VEGF (pg/ml) I - 69,5145 16,8961

Akciger doku lizatlarindan elde edilen ELISA sonuglarinda akut donem asites
ve kontrol grubu degerleri birbirlerine [sirasiyla (114,9 pg/ml) ve (114,8 pg/ml)] yakin
bulunurken (Tablo-8) kronik donem asites (118,2 pg/ml) grubuna ait degerin diger iki
gruba gore arttig1 dikkati ¢ekmistir (Tablo-8). Bununla birlikte akciger sonuglari
gruplar arasinda istatistiksel bir farklilik gozlenmedi (p=0,788).
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Tablo-8: Akciger doku lizatlarina ait kontrol, akut dénem asites ve kronik dénem asites grubunun 450 nm de ELISA

degerler ortalamalart (pg/ml)

Akciger

Kontrol

Akut donem

Kronik donem

VEGF (pg/ml)

1148

1149

118,2

Akut ve kronik donem tiim hayvanlara ait akciger doku lizati deger

ortalamalarinin kontrol grubu hayvanlardan daha yiiksek oldugu Tablo-9’de

gosterilmistir.

Tablo-9: Akciger doku lizatlarma ait kontrol grubu ile akut ve kronik dénem asites grubu 450 nm de ELISA degerler

ortalamalar1 (pg/ml).

Akciger

Kontrol

AKkut ve Kronik donem

VEGF (pg/ml)

1148

115,6

45




5. TARTISMA ve SONUC
Et-tipi tavuklarda, pulmoner hipertansiyon asites sendromunun nedenleri

tizerine calismalar devam etmektedir. Bununla birlikte, genel olarak hastaligin
vaskuler permeabiletinin artmasi, plazma onkotik basincinin azalmasi, lenf drenajin
tikanmasi, splanknik (i¢ organlara ait) vendz damarlardaki hidrostatik basincin artmasi
ile iliskili oldugu bilinmektedir (Julian., 1993). Asites bir hastalik degil, hayvanda
olusan metabolik bozukluklarin bir sonucudur (Kalmar et al., 2013). Kanatlilarda
asites sendromunun olusumunda bazal membrani tahrip eden matriks metalloproteinaz
gibi bazi enzimlerin aktifleserek salgilandigi ve bu enzimlerin hastalik sirasinda maruz
kalinan hipoksi ile baglantist in vitro ve in vivo olarak gosterilmistir (Akkog et al.,
2011; Ozyigit et al., 2005). Ayrica in vitro olarak akcigerlerden elde edilen fibroblast
kiiltiirlerinde hipoksi ve VEGF arasinda iliski gosterilmesine ragmen (Ozyigit et al.,
2015), VEGF’in et-tipi tavuklardaki asites sendromu sirasinda damar
permeabilitesinin artmast ve VEGF arasindaki baglantiy1 inceleyen ve organlardaki
sentezlenmesi hakkinda in vivo herhangi bir ¢alisma yapilmamistir. Yapilan bu
calismada asites sendromunun akut ve kronik dénemi evresi sirasinda VEGF’iin,
immiinohistokimyasal (yar1 kantitatif) ve ELISA (kantitatif) ile gosterilmesi ve

VEGF’iin olas1 6dem olusumundaki muhtemel rolleri incelenmistir.

Asites sendromunda 6liimler, et-tipi tavuklarda yumurta ¢ikisindan sonra ikinci
giinden itibaren baslayip altinci haftaya kadar devam edebilmektedir (Tekeli ve
digerleri, 2016). Asites sendromu deneysel olarak, en yaygin, asir1 miktarda tuz
uygulamas1 (Julian, 1993; Ozyigit et al., 2005; Zhang et al., 2013), pulmoner arterin
okliizyonu (Wideman, & French, 2000), intravendz seliiloz mikropartikiil enjeksiyonu
(Hamal, Wideman, Anthony, & Erf, 2008), kafeinin igme sularina uygulanmasi
(Kamely, Karimi Torshizi, Rahimi, & Wideman 2016) ve hipobarik odalarda yiiksek
rakim kosullar1 saglanarak hipobarik hipoksi ile olusturulabilir (Pavlidis et al., 2007,
Ruiz-Feria, & Wideman, 2001; Zhang, Deng, & Zhou, 2011). Hipobarik oda ile yiiksek
irtifa simiilasyonu, broylerlerde asites olusturan cerrahi olmayan bir modeldir ve

oksijen yogunlugunu azaltarak asitesi indiikler (Balog et al., 2000; Owen, Wideman,
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Hattel, & Cowen, 1990; Witzel, Huff, Kubena, Harvey, & Elissalde, 1990). Sistem
belirli bir vakum altinda ¢alisarak (hipobarik oda), kismi oksijen basincinda bir azalma
olusturulur, boylece kanatlilarda bliyiime hizinin yavaglamasi ve asitesin artmasi gibi
dogal olarak yiiksek rakimlarda gozlemlenen kosullar simiile edilir. Simiilasyonun
gercekligi bu modelin kullanigliligini artirmistir (Balog et al.; 2000; Owen et al.;
1990). Pulmoner hipertansiyonun asitesin olusmasinda 6nemli oldugu bildirilmektedir
(Julian, 1993). Etlik piliclerin yetersiz pulmoner vaskiiler kapasite nedeniyle
akcigerlerinde potansiyel pulmoner tansiyonun sinirlarina ulasmis olmalari, hizh
biliylime oranlari, yapilan seleksiyon ile organlarin boyutundaki goreceli artis ve kas
kiitlesine yeterli oksijen desteginin saglanamamasinin asites hastaligin’da 6nemli bir
faktor oldugu gosterilmistir (Wideman, & Tackett, 2000; Wideman et al., 2007).
Soguk hava ve yiiksek enerjili diyetler (yiiksek oksijen tiiketimi) gibi ekstrem
kosullarin yani sira hizli biiyiime, metabolik oksijen ihtiyacinin karsilanmasi igin
kalbin daha fazla ¢alismasina neden olur (Wideman, & French 1999). Bu durum
hayvanlarda pulmoner kapiller yatagindaki basing artist sonucu pulmoner
hipertansiyon ile sonuglanir (Julian, 1993; Wideman et al., 2007) ve sag ventrikiiler
hipertrofi, dilatasyon, kalp yetmezligi ve asitese yol agar. (Baghbanzadeh, &
Decuypere, 2008; Julian, 1993; Mirsalimi et al., 1993; Wideman, & Kirby, 1995).

(Bértsch, Mairbdurl, Maggiorini, & Swenson, 2005) de dagcilar iizerinde
yaptiklar1 bir calismada, 3000 metre yiikseklikte rakima bagli olarak 2-5 giin igerisinde
oksijen yetersizliginden dolay1 pulmoner 6dem gelistigini bildirmislerdir. Yapilan bu
tez ¢aligmasinda, 2900 metre yiiksek rakim simiilasyonu ile Cobb 500 hatt1 et-tipi
civcivlerde asites gelisimini takiben sakrifikasyon 12. Giinde gerceklestirildi. Igme
suyuna %0,6 NaCl eklenerek yapilan deneysel bir calismada ise; (Ozyigit et al.,2005)
de Avian Farm 43 hatt1 broylerlerde ilk dlimler dokuzuncu giinde goriilmiistiir.
(Kamely et al., 2016) da Ross 308 hatt1 broylerlerde kafein ile indiikledikleri asites
sendromuna bagl ilk 6liimlerin ikinci haftada oldugunu belirtmislerdir. Cobb-Arbor
Acre erkek civciv hatlar1 hipobarik oda diizeneginde olusturulan 3000 metre-
simulasyonlu denemelerde 6liimlerin 4. haftada; 3500 metre yiikseklikteki 6liimlerin
2. haftada; 5000 metre yiikseklikte oliimlerin ise ilk hafta igerisinde olduguna dikkati
¢ekmislerdir (Owen, & Wideman, 1990). Ayrica deneyin ilerleyen donemlerinde

pulmoner hipertansiyon ve asites gelismeyen hayvanlardaki bu durumun nedeni
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bireysel genetik farkliliklar olarak degerlendirilmistir. Her ne kadar (Owen, &
Wideman, 1990)’nin ¢aligmasinda kullanilan hayvanlar benzer hatlar olsada, asitesin
olusumu i¢in gegen bu siireler arasindaki farklarin zaman icerisinde meydana gelen
seleksiyon ile olusan genetik degisikliklerden dolay1 olabilecegi diistiniilmiistiir.
(Tarrant et al., 2018) de yaptiklar1 genetik ¢alismalarda, “relaks”, “asitese direngli” ve
“asitese hassas" olan hatlar gelistirilmis ve bu hatlar degerlendirildiginde asites ile
iliskili baz1 gen lokuslariin frekansinin yiiksek oldugu, bazilarinda ise bahsedilen gen
lokuslarin daha az sikliktaki frekansta olmasindan dolayi, hayvanlarin pulmoner

hipertansiyon ve asitese yatkin (duyarli) ya da direngli oldugu bildirilmistir.

Et tipi tavuklarin yapilan caligsmalarda yumurtaci irklara gére pulmoner
hipertansiyon-asites sendromuna daha yatkin oldugu bildirilmistir (Hassanzadeh,
Gilanpour, Charkhkar, Buyse, & Decuypere, 2005). Bunun nedeninin yumurtaci
irklarin et tipi tavuklara gore yiiksek rakimda hemoglobin saturasyonunun daha yogun
olmasi (Mirsalimi et al., 1993) ve broylerlerin daha fazla metabolik oksijene ihtiyag
duymalarindan kaynaklanmaktadir (Julian, & Mirsalimi, 1992; Reeves et al., 1991).
Bunun sonucu olarak broylerlerde artan metabolik oksijen ihtiyacinin karsilanmasi
icin kanin akcigerden ¢ok hizli gecisinden dolay: oldugu bildirilmektedir (Julian,
2000). Ayrica, et tipi hayvanlarin yumurtacilara gore daha kalin bir hava kapillar
membraninin bulundugu, bundan dolay1 oksijeni hemoglobine tasima kabiliyetinin
yumurtacilara gore daha diisiik oldugu bildirilmistir (Julian, 2000; Julian, &
Mirsalimi., 1992; Reeves et al., 1991). Erkek ve disi olduguna bakilmaksizin termal
stres, asites sendromunun olusumunda etkili bir 6zelliktir. Diger taraftan sicaklik stresi
ile indiiklenen broylerlerde asites sendromunda erkeklerin disilere kiyasla daha hassas
oldugu bildirilmistir (Pakdel et al., 2005; Jabbari Ori, et al., 2019). Bu ¢alismada ortam
sicakligi icin optimum sartlar (0.giinde 33 °C, 7. giinde 32 °C, 14. giinde 30 °C, 20.
giinde 28°C) saglanmis ve et tipi civcivlerde pulmoner hipertansiyonda olusan
patolojik bozukluklarin bireysel farkliliklardan (cinsiyet, irk yatkinhigi, genetik
varyasyonlar) kaynaklandigina dikkat ¢ekilmistir.

Asites sendromu olusan kanatlilarda yapilan nekropside, hayvanlarin deri
altinda ve kaslarda 6dem, viicut derisinde siyanotik goriiniim, karin boslugunda berrak,

sar1 renkte sivi, akcigerlerde 6dem, karacigerde siskinlik ve kapsiilada kalinlasma ve
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tizerinde fibrin birikimi, perikard igerisinde sivi birikimi (hidroperikardiyum),
bobreklerde biiytime ve yumusaklik gozlenir (Julian, 1993; Maxwell et al., 1986;
Wilson, Julian, & Barker, 1988;). Yapilan bu ¢alismada yiiksek rakim modeli olarak
kullanilan hipobarik odada, ilk hafta deniz seviyesinden 2.500 m yiikseklik ve ikinci
hafta ise 2.900 m yiikseklik olusturularak hayvanlarda asites meydana getirilmistir.
Akut donemde (12.giin) asites olusan hayvanlarda, 6nceki ¢caligmalara benzer sekilde
karin boslugunda 12-44 ml arasinda degisen miktarda, aciktan koyu sar1 renge degisen
fibrinli bir transudat gozlenmistir. Kronik dénemdeki (21. giin) asitesli hayvanlarda
ise; karm igerisindeki asites sivisinin 21-60 ml arasinda degistigi ve bunun akut
doneme gore artmis oldugu dikkati ¢ekti. Bu durum asites siv1 birikiminin ilerleyici
oldugunu ve zamana bagl olarak arttigin1 diisiindiirmiistiir. Bununla birlikte kronik
donem asites grubu ve akut donem asites grubu hayvanlarda gozlenen karaciger
kapsiilasinda kalinlagsma, kapsiila iizerinde fibrin birikimi ve hidroperikardiyum
olustugu gozlendi. Gozlenen bu damarsal degisikliklerin bu gruplardaki kontrol
grubuna kiyasla VEGF’den kaynaklanabilecegi disiiniilmiistiir. Bu c¢alismada
literatiirler ile uyumlu olarak asitesli hayvanlarin tamaminda klinik olarak belirgin
dispne, deri altinda 6dem ve sag ventrikiiliin dilatasyonu ile akcigerlerde 6dem ve

konjesyon tespit edildi.

VEGTF, fizyolojik olarak anjiyogenezis ve vaskiilogenezis ile birlikte patolojik
olarak da tiimor anjiyogenezi ve 6demin sekillenmesinde rolii olan vaskiiler sizintiy
arttiran bir biiylime faktoriidiir (Carlson et al., 2007; Keck et al., 1989; Walter et al.,
2001,). Akcigerlerde asir1 miktarda ekstravaskiiler sivi ¢ikisi olarak tanimlanan
pulmoner 6dem, damar disina ¢ikan sivisinin yetersiz geri emiliminden kaynaklanan
klinik bir yansimadir (Kaner et al.; 2000). Diger yandan hayvanlarda yapilan
calismalarda akciger 6deminde alveollerdeki VEGF miktarinin serumdakinden 500
kat daha fazla oldugu gosterilmistir (Belotti et al., 2003, Kaner, & Cyrstal, 2004). Akut
dag hastaligina yakalanmis bireylerde, VEGF miktarinin daha yiiksek oldugu dikkati
¢ekmistir. (Zhang et al., 2018) de yaptigi calismada 5050 metre yiikseklikte rakima
bagli pulmoner 6dem sekillenen dagcilarda, aymi yiikseklikte pulmoner 6dem
gelismeyenlere gore plazma VEGF seviyelerinin sirasiyla 1117,7 ve 432,8 pg/ml
oldugu gézlenmistir. (Ding et al., 2012) de akut dag hastaligina yatkin olan ve direngli

olan bireyler iizerinde plazma VEGF miktari {izerine yaptiklar1 arastirmada akut dag
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hastaligina yatkin olan bireylerin direncli olanlara gore hem deniz seviyesinde (79,27
pa/ml- 41,03 pg/ml) hem de yiiksek irtifada (3658 metre) VEGF’in miktarinin yiiksek
oldugunu (55,58 pg/ml- 16,98 pg/ml) bildirmislerdir. Bu durum ile ilgili olarak yapilan
genetik c¢alismalarda, plazma VEGF seviyeleri ile onemli Ol¢iide iligkili tek
mutasyonun rs3025039 (936 C/T polimorfizm) oldugu gézlenmistir ve bu mutasyonu
tagiyan bireylerde 936 CC genotipini tasityanlara gore onemli Ol¢iide daha diisiik
VEGF seviyelerine sahip oldugu gozlenmistir (Ding et al., 2012). Yapilan bu tez
calismasinda da, ELISA metodu ile akut asitesli hayvanlarin karm bdlgesindeki dem
stvilarindan alman 6rneklerde VEGF miktar1 69,5 pg/ml olarak 6l¢iildii. Kontrol
grubu hayvanlarda asites sivisi olmadigindan dolay1 herhangi bir 6l¢lim yapilamamis,
bununla birlikte kronik donemdeki hayvanlardan alinan asites orneklerinde VEGF
miktar1 16,8 pg/ml 6l¢iilmiistiir. Asites sivisi icerisindeki VEGF’in akut donemdeki
miktart kronik donemdeki miktarina gore 4,1 kat (Tablo-7) fazla olmasi, VEGF’in
damarlar iizerindeki permeabilite artisina ve bununla birlikte 6deme neden
olabilecegini diisiindiirmektedir. (Hanaoka et al., 2003) de yiiksek rakima (2,350m-
3,190m) bagli pulmoner 6dem gelisen hastalardan alinan periferal vendz kan
orneklerinde VEGF miktarint ELISA metodu ile 6l¢miis, hastaligin gdzlendigi andaki
VEGF miktar1 260,7 pg/ml iken, iyilesme sirasindaki (6-10 giin) miktarinin 423,7
pg/ml oldugu bildirilmistir. Ayn1 ¢calismada akcigerlerden elde edilen bronkoalveolar
lavajlarda (BAL) ise; hastaligin baglangicinda 42,8 pg/ml olan VEGF miktarinin
iyilesme doneminde kandaki ile dogru orantili olarak 79,8 pg/ml’ye yiikselerek
arttigina dikkat cekmislerdir. Yapilan bu ¢alismada da yukaridaki literatiir (Hanaoka
etal., 2003) ile dogru orantili olarak akciger doku lizatlarindan elde edilen sonuglarda
hastaligin baslangi¢ asamasinda (akut donem asites) VEGF miktar1 114,9 pg/ml iken,
bu miktar kronik donemde artarak 118,2 pg/ml’ye (Tablo-8) yiikseldigi dikkati
¢cekmistir. Bu durumun akciger VEGF miktarmin akut donemde diisiik olmasinin
sebebinin akcigerlerde tiretilen VEGF’in dolasima verilerek asites sivisindaki miktari
arttirdig1 bu yilizden de kronik donemdeki akciger dokusunda VEGF miktarinin daha
yiiksek bulunmasi ile agiklanabilir. (Ozyigit et al., 2015) de Ross 308 hatt1 et tipi
civcivlerin akcigerlerinden elde ettikleri ve hipoksiye maruz biraktiklari fibroblastlarin
akut (6 saat) ve kronik (12 saat) donemdeki mediuma salgiladiklar1t VEGF’in zamanla

azalamasi (sirasiyla 1270- 1180 pg/ml) yapilan bu calismadaki asites sivilarinin zaman

50



icerisinde azalmasi ile (69,5- 16,8 pg/ml) paralellik gostermektedir. Bu durum, akut
donemdeki organlarin aktif olarak VEGF sentezleyerek ¢evreye ve kan dolasimina ve

permeabilite artisi ile birlikte asites s1visi igerisine ge¢gmesiyle agiklanabilir.

VEGF’in somatik hiicrelerden karacigerde hepatosit, safra kanali ve Kuppfer
hiicreleri; akcigerde epitel hiicreleri tip-1 ve tip-II alveoler hiicreleri ile diiz kas
hiicreleri; bobreklerde proksimal, distal ve toplayici tiibiillerde; kalpte, adrenal bezde,
deride, tiroit bezinde, bagirsaklarda, idrar kesesinde, pankreasta ve dalakta pozitif
olarak boyandigi bildirilmistir (Uchida, Nagal, Sakurada, & Shirato; 2008). Bununla
birlikte VEGF’in boyanma yogunlugu sadece fizyolojik olarak degil ayn1 zamanda
patolojik olarak da memelilerdeki kolon, rektum, karaciger, akciger, tiroit, bobrek,
mesena, yumurtalik kanserleri ile bazi kemik, diiz kas, kan damari, germ hiicreli ve
intrakraniyal tiimorlerde artmaktadir (Plewka, Morek, Bogunia, Waloszek, & Plewka,
2016; Hara et al., 2006; Zhou et al., 2011). (He, Munday, Perrott, Wang, & Liu, 2019)
da tibet koyunlarinda yaptiklart c¢alismalarda pnomositlerdeki sitoplazma ve
niikleusun yanisira terminal bronsiyel epitellerin sitoplazmalarinda da VEGF ve HIF
pozitif reaksiyonuna rastlandi. VEGF, kanatlilarda ovaryum kanseri sirasinda tiimoral
hiicrelerin metastazi ve tiimore baglh asites olusumu ile de iligkilidir. Ovaryum tavuk
kanser modeline ait asites sivisindan kiiltiir yolu ile elde edilen hiicrelerdeki yuvarlak,
epitel benzeri hiicreler ile dentritik veya fibroblast benzeri hiicrelerin IHK’sal
boyamalarinda intrasitoplazmik VEGF pozitif reaksiyon alanlarina rastlandigi
bildirilmektedir (Urick, Giles, & Johnson, 2008). Bu ¢alisma sirasinda da akciger,
karaciger, bobrek, beyin ve kalp dokular1 érneklenerek yapilan THK ’sal boyamalarda
akcigerde, brons epitelleri, hava kapillarlari, damar endotelleri, damar adventisyast,
damar etrafindaki bag doku, mezotel hiicreleri; karacigerde, hepatositler, karaciger
kapsiilasi, safra epitelleri, portal bolgedeki bag doku hiicreleri, bobrekte; kapsiila,
glomeruluslar, tubul epitelleri, kalpte; miyokardiyum, epikardiyum, endokardiyum,
beyinde; meninksler, ndronlar ve ependim hiicrelerin de VEGF pozitif reaksiyonlar
goriilmistiir. VEGF’lin incelenen organlarda pozitif reaksiyon vermesi fizyolojik
olarak organlarin biiylimesi sirasinda salgilanmasindan  kaynaklanabilecegi
diistiniilmektedir. Ayrica asites gosteren hayvanlarda gerek boyanma yogunlulugunun

artmasi gerekse boyanma alaninin daha fazla olmasi da asites hastalig1 sirasinda
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patolojik olarak miktarinin hipoksiye bir tepki olarak artmis olabilecegini

distindiirmektedir.

Akcigerlerde kontrol, akut ve kronik asites gruplarinda VEGF antikoru ile
pozitif reaksiyonlar damarlasmanin yogun oldugu boélgelerde brons epitel, hava
kapillarlar1 ve damar adventisyasi ve endotelinde yogun olarak gozlenmistir.
Akcigerlerdeki IHK sal degerlere kiyaslandiginda, Kontrol grubuna gére (43,3) Akut
(70) ve Kronik (127) gruptaki asitesli hayvanlarin akcigerlerinde boyanma skorlarinda
artls, Akcigerdeki ELISA metodu ile yapilan VEGF olgiimleri ile de paralellik
gostermektedir. Bu sonuglar VEGF’in somatik hiicrelerde fizyolojik roliiniin yanisira,
patolojik yonden 6zellikle 6dem olusumunda, matriks mettalloproteinazlarin damar
bazal membrani parcalamasmin yam sira (Ozyigit et al., 2005), VEGF’in damarsal
gecirgenligi arttiran ve 6dem olusumunda anahtar bir role sahip olan oldukga giiglii bir
mediator olabilecegini diisiindiirmektedir. (Keck et al., 1989; Walter et al., 2001).
Yapilan bu tez caligmasinda da akcigerlerde, kronik asites grubunda VEGF
aktivitesindeki artis oraninin yiiksek olmasi, hem asites sendromunda en ¢ok etkilenen
organ oldugunu hem de artan VEGF igin reseptorlerinin oldugunu diisiindiirmektedir.
(Ozyigit et al., 2015) de et tipi civcivlerin akciger fibroblastlarinda uyguladiklart
hipoksik yontemde, kronik donemdeki IHK’sal skorlamalarin akut doneme gore
1,15 kat artmis oldugu gozlemlendi. Yapilan bu calismada da akcigerlerde benzer
sonuglar elde edilmesi, (Sands, Howell, Costello, & McLoughlin, 2011) de kronik
hipoksik hayvan modelinde artan VEGF’nin pulmoner arteriyel basinci azaltarak
koruyucu etki yaptigi goriisii ile paralellik gostermektedir. Bununla birlikte, (\Vohra et
al., 2011) de yaptiklar1 bir ¢alismada dopomin uygulanan hayvanlarda, dopaminin
sistemik etkisi ile VEGF resptorii olan VEGFR-2’nin endositozisini uyararak
VEGF’iin baglanmasini ve reseptor aktivitesini Onlemislerdir. Boylece vaskiiler
bariyer Ozellikler korunarak kardiyojenik olmayan pulmoner 6demi onlenmis, bu
gruplardan  almman  serum  Orneklerinde =~ VEGF  seviyesinin  diistiigiinii
gozlemlemislerdir. Bu durum yapilan ¢alismamizdaki akcigerdeki kontrol grubu ile
asites grubu arasindaki degerler g6z oniine alindiginda elde edilen bulgularin uyumlu

olabilecegini diisiindiirmektedir.
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Abdominal bolgede ve perikardiyal kese igerisinde sivi gozlenmesi, sirasiyla
karaciger ve kalpteki hiicrelerdeki VEGF artigina kalitatif ve kantitatif olarak isaret
eden bulgular ile iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir. IHK’sal boyamalarda diger
organlarin aksine karacigerde VEGF skor ortalamasi, kronik asites ve akut asitesli
grupta kontrol grubuna gore daha distiktii (Tablo-6). Bununla birlikte akut ve kronik
donemdeki karaciger IHK ’sal boyamalari ile asites sivis1 icerisindeki VEGF miktari
dogru orantili oldugu dikkati ¢ekti. Bunun nedeni olarak asites sivisinin karaciger
damarlarindan sizarak karin boslugunda birikmesi bu organin hastaligin olusumunda
onemli bir rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir. Her ne kadar kontrol grubunda
asites gozlenmediginden dolayi, kontrol grubu karaciger IHK ’sal skorlama arasinda
bir iliski kurulamasa da, bu iliski akut (VEGF IHK skoru: 137,7; VEGF
ELISA:69,5145 pg/ml) ve kronik (VEGF IHK skoru: 110; VEGF ELISA: 16,8961
pg/ml) gruplarda zamana gore azalma ile dogru orantili olarak gézlenmistir. Kronik
donemdeki karin boslugu igerisindeki asites miktarinin akut doneme gore daha fazla
olmasi, sivinin sag kalp yetmezligi etkisi ile birlikte birikim 06zelliginden
kaynaklandig1 diistiniilmektedir. Bunun yanisira (Shimizu et al., 2001) de rejeneratif
karacigerlerde hepatektomiden sonra ilk 24 saatte IHK’sal boyamada VEGF
ekspresyonunun basladigi ve 72 saatte pik seviyeye ulastigini, ayrica hepatektomiden
72 saat sonra izole edilen hepatosit kiiltiirlerinde de VEGF’{in iiretiminin 6nemli
Olciide arttigin1 bildirmislerdir. Yapilan bu calismada da hepatositlerde akut donemde
VEGEF iiretiminin arttig1 literatiire paralellik gostermektedir.

Benzer sekilde kalpteki IHK’sal skor ortalamalarmnin zamana bagh dogru
orantili sekilde artarak kronik dénemde (VEGF IHK skoru: 85) akut (VEGF IHK
skoru: 42) ve kontrol (VEGF IHK skoru: 12,8) grubuna gére yiiksek olmasi ve kontrol
grubu hayvanlarda hidroperikardiyum gézlenmemesi, VEGF’in damar gecirgenligini

artiricr 6zelliginden kaynaklanabilecegini gostermektedir.

VEGF antikoru ile yapilan boyamalarda bobrek ve beyinde, kronik asites
(sirastyla VEGF [HK skoru: 74 ve 113) grubu hayvanlarda, kontrol (sirastyla VEGF
[HK skoru: 21 ve 33,5) ve akut asites (sirastyla VEGF IHK skoru: 32,5 ve 46,7) grubu
hayvanlara gére VEGF degerlerinin daha yiiksek gozlenmesi, diger organlarinki ile

paralellik gostermis ve hayvanlarin hipoksiye maruz kalmalart sonucu bu organlarinda
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hipoksiye tepki olarak VEGF miktarini artirdiklart seklinde yorumlanmistir. Yapilan
caligmalarda aralikli hipoksi veya iskemi uygulamasindan kaynaklanan hipokside in
vivo modellerde, yapilan bu tez ¢alismasina benzer sekilde, endotel hiicrelerinde ve
dolasimdaki VEGF miktarinda artis bildirilmistir (Shu et al., 2019; Guo, Zhou, Lu,
Qu, Yu, & Tong, 2016).

Bu tez calismasinda VEGF icin yapilan IHK’sal genel organ ortalamalar
dikkate alindiginda kontrol, akut ve kronik asitesli grup kendi arasinda kiyaslandiginda
VEGF aktivite ortalamasinin akut ve kronik grupta yiiksek olmasi bu faktoriin asites
sendromunda yiikseldigi ve permabiliteyi arttirarak 6deme neden olabilecegini
diisiindiirmektedir. (Ozyigit et al., 2015) de immunositokimyasal boyama bulgularmin
degerlendirmesinde, asitesli hayvanlarin akcigerlerinden firetilen fibroblastlardaki
VEGEF artigin1 permeabiliteyi artirarak 6dem olugumunda bir role sahip olabilecegini
bildirmislerdir. Benzer sekilde, (Zhang et al., 2011) de ratlar iizerine yaptiklari
calismada hipobarik hipoksiye maruz birakilmis hayvanlarin akcigerlerinde IHKsal
boyamalarda kontrol grubuna goére VEGF seviyelerinde artis oldugunu
gostermislerdir. Yapilan bu tez c¢alismasinda, IHK’sal boyamalarda organlar
diizeyinde genelde kronik gruptaki skorlarin akut grubundakilere gore yiiksek
oldugu dikkati ¢ekti. Bununla birlikte akut donemdeki karaciger boyamalarinin kronik
ve kontrol grubuna gore yiiksek olmasi karaciger dokusunun hipoksi sirasinda VEGF’1
artirmasindan kaynaklanabilecegini ve artan VEGF’in damar permeabilitesini
arttirarak damarlardan ve lenfatiklerden plazma sivisinin sizarak 6deme neden
olabilecegini diistindiirmektedir (Dirscherl et al., 2020). Akciger, kalp, bobrek ve
beyin boyamalarinda kontrol grubuna goére akut donemdeki VEGF boyanma skorunun
arttig1 hatta bu artisin kronik donemde de devam ettigi gozlenmis, hipoksi ile VEGF
arasinda pozitif yonde bir iligki olabilecegi diislinlilmiistiir. Farelerde yapilan IHKsal
calismada miyokard hiicrelerinin VEGF ile boyanmasinda pozitif sonuglar elde
edilmis, bunun yani1 sira pulmoner venleri ¢evreleyen endotel kdkenli olmayan mural
hiicrelerinin de gii¢lii pozitif reaksiyon verdigi goriilmistiir (Muhl et al., 2016). Et tipi
tavuklarda yapilan bu ¢aligmada ise; kalp dokusundaki IHK’sal boyamalarda tiim
gruplarda miyokarda yogun boyanma reaksiyonlarma rastlanmakla beraber,
arteriyollerde boyanmanin ¢ok zayif oldugu dikkati ¢ekmistir. Bu durum muhtemelen

vendz ve arteriyel duvar hiicrelerinin farkli bir kokenden kaynaklandigim
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gostermektedir (Muhl et al., 2015). (He, Munday, Perrott, Wang, & Liu, 2019) da
yiikksek rakimlarda ve nispeten daha az oksijenli ortamlarda yasayan Tibet
koyunlarinda yaptiklar1 ¢alismada hipoksiye tepki olarak kalpte intrasitoplazmik
olarak VEGF ekspresyonunda onemli artis gézlemlemesi yapilan c¢alismamizdaki

VEGEF igin yapilan IHK’sal boyamalar ile uyumlu oldugu gézlenmektedir.

Sonug olarak, broyler 1rki tavuklarda hipoksinin tetikledigi VEGF degisimleri
degerlendirildiginde, hastaligin seyrinde farkli donemlerde farkli sistemler iizerinde
etkili oldugu, damar gegirgenliginin artmasina neden olarak 6dem olusumuna katki
sagladigi ve asitese neden oldugu ve bu nedenle hastaligin patogenezinde rol

oynayabilecegi diisiiniilmiistiir.
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7. SIMGELER VE KISALTMALAR

BAL: Bronkoalveolar lavaj

BSA: Sigir serum albiimin

CFM: Fit kiip/dakika

FT: Feet

EGTA: Etilen glikol-tetraasetik asit
EDTA: Etilen diamin-tetraasetik asit
HCL: Hidroklorik asit

I: Yogunluk

IPAH: Idiyopatik pulmoner arteriyel hipertansiyon
M: metre

Mg/ml: Miligram/mililitre

Ng/ml: Nanogram/mililitre

Pg/ml: Pikogram/mililitre

PHS: Pulmoner hipertansiyon sendromu
PO2: Arteriyel oksijen basinci

PBS: Fosfat tamponlu tuz

PC: Yiizdelik alan1

PMSF: Fenil metil siilfonil florid

PVD: Pulmoner vaskiiler direng

RPM: Dakika/devir sayisi

SE: Selenyum

SNP: Tek niikleotid polimorfizmi

T3: Triiyodotironin

VEGF: Vaskiiler endoteliyal biiylime faktorii
ZNF: Zink finger protein
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ug/ml: Mikrogram/milili
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9. TESEKKUR

Doktora tezimin konusunun segilmesi, yiiriitiilmesi, gerceklestirilmesi ve
sonuclandirilmasi boyunca her zaman yanimda olan yardimlarini esirgemeyerek
destek olan Sayin Prof. Dr. M. Miifit KAHRAMAN’a, Anabilim Dalimiz Baskani
Saym Prof. Dr. Giirsel SONMEZ’e ve damisman hocam Prof. Dr. M. Ozgiir
OZYIGITE’e tesekkiir ederim. Diger yandan iiniversitemiz 6gretim iiyeleri Saymn
Prof. Dr. S. Sule Cengiz’e, Sayin Dog. Dr. 1. Taci CANGUL’e, Sayin Dog. Dr. Ahmet
AKKOC’a, Saym Dr. Ogr. Uyesi Aylin AYASONYALILAR DEMIRERe, ve
tesekkiirlerimi bir bor¢ bilirim. Ayrica doktora hayatimda yanimda olan Veteriner
Hekim meslektaglarim Aysun Sarigetin, Ayse Meri¢ Mutlu, Ozkan Yavas, Zehra
Avcr’ya, tezin laboratuvar calismalarinin uygulanmasini destekleyen, Arkansas
Universitesi 6gretim iiyesi Prof. Dr. D. Duane Rhoads, Dr. Ehsan Seyhsamani, Dr.
Simon Nimamdi Ekesi’ye ve ¢alismam sirasinda emegi gegen herkese tesekkiirlerimi
sunarim. Bu tez ¢alismasina, Tubitak 2214-A Yurt Dig1 Doktora Sirasi Burs Programi
ile destekleyen TUBITAK ’a tesekkiirlerimi sunarim.

Ayrica hayatim boyunca yanimda olan ellerimden tutan anneme, babama,
kardesime tesekkiirlerimi sunuyorum.
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