GIRiS

Son yillarda kanath orijinli beyaz et ve et iiriinlerinin tiiketimi iilkemizde oldukca
artmistir. Bunun sebebi olarak fiyatinin uygunlugu, y1l boyunca tiiketilme imkaninin
bulunmasi ve kirmizi et ve et iiriinlerine gore kalp ve damar sagligi agisindan daha giivenli
olmasi gosterilebilir. Ayrica, ilk ¢iktig1 1987 yilinda sadece Ingiltere’de hayvan ve insan
sagligi icin biiyiik bir tehdit olusturan ve ardindan hayvan hareketleri ve hasta
hayvanlardan elde edilen et ve kemik unu gibi yem katkilarinin diger ruminantlarin
beslenmesinde kullanilmasiyla kiiresel onem kazanan Deli Dana (Bovine Spongiform
Encephalopathy-BSE) Hastalig1 da tavuk etine olan talebin artiginda etkin bir rol almistir.
Ulkemizde artan talebin bir sonucu olarak 1990’11 yillarda 4 kg olan kisi basina tavuk eti
titketimi, 2000’11 yillarda 12 kg’a kadar ¢ikmistir (1). Tarim Bakanliginin son verilerine
gore memleketimizde beyaz et iiretimi 1991 yilinda 216 bin ton civarinda iken bu rakam
2002 yilinda 700 bin tona ulagmistir (2).

Artan beyaz et talebinin kargilanmasi icin tavuk¢uluk sektoriinde gerek teknolojik
gerekse hayvan yetistirmede 6nemli ilerlemeler kaydedilmistir. Et tipi tavuklar (broyler)
genetik olarak iyilestirilerek, daha kisa zamanda biiyiime ve tiiketilen yemi daha verimli
olarak kas kitlesine ¢evirme yoniinde seleksiyona zorlanmislardir. Es zamanli olarak
yiiriitiilen bakim ve besleme sartlarindaki iyilestirmelerde bu seleksiyona yardimci 6geler
olarak kullamilmistir. Yapilan bu tek yonlii genetik ¢calismalar ve cevresel degisiklikler
beraberinde kanatl sektoriinde sik karsilasilan “Ani Olim Sendromu”, “Tibial
Diskondroplazi (TD)” ve “Pulmoner Hipertansiyon Sendromuna bagli Asites” gibi ¢ok
sayida problemi giindeme getirmistir (3, 4).

Asites, hizl1 biiyiiyen et tipi tavuklarda (broyler) goriilen, sag ventrikiiler hipertrofi ve
karin boglugunda s1v1 birikimi ile karakterize metabolik bir hastaliktir (4). Hastaligi ifade
etmek icin alimenter toksemi, toksik hepatit, toksik lipidozis, tavuk 6dem hastaligi,
endoteliozis, hidroperikardiyal hastalik, myokarditis, konjestif kalp yetmezligi, toksik kalp
hastalig1 ve yliksek rakim hastalig1 gibi ifadeler de kullanilmistir (5). Hastalik biitiin
diinyada yaygindir. Maxwell ve Robertson (6) diinyadaki insidensin % 4,2 oldugunu ve
bunun da diinya ¢apinda yaklasik olarak yillik 1 milyar Amerikan Dolar1 civarinda
ekonomik kayba neden oldugunu bildirmislerdir.

Etiyolojisinde bir¢ok sebebin rol oynadigi asites metabolik bir bozukluk olup
sadece broylerlerde goriiliir. Genetik seleksiyon sonucu, siiratle artan kas kitlesinin ihtiyag

duydugu oksijen talebinin, kas kitlesinin gelisim hizina ayak uyduramayan kardiyovaskiiler



sistem tarafindan karsilanamamasi (hipoksi) en 6nemli sebep olarak kabul edilir (7-11).
Hastaligin olusumunda, yiiksek rakim (3, 6, 7, 11- 13), broylerlerin beslenmesinde
kullanilan yiiksek enerjili yemler, yem alimina bagli olarak artan metabolik oksijen ihtiyaci
(4, 14), soguk stresi (5, 12, 13, 15-17), kiimeslerdeki siirekli 1s1k uygulamasi (13, 15, 18),
yemin pelet seklinde olmas1 (13), metrekareye konan hayvan sayisi (6, 13), su ve yemdeki
sodyum miktarinin fazlaligi (19-22), dioksin maddesinin yeme fazla miktarda konmasi (3,
4), temizlikte kullanilan formaldehit ve dezenfektanlar ile yeme katilan furazolidon ve
monensin gibi ilaglarin yiiksek dozu (4, 23), baz1 enfeksiyoz etkenler (3, 5, 12) ve kardiyak
problemler asitesin olusmasinda rol oynayan diger faktorlerdir (4, 9, 24). Hastalik erkek
hayvanlarda (15, 23, 25) ve gogiis bolgesindeki kas kitlesinin gelisiminin fazla oldugu
rklarda (25) daha fazla goriilmektedir.

Klinik olarak hastalik saha kosullarinda genellikle yumurta ¢ikisini takiben 3. haftadan
itibaren goriiliir (14) ve etkilenen hayvanlarda gelisme geriligi, solunum giicliigii ve asites
s1vist nedeni ile gergin karin duvar1 en 6nemli belirtilerdir (3-5, 26). Nekropsi bulgulari
arasinda akciger dokusunun siddetli konjesyone ve ddemli oldugu bildirilmistir (11, 22,
23). Hastaligin akut formunda klinik bulgular sekillenmeksizin hayvanlarin solunum
giicliigii ve siddetli akciger demi nedeniyle oldiikleri bilinir (11).

MMP’ler (matriks metalloproteinazlar) ¢inko tasiyan endopeptidazlardir (27). Su ana
kadar degisik yontemler kullanilarak MMP ailesinin 23 farkli tiyesi ortaya konmustur (28).
Fibroblastlar, kondrositler, epitel hiicreleri, damar endotel hiicreleri (29-31) astrositler,
mikrogliyalar (30), ploral mezotel hiicreleri (32), T hiicreleri (33), monositler, makrofajlar,
B hiicreleri, plazma hiicreleri (34) ve aktive olmus nétrofiller (31, 35) tarafindan
sentezlenirler. Ayrica memeli notrofil 16kositlerin kanatlilardaki karsiligi olan heterofil
Iokositlerde de bu enzimlerin varlig1 gosterilmistir (29). Et tipi ve yumurta tipi tavuklarda;
beyin, kalp, akciger, karaciger ve bobrek dokusunda, bu enzimlerin ve bu enzimlere ait
doku inhibitorlerinin varligi ve yerlesimleri immunohistokimyasal olarak gosterilmistir
(22). Bu ailenin stromelizin, kollajenaz ve jelatinaz gibi iiyeleri embriyonik bilyiime, yara
iyilesmesi ve anjiojenez gibi fizyolojik durumlarda énemli roller iistlenirler (27). Ayrica
enzimlerin tiimor metastazlar (36-38), kan damarlarindaki bazal membran hasarina bagh
olarak sekillenen beyin kanamasi ve beyin ddemi gibi patolojik olaylarda da etkili
olduklar gosterilmistir (39, 40). Kanatlilarda TD sendromunun olugsumunda matriks
yapim ve yikimi ile yeniden sekillendirilmesinde MMP aktivitesindeki degisiklikler
incelenmigtir (29). Kesin olarak MMP’lerin nasil stimule edildigi bilinmemektedir.

Ancak, hiicre yiizeyine etkiyen kimyasal maddelerin, sicak soku gibi fiziksel etkenlerin,



sitokinlerin ve bilylime faktorlerinin, viral transformasyonun, onkojenlerin, dstrojen gibi
hormonlarin etkili oldugu bildirilmistir (27). MMP’lerden MMP-2 ve MMP-9 ¢esitli
nedenlere bagli olarak gelisen beyin 6demi sirasinda serumda ve beyin dokusunda artig
gostermektedir (30, 40). Bunlardan her ikisi de bazal membranin yapisinda bulunan
kollajen tip IV ve laminin gibi proteinleri pargalayici 6zellige sahiptir (27). MMP’lerin
pulmoner kapillar bazal membrani ve tip IV kollajenden zengin ESM (ekstraselliiler
matriks)’i parcalayip, permeabiliteyi artirarak 6deme yol actig1 bildirilmistir (35). Ozyigit
ve arkadaslar (22) tuz ile indiiklenen asites modelinde broylerlerde, MMP-2, MMP-9,
TIMP-1 ve TIMP-2 enzimlerinde meydana gelen degisikliklerin kan damarlarinda
permeabilite artigina yol acarak hastaligin patojenezinde rol oynayabileceklerini isaret
etmislerdir. Ayrica asitesli broylerlerin kalplerinde MMP-2 diizeyinin saglikli broyler ve
yumurtact tavuklara gore daha yiiksek bulundugu Olkowski ve arkadaslar (41) tarafindan
gosterilmistir.

Yapilan bazi calismalar hipoksinin MMP ve kollajen metabolizmas iizerinde etkileri
oldugunu gostermistir (42—44). Asites sendromunun temelinde de, hizla biiyiiyen doku ve
organlarin talep ettikleri oksijenin, kardiyovaskuler sistem tarafindan temin edilememesine
bagh hipoksi oldugu diisiiniildiigiinde, MMP’lerin hipoksi ile etkilesimlerinin sendromun
patojenezinde etkili olup olamayacagi sorusu akla gelir. Iskemik bobrek hasari sirasinda,
deneysel olarak olusturulan hipoksi ve anoksinin bobrek dokusunda yol actig1 lezyonlar ve
sekillenen doku 6deminin patojenezinde lokal olarak artan MMP’lerin kan damar1 bazal
membran tahribati ve endoteller arasi baglantilar1 hasara ugratarak katkida bulunduklar
gosterilmistir (44). Gelismeyi hizlandirdigi bilinen monensinin broyler rasyonlarina
katilmasinin TD (29) ve asites sendromuna (45) yol actig1 bildirilmistir. Membran tipteki
matriks metalloproteinazlar1 aktive ettigi bilinen monensinin memelilerde yol actigi
zehirlenmelerde 6liimiin sebebi, sekillenen sistemik hipoksi ve siddetli akciger 6demidir
(46-48). Ayrica yapilan in vitro bir ¢alismada monensinin hiicrelerde MMP sentezini
tetikledigi gosterilmistir (34). Metastaz kabiliyeti yiiksek olan solid tiimorlerde, kanser
hiicrelerinin ESM’i parcalayarak kan damarlarina ya da lenf damarlarina ulastiklari, bu
damarlarin bazal membranm parcalayarak sistemik dolasima dahil olduklar1 ve uzak
organlara metastaz yaptiklar1 ortaya konmustur (37, 38, 49). In vitro kosullarda da bircok
kanser tipinde enzimlerin hiicrelerin metastaz potansiyelinde etkili olduklart gdsterilmistir

(43).



Broylerlerde, hipoksinin sendromun olusumundaki roliinii inceleyebilmek i¢in bazi
aragtiricilar kiimesleri oksijen basincinin diisiik oldugu yiiksek rakimli bolgelerde
kurmuslar ya da hipoksik odalarda civcivleri yetistirme yoluna gitmislerdir (13, 50).

Cesitli aragtirmalarda, sendromu laboratuvar sartlarinda deneysel olarak
olusturulabilmek i¢in broyler tavuklarin icme suyuna belirli oranlarda tuz (NaCl)
katilmistir (19, 20, 22). Tuz ile tetiklenen asites modellerinde, tavuklarda gozlenen
makroskobik ve mikroskobik lezyonlarin saha sartlarinda ve yiiksek rakimda goézlenen
asites olgularindaki lezyonlar ile uyumlu oldugu da bildirilmistir (19, 22, 51). In vivo ve in
vitro kosullarda, ¢esitli hastaliklarin patojenezine yonelik yapilan calismalarda NaCl ve
MMP’ler arasindaki iliskiyi vurgulayan cgesitli calismalar yapilmistir. Bu calismalarda,
uygulanan tuzun dozuna bagli olarak MMP’lerin sentez ve salinmasinda 6nemli artiglarin
oldugu gosterilmistir (52, 53). Yine NaCl ile olusturulmus hiperozmotik stresin, MMP gen
ekspresyonuna ve bu enzimlerin salinmasina yol actig1 bilinen ¢esitli proinflamatuvar
sitokinleri stimiile ettigi in vitro olarak gosterilmistir (54).

Su ana kadar yapilan calismalarda sendromunun etiyo-patojenezinde hipoksi ve
kardiyovaskiiler sistem 6n plana c¢iksa da kesin neden tam olarak ortaya konamamaistir.
Anabilim Dalimizda tamamlanan bir doktora tezinde (62) ve bu tezin iriinii olan bilimsel
makalede (22) MMP’lerin broylerlerde asites sendromunun olusumundaki rolleri in vivo
olarak sorgulanmis ve enzimlerin kan damar1 bazal membranlarinda hasar olusturarak
sendromun patojenezine katkida bulunabilecekleri gosterilmistir. Sunulan bu ¢alismada
da, asites sendromunun akut formunda, klinik belirtiler olusmadan, siddetli akciger
o0demine bagli olarak sekillenen tavuk oliimlerinde, akciger fibroblastlar tarafindan
salgilanan MMP’lerin ve TIMP’lerin akciger ddemi olusumuna katkilarinin olup olmadigi
in vitro olarak test edilmistir. Bu amacla broyler ve yumurtaci tavuklardan, primer olarak
akciger dokusundan izole edilen fibroblastlar hipoksik ve hiperozmotik strese maruz
birakilarak, hiicrelerdeki MMP-2, -9 ve TIMP-1,-2 enzim aktiviteleri immunositokimyasal

olarak degerlendirilmistir.



GENEL BiLGILER

Tanim

Asites, hizl1 biiyiiyen et tipi tavuklarda (broyler) goriilen sag ventrikiiler hipertrofi
ve karin boslugunda siv1 birikimi ile karakterize metabolik bir hastaliktir (3, 4). Bu
hastalig1 belirtmek i¢in alimenter toksemi, myokarditis, tavuk ddem hastalig1, endoteliozis,
hidroperikardiyal hastalik, 6dem, toksik hepatit, sulu karin, kanath 6demi, konjestif kalp
yetmezligi, toksik kalp hastaligi, toksik lipidozis ve yiiksek rakim hastalig1 gibi ifadeler
kullanilmigtir (5). Diinya genelinde gozlenebilen bu sendrom her y1l artan rakamlarla ve
ekonomik kayiplarla kanatli yetistiriciliginde 6nemini korumaktadir. Iyi yonetilen
kiimeslerde bile goriilme siklig1 az olarak rapor edilse de bu rakam % 4,7’ ye
ulagabilmektedir. Diinya genelinde, bir yi1l i¢inde, anag¢ tavuklar hesaba katilmaksizin,
insan tiikketimi i¢in 40 milyar broyler tavuk yetistirildigi diistiniildiigiinde % 4,7 rakaminin

hi¢ de kiictimsenemeyecek oldugu ortadadir (6).

Etiyoloji

Etiyolojik agidan sendromun olusumunda ¢ok sayida neden s6z konusu olsa da,
primer etkinin hipoksi tarafindan olusturuldugu, gerek oksijen basmcinin diisiik oldugu
yiiksek rakima sahip bolgelerdeki kiimeslerde sendromun goriilme sikliginin fazlaligi ve
gerekse normal rakimlarda deneysel olarak sendromun hipobarik (diisiik oksijen basincina

sahip) odalarda kolayca olusturulabilmesi ile sdylenebilir.

Irk-Hat-Cinsiyet: Hastalik et tipi tavuklarda goriilmektedir. Belli irklarda genetik
seleksiyona tabi tutularak artirllmaya calisilan kas kitlesi ve bu artan kas kitlesinin
metabolik olarak talep ettigi yiiksek oksijenin, kardiyovaskiiler sistem tarafindan tam
olarak saglanamamasi, hayvanlarda sendroma zemin olusturmaktadir (4, 13). Hunton (55),
broylerlerin 1970’1i yillarda ortalama olarak giinde 50 gram canli agirlik kazandiklar
1990’11 yillarda ise bu artigin giinde 65 grama ¢iktigini, bagka bir deyisle yilizyilin basinda
et tipi broylerlerin kesim agirligina ulagsmasi i¢in 84 giin gerekirken bu siirenin 47 giin
kisaldigini bildirmistir. Sendrom yumurtaci irk hatlarinda goriilmemektedir (4, 19, 20).
Broyler hatlar arasinda da hizli gelisen ve daha fazla gogiis kasina sahip olanlarin
sendroma daha duyarli oldugu bildirilmistir (15, 25). Horozlarin disilere oranla daha fazla
yem tiiketmeleri ve tiikettikleri yemden faydalanmak i¢in daha fazla oksijene ihtiyag

duymalari cinsiyetin sendrom olusumunda predispoze kilici rolii olarak diistintilmiistiir (6,



15). Bu tez calismasinda da erkek hayvanlar tercih edilmis ve bu hayvanlardan hiicre

izolasyonlar1 yapilmistir.

Yiikseklik ve Oksijen Ihtiyaci: Sendromun ilk olarak yiiksek rakiml1 bolgelerde
kurulan kiimeslerde goriilmesi ve halen de bu bolgelerde olugma sikliginin deniz
seviyesine gore fazla olmasi sendromun patojenezinde diisiik oksijen basinci yani
hipoksinin énemli bir rol iistlendigini gostermektedir (11, 13). Benzer sekilde diisiik
oksijen basingh ortam 6zelligi gosterebilen hipobarik odalarin, sendromun deneysel olarak
olusturulmasinda basari ile kullanilmasi da hipoksinin 6nemini vurgulamaktadir (50, 56).
Witzel ve arkadaslar1 (50), yaptiklar1 deneysel bir calismada 2896 metredeki oksijen
basincina kars1 gelen hipobarik ortamda hayvanlarin % 80’ninde asites sendromunun
olustugunu gostermislerdir. Broyler tavuklarda hipoksi olusumunu saglamak igin,
ekstrapulmoner brong (57, 58) ve pulmoner artere (59) klamp koyulmasi gibi deneysel
caligmalar basarili sonuglar vermis ve hayvanlarda dnce hipoksi ardindan da asites
olusumu gozlenmistir. Boylece hipoksinin sendromun patojenezinde ne derece 6nemli
oldugu gosterilmistir. Hassanzadeh ve arkadaslart (60), yaptiklar1 bir calismada hizl
bilyilyen broyler tavuklar ile yumurtaci tavuklarin yumurtadan ¢ikim giiniinden itibaren
broylerlerin kesim agirliklarina ulastiklari 6. haftaya kadar olan donemde belli araliklarla
kazandiklan viicut agirliklari ile hayvanlarin sahip oldugu, kalp ve akciger dokularinin
agirlik ve hacimlerini 6l¢gmiislerdir. Bu inceleme neticesinde yumurtaci tavuklarin 42.
giindeki viicut agirliklarinin, yumurtadan ¢ikim giiniindeki viicut agirliklarinin 13 kati
oldugunu, buna karsin ayn1 rakamin broyler tavuklarda 52 kata ulagtigin1 bulmuglar ve
broyler tavuklarda artan kas kitlesi (viicut agirligi) ile akciger ve kalp dokusunun gelisimi
arasindaki dengesizlige isaret etmislerdir. Bunun sonucu olarak broyler tavuklarda ¢ikim
giintindeki kalp ve akciger agirliklar ile bu organlarin sahip olduklart hacimlerin viicut
agirligina gore, yumurtaci tavuklardakinin aksine negatif yonde azaldigini1 ve bu durumun
hayvanlan hipoksiye siiriikledigini gostermislerdir.

Yumurtaci tavuklar broylerlerden farkli olarak yiiksek rakima daha dayaniklidir ve
2500 metre yiikseklikte bile hemoglobini (Hb) oksijen ile tam olarak doyurulabilirler (4).
Baz1 yazarlar (13, 61), kuluckadan cikis sirasindaki oksijen azliginin asitesi

tetikleyebilecegini bildirmislerdir.



Tuz (Sodyum Kloriir, NaCl)

Deneysel olarak icme suyuna degisik oranlarda ilave edilen tuz broyler tavuklarda
sendromu olusturabilmek icin kullanilmistir (19, 20, 22). I¢me suyu ile alinan yiiksek
miktardaki tuzun dokular ile plazma arasinda ozmotik basing farklilig: olusturarak asitese
yol acgtig1 diisiiniilmiis ancak son yapilan ¢alismalar ile tuzun pulmoner hipertansiyona
(PH) sebep olarak da asites olusumuna yol agtig1 gosterilmistir (4, 19, 20, 22). Tuz ile
olusturulan asites modellerinde gozlenen makroskobik ve mikroskobik lezyonlarin, yiiksek
rakimda ya da dogal olarak meydana gelen asites olgularinda sekillenen lezyonlar ile
onemli benzerlikler gosterdigi tespit edilmistir (20, 22). Kanatlilar arasinda icme suyu ile
verilen tuza kars1 duyarlikta farkliliklar bildirilmistir. I¢me sularina sirasiyla % 0,5 ve %
0,6 oraninda ilave edilen tuzun broyler tavuklarda asitese yol actig1 ancak yumurtaci

tavuklarda asitesin sekillenmedigi rapor edilmistir (19, 20, 22).

Matriks Metalloproteinazlar (MMP) ve MMP’lerin doku inhibitorleri (TIMP)
MMP’ler ekstraseliiler matriksi parcalayan endopeptidazlardir (27). Fizyolojik ve
patolojik bircok olay sirasinda bu enzimlerin ve inhibitorlerinin rolleri incelenmistir.
Angiyogenesis, organogenesis, ve yara iyilesmesi gibi fizyolojik durumlarda, timor
metastazlar1 ve degisik organlarda sekillenen 6dem olusumu gibi patolojik durumlarda
enzimlerin rolleri 6zellikle kan damarlarinin biitiinliigiiniin bozulmasina yonelik
incelenmistir (27, 37, 39). Enzimlerin broyler ve yumurtaci tavuklara ait, beyin, akciger,
kalp, karaciger ve bobrek dokularindaki yerlesimi immunohistokimayasal olarak
gosterilmistir (22, 62). Broyler asites sendromunun patojenezine yonelik yapilan
calismalarda, tuz ile olusturulan asites modelinde, MMP’lerin ve onlarin doku inhibitorleri
olan TIMP’lerin rolleri in vivo olarak ve immunohistokimyal boyama teknigi kullanmlarak
sorgulanmistir. Asitese sahip olan broylerlerin kalp dokularindaki MMP-2"nin saglikli
broyler ve yumurtaci tavuklardan daha yiiksek oldugu ve sendrom sirasinda kalpte
meydana gelen degisikliklerin olusumunda bu enzimin roliiniin olabilecegi zimografik
olarak gosterilmistir (41). Ozyigit ve arkadaslari (22) broyler tavuklarin igme suyuna tuz
ilave ederek deneysel olarak olusturduklan asites modelinde MMP’lerin ve TIMP’lerin
aktivitelerinde meydana gelen degisikliklerin kapillar damarlarda bazal membran hasari
yaparak asites olusumuna katkida bulunabileceklerini immunohistokimyasal olarak ileri

siirmiislerdir.



Monensin: Rasyonlarda yiiksek dozda monensin kullaniminin gerek memelilerde
(46, 47) ve gerekse kanatlilarda (63) kardiyovaskiiler sistemi etkiledigi bilinmektedir.
Memelilerde monensin zehirlenmeleri sonucunda hipoksi, akciger 6demi, hidrotoraks ve
asites olugsmaktadir (46, 47). Hanrahan ve arkadaslar1 (63), yiiksek dozlarda monensin
verilen kanatlilarda konjesyon, miyokardiyal genisleme ve hidroperikardiyum
gormiislerdir. In vitro olarak yapilan bazi calismalarda monensinin farkli hiicre tiplerinde
MMP’ler iizerindeki aktive edici etkilerinden s6z edilmistir (34)

Kisaca agiklanan bu primer etiyolojik etmenlerin yaninda, soguk havanin (4),
diyetteki metabolik enerji fazlaliginin (13, 14), kiimeslerdeki aydinlatma siirelerinin (18),
tiroid hormonlarinin (64, 65), yem igerisine dioksin katilmasinin (66) ve bazi enfeksiyoz
ajanlarin (4, 12) ve primer kalp ya da kalp kapagi hastaliklarinin (9, 24) asites olusumunda
etkili olduklan gosterilmistir.

Patogenez

Broyler tavuklarda asitesin olusumundaki temel mekanizma pulmoner hipertansiyona
bagl olarak sekillenen kalpteki sag ventrikiiler yetmezlik ve bunu takip eden kronik pasif
konjesyondur. Pulmoner hipertansiyon ile sag kalpteki bilyiime arasinda dogrudan bir
iliski oldugu ortaya konmustur (4, 19, 21). Saglikli bir broylerde sag ventrikiil agirliginin
toplam ventrikiil agirligina oraninin 0,25 ten kiiciik olmas1 gerektigi, bu oranin asildigi
durumlarda pulmoner hipertansiyon ve buna baglh ventrikiiler hipertrofiden
bahsedilebilecegi vurgulanmistir. Pulmoner hipertansiyonun sekillenmesinde hipoksi
onemli bir rol oynar (4, 21). Solunan havadaki oksijen azlig1 yani hipoksi ve hayvanlarda
hipoksi olusumuna katkida bulunabilecek baslica faktorler Tablo-1’de 6zetlenmeye
calisilmistir.

Tablo-1 Broyler tavuklarda asitesin nedenleri ve hipoksi olusumuna katkilari.

Hipoksi
Hizli biiyiime Artan kas kitlesinin artan oksijen talebi (3)
Yiiksek rakim Solunan havadaki oksijen azlig1 (4)

Yem ve I¢cme suyundaki tuz | Eritrosit deformibilitesi, frajilitede artis, elastisite kayb1 ve kapillar
damarlardan kan akiminin zorlanmasi ve dolayl olarak hipoksi
olusumu (19)

Soguk stresi Daha fazla yem tiiketimi ve tiiketilen yemin metabolize edilmesi
icin artan oksijen talebi (4)

Anemi Hizla biiyiiyen dokularin ihtiya¢ duydugu oksijeni karsilayamama
a2)

Yiiksek enerjili yemler Metabolizmalari icin artan oksijen talebi (14)

Hipertiroidizm Artan metabolik faaliyetler ve oksijen talebi (67)

Kiimes 1s1klandirma Yem tiiketiminde ve metabolik oksijen ihtiyacinda artig (18)

programi

Primer kalp kapag ve kalp Biiyiik ve kii¢iik dolagimdaki aksamalar (9)
hastaliklar:




Pulmoner hipertansiyon sirasinda, akciger dokusuna ait kapillar damarlarda ve
pulmoner arterde artan basing kan dolasiminda giicliiklere sebep olur. Kalp, akcigere kan
pompalayabilmek i¢in kasilma giiciinii ve atim sayisi artirr, yetisemedigi durumlarda ise
sag ventrikiilde hipertrofi ve dilatasyon sekillenir. Sag ventrikiiler yetmezlige bagl olarak
meydana gelen kan dinamigindeki basing dengesizligi karaciger ve venoz sistemdeki
basinci artirir (4, 19, 20, 68). Venoz kan basincindaki yiikselme karaciger konjesyonuna
ve hepatik lenf akiginda artisa neden olur. Venoz dolasimdaki durgunluktan dolay1 lenf
sivisinin hepsi uzaklastirilamaz ve proteinden zengin olan bu sivi lenfatik pleksuslarin
yogun oldugu karacigerin kapsiilasindan karin bosluguna sizarak asitese neden olur (68).
Klinik olarak asitesli broylerlerde lokal ve sistemik hipoksi halini belgeleyecek tarzda
solunum giicliigii, bas ve viicut derisinde siyanoz ve deri alt1 venalarda dolgunluk gozlenir.
Hayvanlarda solunum sayisi oldukga artar; hatta hayvanlar yakalanmaya calisildiklarinda
oOlebilirler. Tipik olarak, karin boslugu sekillenen asites sivisindan dolay1 olduk¢a
gergindir. Nekropsi sirasinda siddetli akciger 6demi ve konjesyonu dikkati ceker.
Histopatolojik olarak da akciger dokusunda intersitisyel yaygin 6dem, hava kapillarlarinda

genisleme ve kan damarlarinda dolgunluk dikkat ¢ekicidir (4, 11, 14, 22, 51)



Diinyada artan beyaz et talebinin karsilanmasi i¢in tavukg¢uluk sektoriinde gerek
teknolojik gerekse hayvan yetistirmede énemli ilerlemeler kaydedilmistir. Et tipi tavuklar
genetik olarak iyilestirilerek, daha kisa zamanda biiyiime ve tiiketilen yemi daha verimli
bir sekilde kas kitlesine ¢evirme yoniinde seleksiyona zorlanmiglardir. Bu seleksiyona es
zamanl olarak yiiriitiillen bakim ve besleme sartlarindaki iyilestirmelere ragmen
seleksiyona ayak uyduramayan kardiyovaskiiler sistem ve ve kemik doku ile ilgili “Ani
Oliim Sendromu”, “Tibial Diskondroplazi (TD)” ve “Pulmoner Hipertansiyon Sendromuna
bagh Asites” gibi kanath sektoriinde sik karsilasilan problemler ortaya ¢ikmustir (3, 4).

Kemik anormalliklerindeki matriks yapim ve yikimi ile yeniden sekillendirilmesinde,
yeni damar olusumlarinda, organlarin sekillenmesi gibi durumlarda ve kotii huylu
tiimorlerin metastazlar sirasinda, kan damarlarinin bazal membranlarinin yikimlanmasinda
onemli yer tutan matriks proteinleri ve bunlarin metabolizmasinda rol oynayan MMP’ler
asites sendromu gibi damarlardan siv1 ¢ikisinin 6nemli oldugu bir durumda 6nem
kazanmaktadir (22, 27, 29).

MMP’ler fizyolojik ve patolojik bir¢ok olayda gorev alan enzimlerdir. Normal
hiicreler ve tiimor hiicreleri tarafindan sentezlenen (22, 62, 69, 70), ¢inko ve kalsiyum (71)
tasiyan endopeptidazlar ailesinden olup, ESM’in pargalanmasi ve yeniden
modellenmesinden (remodelling) sorumludurlar (27, 32, 72). Memelilerde ve kanatlilarda
enzimlerin degisik dokulardaki lokalizasyonu farkli metotlarla gosterilmistir (22, 62, 73,
74).

ESM, kollajen, proteoglikan, glikozaminoglikan, glikoprotein (fibronektin,
kondronektin, laminin) ve bazi1 dokularda elastin iceren kompleks bir yapidir (27, 72, 75).
Pratik olarak ESM ¢oziilmeyen fibroz faz (kollajen, fibronektin, elastin ve glikoproteinler)
ve ¢oziilen jel faz (protein polisakkarit veya proteoglikanlar) olmak iizere iki kisma
ayrilabilir. ESM icerisinde yer alan bu maddeler matriks icerisine gomiilmiis fibroblastlar
tarafindan sentezlenir. Epiteliyal, endoteliyal ve kas hiicreleri 6zellegmis bir ESM olan
bazal lamina (basement membrane) tarafindan ESM’den ayrilir (76). ESM hiicrelerin
gocll, cogalmasi, farklilasmasi (37) ve damarlarin olusmasi siiresince bag dokunun yeniden
modellenmesinde (29) 6nemli rol oynar. MMP’ler ESM’i olusturan ¢apraz bagls,
erimeyen, farkli kollajen tiplerini, elastini, laminini ve proteoglikanlar1 parcgalarlar (27, 41,
71, 77). Bu ylizden embriyo morfogenezisi, blastosist implantasyonu, yeni damar olusumu
(angiogenesis)(78), dokunun yeniden modellenmesi, tiimor invazyonu ve metastazi (27,
30, 36-38, 41, 79, 80) yara iyilesmesi (27, 81, 82), periodontal hastaliklar, yangisal
durumlar (27, 40) gibi bir¢ok fizyolojik ve patolojik olayda gorev almaktadirlar. Mannello
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ve arkadaglar1 (69) patolojik bozukluklarda aktif enzim ile inhibit6rler (TIMP) arasindaki
dengelerin degistigini bildirmislerdir.

MMP ailesi 23 farkli izoformdan olusur ve birbirleri ile onemli yapisal benzerlige
sahiptirler (83). Bununla beraber her MMP, in vitro ve in vivo kosullarda fonksiyonel
olarak farklilik gosterir (32). Bundan dolayt MMP’ler 4 grupta siniflandirilirlar: 1-
Kollajenazlar: Bunlar kollajen fibrillerini spesifik bir bolgeden pargalarlar. Olusan bu yeni
parcalara diger MMP gruplarindan jelatinazlar etki ederler. 2- Jelatinazlar: Bunlar
Jelatinaz A (72 kDa Collagenase IV, MMP-2) ve Jelatinaz B (92 kDa Collagenase 1V,
MMP-9)’dir. 3- Stromelisin ve 4- Membran tip MMP (MT-MMP)’lerdir (72, 80, 84, 85).
Bu enzimler su 6zellikleri tasirlar:

1) Endopeptidazdirlar (32, 80).

2) Kalsiyum (31) ve ¢inko (27, 37, 71, 72, 80) ile baghdirlar ve selator ajanlarca (70)

inhibe edilirler.
3) Biitiin MMP’ler propeptid ve katalitik alan olmak {izere iki bolgeye sahiptirler. Bu
katalitik bolge aktivitesi icin ¢inkoya ihtiya¢ duyarlar (27, 72).

4) Notral pH’da aktivite gosterirler (34, 70 ).

5) Latent formda (Pro-MMP) veya inaktif olarak ESM’e salgilanirlar ve fizyolojik
olarak yaklagik 10 kDa’luk bir peptidin ayrilmasindan sonra aktive edilebilirler
(27, 34, 69, 72). Aktivasyonlar1 onkojenler, tiimor promotorlari, bityiime
faktorleri, sitokinler, notrofil ve monositlerden salgilanan serin proteaz (33) ve
reaktif oksijen metabolitleri (HOCI, H,0, ,OH’) tarafindan “Sistein Anahtar
Mekanizmas1” ile tetiklenir (27, 35, 40, 71, 72).

6) Endojen olarak spesifik matriks doku inhibitorleri (TIMP) (27, 31, 71, 72) ve alfa—
2 makroglobulinin inaktivasyonu (31) ile inhibe edilirler. Ekzojen olarak
inhibisyonda tasidiklar1 ¢cinkonun selasyonu esastir. Ornegin tetrasiklinler aktif
olan cinko bolgesi ile birlesirler (44, 86).

MMP’ler fibroblastlar, epitel hiicreleri, damar endotel hiicreleri (22, 27, 31),
kondrositler, kemik hiicreleri (31), astrositler, mikroglialar (22, 30), ploral mezotel
hiicreleri (22, 32, 35), mezengimal, epiteliyal ve endotelyal kokenli tiimor hiicrelerinden
(27), T hiicreleri (33), monositler, makrofajlar, aktive olmug nétrofiller (31, 35) ve plazma
hiicreleri (34) tarafindan salgilanmaktadir. Rath ve arkadaslari (29), kanatlilarda memeli
notrofil 16kositlerin karsiligi olan heterofil 16kositlerde de MMP’lerin varligini
bildirmislerdir. Enzimlerin kanatlilarda beyin dokusunda meninkslerde, néronlarda, damar

endotellerinde, ependim hiicrelerinde ve damar adventisyasinda; akciger dokusunda,
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mezotel hiicrelerinde, brons epitellerinde, damar endotellerinde ve bag doku hiicrelerinde;
karaciger dokusunda, hepatositlerde, safra epitellerinde, kapsiiler ve portal alandaki bag
doku hiicrelerinde; bobrek dokusunda, damar endotelinde, tubul epitellerinde, intersitisyel
bag doku hiicrelerinde, kalp dokusunda ise damar endotellerinde, damar adventisyasinda,
epikard ve endokard dokusunda yerlesimleri immunohistokimyasal olarak gosterilmistir
(22).

MMP’lerin aktiviteleri transkripsiyon, translasyon ve sekresyon asamalarinda
diizenlenebilir (69, 72, 84). Ornegin transkripsiyon asamasinda MMP”ler sitokinlere (27),
biiyiime faktoérlerine ve hormonlara cevap verirler (69). Membran tipi-MMP’lerin (MT-
MMP) diger MMP’leri aktive ettikleri bilinmektedir. Pro-MMP ve TIMP kompleksi,
aktive olmus MT-MMP’ye baglanir ve bu baglanma MMP’lerin aktivasyonu ile sonug¢lanir
(37). Hiicrelerden salgilandiktan sonra MMP’lerin inhibisyonundan TIMP’ler
sorumludurlar. Su ana kadar yapilan ¢calismalarda 4 adet TIMP’in (TIMP-1, -2, -3, -4)
varlig1 gosterilmistir. Bu enzimler 1:1 oraninda MMP’lere baglanip stabil kompleksler
olusturarak onlarin aktivitelerini inhibe ederler. Spesifik olarak MMP-2 ile TIMP-2,
MMP-9 ile de TIMP-1 stabil kompleksler olusturur (27, 69, 72, 78). Bazi inhibitorler ise
enzimin hem latent, hemde aktif formlarinin aktivitesini engelleyerek iki asamali bir rol
oynamaktadir (71).

Stefanson ve arkadaslar1 (71), hiicre kiiltiirii ortaminda Rous Sarcoma virus ile
transforme edilmis tavuk embriyo fibroblastlarinin (RSVCEF) 70 kDa’luk MMP
(Progelatinaz, MMP-2) sentezlediklerini belirtmislerdir. Aimes ve arkadaslar (36), insan
MMP’leri ile kanatli MMP’leri arasinda protein diziliminde % 84’e varan bir homolojinin
oldugunu bu homolojinin propeptid ve katalitik bolgelerde % 88’e ulagtigini bildirmistir.

Enzimlerin memelilerde kan damarlarinin tahribatiyla birlikte seyreden yangisal
durumlar ve 6dem olusumu gibi bir¢ok olaydaki rolleri sorgulanmaya galisilmistir.
Dogrudan tip IV kollajenazin ya da kollajenaz iirettikleri bilinen bakterilerin intraserebral
olarak verilmeleri ile parankimal damarlara ait tip IV kollajenden zengin bazal membranin
yikimlanarak beyin dokuda siddetli 6dem olusumunda enzimlerin rolleri gosterilmistir (30,
39, 87). Kan damarlarinin, kollajen ve diger ekstraseliiler matriks proteinlerinden olusan
bazal membranlarinin, invazif 6zellige sahip tiimor hiicreleri tarafindan uzak organ
metaztazlari olusturabilmek i¢in par¢alamalar1 gereken son hedef olduklar1 vurgulanmistir
(27,72, 80). Zeng ve arkadaslar1 (37), 23 kolorektal kanserli hastada kolon mukozasi
bazal membranindaki tip IV kollajenin yikimlanmis oldugunu ve bu alanlarda matriks

yikimlayici enzimlerinin immunohistokimyasal boyanma 6zelliginin siddetle arttiginm
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bildirmiglerdir. Yapilan bir diger calismada pleural efiizyona sahip 88 hastaya ait transudat
ve eksudat orneklerininde MMP-2, MMP-9 ve TIMP-1’in varlig1 gosterilerek efiizyon
olusumu sirasinda enzimlerin rolleri vurgulanmistir. Ayni ¢aligmada eksudat
orneklerindeki MMP-9 yogunlugunun siddetle artmis olmasi da bu enzimin daha ¢ok
yangi hiicreleri tarafindan iiretilmesine atfedilmistir (32). Benzer sekilde Li ve arkadaglar
(77), akut mastitislerde meme alveol liimenlerine infiltre olan notrofil 16kositlerde MMP-9
tiretiminin arttigini, buna karsin MMP-2’nin bulunmadiginm saptamislar ve yangisal
olaylarda notrofil I6kositlerin MMP-9 salgilayarak bazal membrani parcaladiklarini
bildirmiglerdir. Akcigerlerde MMP’ler toplam kollajen kitlesinin %10’undan fazlasin1 bir
giin i¢inde degistirebilecek kapasiteye sahiptir (32). Patolojik durumlar s6z konusu
olmadigi siirece MMP ve TIMP’ler arasinda ¢ok hassas bir denge vardir (30, 32, 39). Bu
denge siddetli akciger yangilarinda, tiimor metastazlarinda, akciger amfizeminde,
bronsiyektazi, kistik fibrozis, ve Yetigskin Solunum Stresi Sendromu (ARDS) sirasinda
olusan akciger 6demi gibi patolojik durumlarda MMP artis1 yoniinde bozulur (35).

Broyler asites sendromunun akut formunda tavuklar klinik belirti gostermeksizin
sekillenen siddetli akciger 6demine bagl olarak oliirler (4, 11). Hastaliin klasik formunda
da asitesten 6len hayvanlarin hemen hepsinde nekropsi bulgusu olarak siddetli akciger
o0demi ve konjesyonundan bahsedilmistir (4, 14, 21, 22). Bazi arastiricilar tarafindan
MMP’lerin broyler asites sendromunun olusumundaki olas1 rolleri sorgulanmistir.
Olkowski ve arkadaslar (41), asitesli broyler tavuklarin kalplerinde saglikli broyler ve
yumurtaci tavuklara gore MMP-2’nin daha fazla oldugunu gostererek dokuda artan MMP-
2’nin kalp dokusunun ge¢irmis oldugu yeniden modellenme siirecinde etkili bir rol
listlendigini vurgulamislardir. Ozyigit ve arkadaslar1 (22), sendromun olusumu sirasinda
enzimlerin farkli organlardaki kan damarlarinin bazal membranlarini tahrip ederek etkili
olabileceklerini gostermislerdir.

Miserrochi ve arkadaslar1 (88), in vivo olarak hipoksiye maruz birakilan tavsan
akcigerlerinde intersitisyel dokuda 6dem olustugunu bildirerek bu 6demin deney sirasinda
hiicrelerce salinan matriks yikimlayan enzimlerin dokudaki artisi ile birlikte kan
damarlarini hasara ugratmalarindan kaynaklandigini belirtmiglerdir. Sutton ve arkadaslar
(44), iskemik bobrek hasar sirasinda olusan lokal doku 6deminde MMP-2 ve MMP-9
seviyelerinin bobreklerde arttigin1 ayrica MMP inhibit6rii olan minosiklinin uygulandigi
gruplarda 6dem olusumunun ve enzim seviyelerinin azaldigindan bahsetmiglerdir. Ottino
ve arkadaslar1 (89), retinal endotel hiicrelerini in vitro kosullarda hipoksiye maruz

biraktiklarinda, hipoksinin selektif olarak MMP-2 gen ekspresyonunu 2 kat, medyumda da
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MMP-2 miktarim 10 kat arttirdigim1 gostermislerdir. Dermal fibroblastlar iizerinde yapilan
bir ¢alismada ise hipoksinin MMP—1 mRNA ekspresyonunu arttirdig: tespit edilmistir (90).
Bazi caligsmalarda, invazif 6zellikteki tiimor hiicrelerinin MMP sentezlediklerini ve bu
enzimler aracilif1 ile ekstraseliiler matriksi pargalayarak en yakin kan damarina ulasmaya
calistiklar gosterilmistir (38, 91). Osinsky ve arkadaslar (49), Lewis akciger
karsinomlarinda spektroskopik olarak tiiméral kitlenin farkli bolgelerindeki oksijen ve
MMP seviyesini Olgerek tiimoriin invazyon kapasitesinde MMP’lerin rollerini
incelemislerdir. Bu ¢alismada oksijen seviyesinin diistiigii alanlarda enzim aktivitesinin
giderek arttigini bulmuslar ve hipoksinin tiimor hiicrelerinde MMP artigina yol acarak
invazyonu kolaylastirdigim tespit etmislerdir. /n vitro kosullarda da iki farkl1 osteosarkom
hiicre hattindan daha agresif olanin digerine oranla daha fazla MMP salgiladig:
gosterilmistir (38). Ridgway ve arkadaslari (79), in vitro olarak hipoksiye maruz
biraktiklar1 kolon (SW1222), meme (MDA-MB231) ve pankreatik (PSN-1) kanser
hiicrelerinde MMP-2 ve MMP-9 aktivitelerinin arttigim bildirmislerdir. Yapilan bir diger
calismada akciger dokusundan izole edilen bag doku hiicreleri hipoksiye maruz
birakildiginda pro-MMP-2 sekresyonunun arttig1 gosterilmistir (74). Diyabet hastaligina
bagh kronik kapanmayan deri yaralarinda ve iilserlerinde doku oksijenizasyonun az oldugu
bilinir (92). Bu yara ve iilserlerin olusumlar1 sirasinda MMP’lerin rollerini incelemek i¢in
diyabetik ve travmatik yara biyopsilerinde MMP-1, MMP-2, MMP-8 ve MMP-9
seviyeleri Ol¢iilmiistiir. Sonug olarak diyabetik yaralarda travmatik yaralara oranla MMP-
I’in 64 kat, MMP-2’nin 6 kat, MMP-8’in 2 kat ve MMP-9’un 14 kat daha fazla oldugu
gorilmiistiir.

Asitesle ilgili olarak yapilan calismalarda, deneysel olarak sendromu olusturabilmek
icin tuz basar1 ile kullanilmustir (14, 19, 20, 22). Ozyigit ve arkadaslar1 (22), icme suyuna
tuz ilave ederek olusturduklar asites modelinde MMP’lerin ve TIMP’lerin aktivasyonlarini
inceleyerek asitesin sekillendigi broylerlerde, kontrol gruplarina nazaran, enzimlerin tiim
calisma boyunca dokulardaki yogun boyanma 6zelliklerini koruduklarini
gozlemlemislerdir. Hiperozmotik stresin in vivo ve in vitro kosullarda enzimler tizerindeki
etkileri baz1 aragtirmalarda ortaya konmustur. Kiiltiire edilmis korneal epitel hiicreleri
hiperosmolar NaCl ¢6zeltisine maruz birakildiklarinda MMP-1, -2, -3, -9 iiretiminin bu
hiicrelerde arttig1 tespit edilmistir (53). Woessner (27) ve Nagase ve Woessner (72)
MMP’lerin aktivasyonunda sitokinlerin 6zellikle de IL—1p’nin 6nemli rol aldigini
vurgulamistir. Luo ve arkadaslar1 (52) ise yaptiklar ¢alismada farelerin kornealarini

hiperosmolar tuz soliisyonunu ile yikadiklarinda gézyas1 6rnekleri igerisindeki IL—103
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konsantrasyonunun yaklagik olarak dort kat arttigin1 gdstermislerdir. In vivo ve in vitro
olarak yapilan bu ¢alismalarda hiicrelerde morfolojik-sitolojik-histopatolojik olarak
herhangi lezyon bildirilmemistir.

MMP’lerin dokular ve hiicreler iizerindeki varliginin belirlenmesinde kullanilan
immuno-histokimya, -sitokimya (IH), dokular ve hiicrelerde bulunan protein, karbonhidrat
veya lipid molekiillerinin (antijen) enzim ile isaretlenmis bir antikor yardimu ile reaksiyona
girmesi sonucuna dayali bir tekniktir (93). iImmun boyamalarda kullanilan antikorlar
poliklonal ve monoklonal olmak iizere iki ¢esittir ve yine direkt ve indirekt olmak iizere iki
metod kullanilabilir. Metodun direkt veya indirekt olmasina gore, primer veya sekonder
antikora bir enzim baglanir. Bu enzim daha sonra substratla (kromojen) reaksiyona girerek
renkli bir goriiniim verir. Indirekt olarak kullanilan Streptavidin-Biotin-Peroksidaz
yonteminde sekonder antikor biotinle isaretlenmis olup, daha sonra Streptavidin-Biotin-
Peroksidaz kompleksi ile birlesir (94). IH’de bir antijenin konsantrasyonu, boyandig
kromojenin goriinen yogunlugu ile kolayca degerlendirilir. Bu degerlendirme daha ¢ok
bagil olarak yapilmaktadir. Antikorun etkinliginin kiyaslanmasinda yar1 kantitatif metot
etkilidir. Sonuglar tipik olarak 1+, 2+, gibi degerlendirilerek 3 veya 4’e kadar
numaralandirma yapilir (93).

Hiicre kiiltiirii ise ¢alisilan konuda spesifiteyi artiran ve hipotezin test edilebilmesi
icin hedef hiicrelerin saf halde elde edilmesine izin veren bir yontemdir (95). Hiicre
kiiltiirii caligsmalarinda, hiicrenin ve hiicrelerin bulundugu ortamin yonetiminin aragtiricinin

elinde olmasi olumsuz bazi faktorlerin eliminasyonunda olduk¢a 6nemlidir.
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GEREC VE YONTEM

GEREC

Hayvan Materyali

Deneyler boyunca kullanilan akciger ve deri dokusuna ait bag doku hiicreleri, Has
Tavuk A.S.’den (Bursa) temin edilen, hi¢bir as1 ve ila¢ uygulanmamus, 1 giinliik, erkek,
Avian Ross 1rki broyler ve Lohman LSL 1irki yumurtaci civcivlerden primer olarak izole
edildi. Ug farkli hayvandan alinan akciger dokular1 eksplant kiiltiir hazirlamak icin
kullanild1 ve tiim deneyler sirasinda bu ii¢ akcigerden izole edilen hiicreler kullanildi.
Bulgular kismindaki tiim sayisal ifadeler bu 3 farkli hayvana ait hiicrelerden elde edilen

degerlerin ortalamasidir.

Deneysel Gruplandirma

Broyler ve yumurtaci civcivlerden izole edilen akciger bag doku hiicreleri kendi
iclerinde 0. saat kontrol, 6. saat kontrol, 6 saat hipoksik strese maruz birakilan, 6 saat
hiperozmotik strese maruz birakilan, 6 saat hipoksik ve hiperozmotik strese maruz
birakilan, 12. saat kontrol ve 12 saat hipoksik strese maruz birakilan hiicreler olmak iizere
gruplara ayrildi. Akciger dokusundan gelen eksplant dokularin ve izole edilen hiicrelerin
adlandirilmasinda L1, L2, L3, L4 ve LS5, deriden gelen eksplant dokularin ve izole edilen
hiicrelerin adlandirilmasinda ise D1, D2, D3, D4 ve D5 terimi kullanildi.

Deneysel Ortam

Calisma Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali Hiicre
Kiiltiirii laboratuvarinda gergeklestirildi. Laboratuvar 1s1s1, laboratuvar igerisindeki
cihazlarin optimum kosullarda tam verimle ¢alisabilmesi i¢in, klima ile 25 °C’ de tutuldu.
Laboratuvarin sterilizasyonu 6 adet ultraviyole 151k kaynag1 sayesinde diizenli olarak
gergeklestirildi. Laboratuvarin aydinlatilmasinda beyaz 151k iireten floresan lambalar

kullanildi.
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Biyolojik Emniyet Kabini (Laminair Flow Hood)

Calisma sirasinda Jouan marka (MSC 12 type II, Fransa) biyolojik emniyet kabini
kullanildi. Hiicrelerin tiim steril ortam gerektiren manipulasyonlar1 bu cihaz icerisinde

gerceklestirildi.

Inkiibator

izole edilen hiicrelerin optimum olarak 37 °C’de ve % 5 CO,’li ortamda
inkiibasyonu i¢in Jouan marka (IGO 150, Fransa) karbondioksitli inkiibator kullanildi.
Cihazin CO; ihtiyac1 50 bar basinca sahip 25 litrelik karbondioksit tiipiinden silikon
borular aracilifi ile saglandi. Gerekli oldugu zamanlarda gaz ikmali Habag A.S.(Bursa)
tarafindan gerceklestirildi. Cihaz icerisinde gerekli nemin temini i¢in cihazin i¢inde

bulunan celik kiivet bakir siilfat-EDTA igeren soliisyon ile dolduruldu.
Calkalayic1 Su Banyosu

Calisma boyunca kullanilan tiim soliisyonlarinin 37 °C’ ye 1sitilmasi ve donmus
¢ozeltilerin eritilmesi i¢cin Niive marka (ST 402, Tiirkiye) sallayicili su banyosu kullanildi.
Cihazin su haznesi 14 litre distile su ve 1 litre bakir siilfat-EDTA soliisyonu ile dolduruldu.
Cihazin sallama hiz1 ve su sicaklig1 dijital olarak programlanarak kullanildi.

Sogutmal Santrifiij

Calisma boyunca tiim santrifiij islemleri Jouan marka IGO 150 model sogutmali

santrifiij kullanilarak yapildi.
Invert Mikroskop
Calisma boyunca, hiicre kiiltiirii ortamindaki eksplant dokularin ve kiiltiire edilmis

hiicrelerin muayenesini yapmak ve fotograflarim1 ¢ekebilmek icin fotograf makinesi

atacmanli Olympus marka (CK-2, Japonya) invert mikroskop kullanildi.
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Isik Mikroskop

Boyamalar sonrasindaki tiim incelemeler Nikon marka YS2-H model mikroskopta

gergeklestirildi.

Tartim

Calisma sirasinda tartim gereken her tiirlii is Sartorius marka (BP-110S, Almanya)

dijital hassas terazide gerceklestirildi.
Sterilizasyon

Calisma boyunca kullanilan tiim cam malzemelerin (siseler, cam pastor pipetleri
vs.) ve hazirlanan baz soliisyonlarin sterilizasyonu i¢in, 1 atmosfer basing ve 120 °C 1s1
tiretebilen Niive marka (OT-12, Tiirkiye) buharh otoklav kullanildi. Is1 ile sterilizasyona
uygun olmayan tiim alet ve ekipmanin sterilizasyonu i¢in Uludag Universitesi Tip
Fakiiltesi Merkez Sterilizasyon Unitesindeki etilen oksit gaz sterilizasyonundan
faydalanildi.
Immunositokimyasal Boyama
Boyamalar sirasinda kullanilan primer antikorlar ve diger kimyasal maddeler

Aseton

Ticari olarak satin alinan, Merck firmasina ait, 1.00013.2500 kod numaral1 aseton

hiicrelerin fiksasyonu amaciyla kullanildi.
Antikor sulandirma soliisyonu
Primer antikorlarin istenilen konsantrasyona sulandirilmasi sirasinda Labvision

(Clermont, CA) firmasina ait TA—-125-UD kod numarali Large volume UltrAb diluent
kullanildi.
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Protein Bloklama Soliisyonu

Ticari olarak satin alinan, Labvision firmasina ait, kullanima hazir, TA-60-UB kod

numarali soliisyon kullanildi.

Primer Antikorlar
Bu tez ¢aligmas sirasinda Ozyigit (2002) tarafindan kullanilan ayn1 marka, seri ve

lottaki antikorlar kullanilmistir.

MMP-2 (Matrix metalloproteinases—2)

Ticari olarak satin alinan, Neomarkers (California, USA) firmasina ait MS—806-P
Ab—4 kod numarali, monoklonal, mouse anti-human matriks metalloproteinaz-2 antikoru
kullanildi. Konsantre vaziyetteki (200 mikrogram / 1ml) primer antikor, boyamalar
sirasinda antikor sulandirma soliisyonu kullanilarak son konsantrasyon 2ug/100ul olacak

sekilde seyreltildi.

MMP-9 (Matrix metalloproteinases—9)

Ticari olarak satin alinan, Neomarkers (California, USA) firmasina ait MS—806-P
Ab-8 kod numarali, monoklonal, mouse anti-human matriks metalloproteinaz—9 antikoru
kullanildi. Konsantre vaziyetteki (200 mikrogram / 1ml) primer antikor, boyamalar
sirasinda antikor sulandirma soliisyonu kullanilarak son konsantrasyon 2ug/100ul olacak

sekilde seyreltildi.

TIMP-1 (Tissue inhibitor of matrix metalloproteinases)

Ticari olarak satin alinan, Neomarkers (California, USA) firmasina ait MS—608-P
kod numarali, monoklonal, mouse anti-human Tissue inhibitor of matrix
metalloproteinases—1 antikoru kullanildi. Konsantre vaziyetteki (200 mikrogram / 1ml)
primer antikor, boyamalar sirasinda antikor sulandirma soliisyonu kullanilarak son

konsantrasyon 2ug/100ul olacak sekilde seyreltildi.
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TIMP-2 (Tissue inhibitor of matrix metalloproteinases)

Ticari olarak satin alinan, Neomarkers (California, USA) firmasina ait MS—832-P
kod numarali, monoklonal, mouse anti-human Tissue inhibitor of matrix
metalloproteinases—2 antikoru kullanildi. Konsantre vaziyetteki (200 mikrogram / 1ml)
primer antikor, boyamalar sirasinda antikor sulandirma soliisyonu kullanilarak son

konsantrasyon 2ug/100ul olacak sekilde seyreltildi.

Sekonder Antikor

Ticari olarak satin alinan, Labvision firmasina ait, kullanima hazir, TM-60-BN kod

numarali biotinli goat anti-mouse antikor kullanildi.

Streptavidin Peroksidaz

Ticari olarak satin alinan, Labvision firmasina ait, kullanima hazir, TS—60-HR kod

numarali streptavidin peroksidaz kullanildi.

Kromojen

Ticari olarak satin alinan, Labvision firmasina ait, TA-002-HAC kod numarali
amino etil karbazol (amino-ethyl carbazole, AEC) ile ayn1 firmaya ait TA-015-HAS kod
numarali AEC substrat kullanildi. Bu soliisyon immunositokimyasal boyama sirasinda
taze olarak, 1 ml AEC substrat icerisine 1 damla AEC kromojen eklenerek hazirlandi ve

hazirlandiktan sonra en ge¢ 15 dakika igerisinde kullanildi.
Immun Yapistiricl

Boyamalar sonrasinda kuyucuklardan cikartilan lameller, temiz bir lam {izerine

damlatilmig immunmount (Neomarkers, TA-060-UM) iizerine ters ¢evrilerek yapistirildi.
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Hiicre Kiiltiirii Hazirlamirken Kullanilan Soliisyonlar

Besleme soliisyonu

Calisma boyunca kiiltiire edilen hiicrelerin beslenmesi, subkiiltiirlerinin
hazirlanmasi ve bazi kimyasal maddelerin ¢6zdiiriilmesi i¢in M199 (Sigma, M3769, St.
Louise, USA) medyumu kullanildi. Bir litrelik cam erlenmayer igerisine yaklasik 200 ml
bidistile su konularak iizerine toz halindeki besleme medyumunun tamami (9,8 gr)
bosaltilip magnetik karistirici iizerinde 1sitilmadan ¢6zdiiriildii. Karisim iizerine ilave
olarak 800 ml bidistile su eklendi. Ardindan medyum iizerine 0,1 gr L-glutamin
(K28024689, Merck, Almanya) ve 2,2 gr sodyum bikarbonat (11810-017, Gibco BRL,
Iskogya) eklenerek medyum tiimiiyle berrak hale gelene kadar karistirllmaya devam edildi.
Besleme soliisyonunun pH’s1 1N NaOH ve/veya 1N HCI kullanilarak 7,4’e ayarlandi.
Karistirma islemini takiben erlenmayer biyolojik emniyet kabinine nakledildi. Filtrasyon
tinitesi (Nalgene, 158-0020, A.B.D.) kullanilarak, vakum pompast yardimiyla filtrelenerek
sterilize edildi. Sterilize edilmis medyum filtrasyon iinitesinin toplayici sisesinde agzi
kapal1 bir sekilde toplandi. Genel olarak ¢alisma sirasinda, medyumun 500 ml’lik kismi1
steril bir cam siseye aktarilip 2X antibiyotik ve antimikotik eklendikten sonra uygun

hacimlere boliistiiriilerek +4 °C’de saklandi.

Fotal Sigir Serumu

Hiicrelerin beslenmeleri sirasinda medyum igerisine steril olarak %10 FBS (Fetal
Bovine Serum, Fétal Sigir Serumu, Sigma, F4135) eklendi. Donmus vaziyetteki serum,
icerisinde oda sicakliginda cesme suyu bulunan beher icerisine alinarak ¢6zdiiriildii.
Biyolojik emniyet kabini icerisine alindiktan sonra agzi agilarak, S0 ml’lik santrifiij

tiiplerine uygun hacimlerde béliistiiriildii. Tiipler etiketlendikten sonra -20 °C’de saklandi.
Antibiyotik ve Antimikotik Soliisyonlari

Calisma sirasinda hiicrelerin beslenmesi i¢in kullanilan besleme medyumu icerisine
antibiyotik olarak penisilin-streptomisin kombinasyonu (1X, 200.000 IU/litre) (Sigma,

P3559) ve antimikotik olarak da amfoterisin B (1X, 10 mg/litre) (Bristol-Myers Squibb,
Ohio, A.B.D.) ilave edildi.
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Krebs Ringer Bikarbonat Tampon Soliisyonu

Calisma boyunca kiiltiire edilen hiicrelerin beslenmesi, subkiiltiirlerinin
hazirlanmasi ve bazi kimyasal maddelerin ¢ozdiiriilmesi i¢in Krebs ringer bikarbonat
tampon soliisyonu (Sigma, K4002) kullanildi. Bir litrelik cam erlenmayer igerisine 200 ml
bidistile su konularak iizerine toz halindeki tampon soliisyonun tamami bosaltilarak
magnetik karistiric1 iizerinde 1sitilmadan ¢ozdiiriildii. Karisim iizerine 800 ml daha
bidistile su eklendi. Ardindan soliisyon {izerine 1.26 gr sodyum bikarbonat (Gibco BRL,
11810-017) eklenerek soliisyon tamamiyla berrak hale gelene kadar karistirllmaya devam
edildi. Tampon soliisyonunun pH’s1 IN NaOH ve/veya 1N HCI kullanilarak 7,4’e
ayarlandi. Karistirma islemini takiben erlenmayer biyolojik emniyet kabinine nakledildi.
Tampon soliisyonu filtrasyon iinitesi kullanilarak, vakum pompas1 yardimiyla filtrelenerek
sterilize edildi. Sterilize edilmis tampon soliisyonu filtrasyon iinitesinin toplayict sisesinde
agz1 kapali bir sekilde toplandi. Genel olarak ¢aligma sirasinda, medyumun 500 ml’lik
kismu steril bir cam siseye aktarilip 2X antibiyotik ve antimikotik eklendikten sonra uygun

hacimlere boliistiiriilerek +4 °C’de saklandi.

Tripsin Soliisyonu

Calismada pasajlamalar sirasinda, hiicrelerin kiiltiir tabaklarinin yiizeyinden
ayrilabilmesi i¢in % 0.04’liik ¢calisma tripsin soliisyonu kullanildi. Bu soliisyonu
hazirlamak i¢in;

Tripsin: 0,02075 gr

NaCl (Sodyum Kloriir, Sigma, S7653): 4 gr

D-glukoz (Merck, K1.08346,1000): 0,5 gr

KClI (Potasyum Kloriir) : 0,2 gr

NaHCOj3 (Sodyum Bikarbonat, Gibco BRL) : 0.175 gr

EDTA (Etilendiamintetraasetik asit)(Sigma, E6758): 0,4 gr tartildi.

Tartilan kimyasal maddeler 500 ml bidistile su iceren 750 ml’lik erlenmayer icerisine
aktarilarak magnetik karistiricida 1sititlmadan ¢ozdiiriildii. Soliisyon, biyolojik emniyet
kabini icinde, filtrelenerek sterilize edildi. Uygun hacimlerde 50 ml’lik santrifiij tiiplerine
boliistiiriiliip -20 °C’lik derin dondurucuda kullanim zamanina kadar saklandi. Hiicre
kiiltiirii tabaklarinin tripsinlenmesinden dnce tripsin soliisyonu derin dondurucudan

cikartilarak icerisinde oda sicakliginda cesme suyu bulunan beherde ¢ozdiiriildii.
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Coziinmenin ardindan santrifiij tiipleri sallayicili su banyosuna alinarak 37 °C’de yaklagik

15 dakika boyunca 6n 1sitma islemi uygulandi.

Enzim Soliisyonu (Kollajenaz-Dispaz)

Akciger dokusundan primer fibroblast kiiltiirleri hazirlanirken dokunun enzimatik
sindirimi i¢in enzim soliisyonu taze olarak hazirlandi. Bu amagla;
0,036 gram kollajenaz (Sigma, C6885)
0,038 gram dispaz (Gibco BRL, 17105-032) ve 1,35 gram BSA (Bovine Serum Albumin,
Sigir Serum Albiimini, Sigma, A9418) hassas terazide tartildi.
Tartilan kimyasallar 50 ml’lik santrifiij tiipiine aktarilarak iizerine 18 ml Krebs ringer
bikarbonat tampon soliisyonu eklendi. Vorteks yardimiyla kimyasallarin tamamiyla
erimesi saglandi. Enzim soliisyonu 25 cc’lik enjektore ¢ekilerek biyolojik emniyet kabini
icerisinde siringa tipi filtreler (Milex-Millipore, H/N83322, Bedford, A.B.D.) yardimiyla

steril bir 50 mI’lik santrifiij tiipiine filtrelenerek sterilize edildi (96, 97).

Heparin Soliisyonu

Akciger dokusundan enzimatik sindirim ile primer hiicre kiiltiirii hazirlanirken
kullanildi. Enzimatik sindirim sonrasinda birbirlerinden ve ekstraseliiler matriksten ayrilan
hiicrelerin santrifiij islemi sirasinda tekrar kiimelenmelerini engellemek i¢in kullanildi. Bu
amagla, 0,0575 gr heparin (Sigma, H4784) ) tartildi. Tartilan heparin 50 ml’lik santrifiij
tiipii icine aktarildi ve tizerine 20 ml M199 medyumu eklendi. Vorteks yardimiyla
heparinin tamamiyla erimesi saglandi. Biyolojik emniyet kabini icinde siringa tipi filtreler

kullanilarak soliisyon sterilize edildi (96, 97).

Jelatin Soliisyonu

Bu soliisyon akciger ve deri dokusundan izole edilen bag doku hiicrelerinin ilk
ekimleri ve sonraki pasajlamalar1 sirasinda ekildikleri kiiltiir tabaklarinin yiizeyinin
kaplanarak hiicrelerin yapisma kapasitelerini artirmak i¢in kullanildi. Bu amagla, 0,5 gr
jelatin (Sigma, G9391) tartild1. Tartilan jelatin erlenmayere aktarilip tizerine 250 ml
bidistile su eklenerek eritildi. Erlenmayerin agz1 aliiminyum folyo ile sarilarak buharl

otoklava yerlestirildi. 120 °C’de 1 atmosfer basingta 20 dakika boyunca sterilize edildi.
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Sterilizasyonun ardindan jelatin soliisyonu biyolojik emniyet kabini i¢ine nakledilerek oda
sicakligina kadar sogumasi beklendi. Ardindan steril 50 mI’lik santrifiij tiiplerine uygun

hacimlerde béliistiiriildii ve -20 °C’de dondurularak saklandi (96).

Hiicre Dondurma Soliisyonu

Broyler ve yumurtaci tavuklardan elde edilen hiicrelerin bir kism1 sonraki
calismalarda kullanilmak iizere Sigma C6295 soliisyonu kullanilarak donduruldu ve sivi

nitrojende saklandi.

Bakair siilfat-EDTA Soliisyonu

Sallayicili su banyosunun su haznesini ve CO;’li inkiibatoriin nem kiivetini
doldurmak icin hazirlandi. Bu amagcla, 10 gr bakir siilfat (Merck, 1.02790.1000) ve 0,2 gr
EDTA (Sigma 6758) tartilarak 1 litre distile su i¢inde eritildi. Tortusuz ¢ézeltinin {izerine
9 litre daha distile su eklendi. Sallayicili su banyosunun haznesine 1 litre bakir siilfat-

EDTA soliisyonu konularak iizerine 14 litre distile su eklendi.
Alkol-Eter Soliisyonu

On denemeler ve deneyler sirasinda kullanilan yuvarlak lamellerin sterilizasyon
oncesinde temizligi i¢in 1:1 oraninda karigtirilmig alkol-eter soliisyonu kullanildi. Bu
soliisyonda 15 dakika siireyle bekletilen lameller el degirilmeden 10 cm capli cam petri
tabaklarina yerlestirilerek buharh otoklavda sterilize edildi.
Hiicre Kiiltiirii Tabaklar: ve Diger Plastik Malzemeler
Hipoksi Kamaralari

On denemeler ve hipoksi deneyleri sirasinda hiicreleri hipoksik strese sokmak icin

2,5 litrelik 6zel kamaralar (Oxoid, AG0025, Ingiltere) ve kamaralar icerisindeki oksijeni
baglama kapasitesine sahip 6zel zarflar (Oxoid, AnaeroGen, AN0025) kullanild1 (98-100).
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Petri Tabaklari

Civcivlerden alinan akciger ve deri drneklerinin istenilen boyutlara parcalanmasi
sirasinda 35 mm ve 60 mm caplara sahip steril petri tabaklar1 (Corning, 3294, 3295,
A.B.D.) kullanildi.

Hiicre Kiiltiirii Siseleri (Flasklar)

Broyler ve yumurtaci civcivlerden primer hiicre kiiltiirlerinin hazirlanmasi ve
pasajlamalari sirasinda egik boyunlu 25 cm? ve 75 cm?” (Corning, 430168, 430720, TPP,
90025, 90075, isvicre) hiicre kiiltiirii siseleri (flask) kullanildi. Kullanilan tiim flasklar %
0,2’lik jelatin ile kaplandi.

Pipetler

Hiicre kiiltiirlerinin hazirlanmasi sirasinda, deneylerde ve her tiirlii kimyasalin
aktarimi sirasinda 1 ml, 5 ml, 10 ml ve 25 ml’lik steril plastik pipetler (94001, 94005,
94010) kullanildu.

Santrifiij Tipleri

Hiicre kiiltiiriinde kullanilan serum ve medyumlariin béliistiiriilmesinde, enzimatik
sindirim sirasinda ve pasajlamalar sirasindaki santrifiij islemleri sirasinda 15 ve 50 ml’lik

santrifiij tiipleri (TPP, 91015, 91050) kullanildu.

Yuvarlak Lamel
On denemeler ve deneyler sirasinda, hiicrelerin ekildigi 24 kuyucuklu hiicre kiiltiirii
tabaklarimin her bir kuyucugunun tabanina uygun, 15 mm capli yuvarlak lameller

(Deckglaser, C911350, Almanya) kullanildi.

Hiicre Dondurma Tiipleri (Kriyovial)
Hiicrelerin s1v1 azot igerisinde saklanmasinda TPP firmasina ait 89012 kod

numarali 1,2 ml hacme sahip kriyovialler kullanildi.
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YONTEM

Sakrifikasyon

Deneylerde kullanilan civcivlerin 6tenazisi i¢in eter inhalasyonu yontemi kullanildi.
Bu amagla her bir civcivin igerisine rahatlikla sigabilecegi ve tabanina 1 cm kalinliginda
pamuk yerlestirilmis kapakl plastik kavanozlar igerisine yeterince eter dokiildii ve

hayvanlar tek tek bu kavanozlarda 6tenazi edildi.

Hiicre izolasyonu

On denemelerde ve deneyler sirasinda kullanilan hiicrelerin izolasyonunda eksplant
kiiltiir ve enzimatik sindirim yontemi uygulandi. Enzimatik sindirim ile elde edilen
hiicreler 6n denemeler sirasinda immunositokimyasal boyamalar icin kullanildi.

Bursa Has Tavuk A.S.’den (Bursa, Tiirkiye) hicbir as1 ve ila¢ uygulanmamis, 5
adet, bir giinliik, Avian Ross 1rki broiler ve Lohman LSL 1rk1 yumurtaci erkek civeiv
almarak karton koli igerisinde anabilim dal1 laboratuvarina nakledildi. Hayvanlarin ortama
adaptasyonu saglandi ve yukarida agiklanan yontem ile civcivler birer birer 6tenazi edildi.
Daha sonra karin ve sirt bolge derisi piset yardimiyla %70 alkol ile 1slatilarak tiiyler deriye
zarar vermeden yolundu. Deri tekrar %70 alkol ile yikanarak steril makas ve pensler
yardimiyla deri ve derialt1 dokular kesilerek viicut boslugu agildi. Deri ensizyonlari
yapilirken, eksplant kiiltiir hazirlamak i¢in deriden 1 cm x 1 cm boyutlarinda 6rnekler
alindi. Bu 6rnekler 15 ml’lik santrifiij tiiplerinde, oda sicakligindaki, 5 ml, 2X antibiyotik-
antimikotik iceren Krebs ringer bikarbonat tampon soliisyonu igerisine alindi. Viicut
boslugunun acilmasini takiben organlar 5X antibiyotik-antimikotikli Krebs Ringer
bikarbonat tampon soliisyonu ile yikandi. Siiratle akciger loblar steril makas ve pens
yardimiyla cikartilarak oda sicakligindaki, 5 ml, 2X antibiyotik-antimikotik iceren 15
ml’lik santrifijj tiiplerine alind1. Her bir hayvandan alinan deri ve akciger drnekleri i¢in
ayr1 ayri, onceden etiketlenmis santrifiij tiipleri kullanildi. Dokular, 5-6 kez santrifiij
tiipleri hafifce ters diiz edilerek yikandi ve +4 °C’de 1 gece boyunca bekletildi. Ertesi giin
santrifiij tiipleri buzdolabindan alinarak biyolojik emniyet kabini icerisine transfer edildi.
Tiipler icerisindeki Krebs ringer bikarbonat tampon soliisyonu steril cam pastor pipetleri ve
vakum pompasi1 yardimiyla emildi. Pipet aid ve steril pipetler yardimiyla dokular {izerine

oda sicakliginda, 5 ml, 2X antibiyotik-antimikotikli ayn1 tampon solusyonundan eklendi.
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Bu islem birkag kez tekrarlanarak dokularin kandan temizlenmeleri ve oda sicakligina
gelmeleri saglandi. Son yikama islemini takiben tiipler icerisindeki dokular steril 35 mm
ve 60 mm petri tabaklarina alindi. Her bir hayvandan gelen akciger ve deri drnekleri i¢in
ayr steril petri tabaklar kullanildi. Petri tabaklar igerisinde steril bisturi uglart
kullanilarak deri 6rnekleri yaklasik 3 mm x 3 mm boyutlarinda parcalara ayrildi ve
onceden etiketlenerek, ylizeyleri jelatin ile kaplanmis 6 kuyucuklu hiicre kiiltiirii
tabaklarina yerlestirildi. Yaklasik olarak 10 dakika dokularin yiizeye yapismasi beklendi.
Siire bitiminde tek tek, explant doku iizerine bireysel olarak kendisini kapatacak kadar
(yaklasik 1-2 damla) % 20 FBS, 2X antibiyotik-antimikotik iceren M 199 besleme
medyumu eklendi. Dokular 6 kuyucuklu hiicre kiiltiirii tabaklarinda 37 °C’de ve % 5 CO,
iceren etiive yerlestirildi (94).

Enzimatik sindirime maruz birakilan akciger 6érnekleri i¢in takip eden protokol
uygulandi. Dokular yikanip, steril petri tabaklarina aktarildiktan sonra steril bisturi uglari
kullanilarak, mezotel hiicrelerinin bulasmasini engellemek i¢in, pleuranin miimkiin
oldugunca akciger loblarindan ayrilmasi saglandi. Bu islemi takiben steril bisturi uclariyla,
akciger ornekleri petriler i¢erisinde olabildigince ince sekilde kiyildi. Kiyilmis bu dokular
steril pipetler yardimiyla, 6n 1sitma islemi uygulanmis 5 ml enzim solusyonu tasiyan 15
ml’lik santrifiij tiiplerine alinarak 37 °C’deki sallayicili su banyosunun sepeti iginde 3 saat
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonu takiben tiipler icine enzim soliisyonu (kollajenaz-
dispaz) ile esit hacimde, 37 °C’de heparin soliisyonu eklendi ve hafif¢e sallandi. Daha
sonra tiipler oda sicakliginda, 1000 RPM’de 10 dakika boyunca santrifiij edildi. Biyolojik
emniyet kabini icerisinde, tiiplerdeki siipernatant steril cam pastor pipetleri ve vakum
pompasi kullanilarak uzaklastirildi. Peletler iizerine 5 ml, %20 FBS ve 2X antibiyotik-
antimikotik iceren M 199 eklenerek daha 6nceden etiketlenip, yiizeyi jelatin ile kaplanmig
25 cm? flasklara ekildi. Flasklar 37 °C’de ve %5 CO, iceren etiive yerlestirilerek
inkiibasyona birakildi. Hiicreler konfluensiye (yogunluga) ulasana dek 2 giinde 1 % 10
FBS iceren taze M199 medyumu ile beslendi. Hiicreler kiiltiir tabaklarinda istenilen

yogunluga eristiginde subkiiltiir-pasaj islemlerine baslandi (95, 96).

Tripsinizasyon-Pasajlamalar

Tripsinlenecek konfluent haldeki flasklar ya da 6 kuyucuklu hiicre kiiltiirii ekim
kaplar1 karbondioksitli etiivden ¢ikartilarak biyolojik emniyet kabinine tasindilar. Flasklar

icerisindeki medyum steril cam pastor pipeti ve vakum pompasi yardimi ile bosaltildi.
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Flasklara, sallayicili su banyosu igerisinde 0n 1sitma islemi uygulanmis, yeterli hacimdeki
(25 cm? flasklara 2 ml, 75 cm? flasklara ise 4 ml) Krebs ringer bikarbonat tampon
sollisyonu, steril pipet ve otomatik pipet aid yardimiyla ilave edilerek 2 dakika boyunca
hafifce sallanarak yikandilar. Boylece besleme medyumu igerisindeki tripsin aktivitesini
azaltacak serum ve diger artik maddelerin uzaklagtirilmasi saglandi. Ardindan kiiltiir
tabaklar icerisine (25 cm” flask icin 2,5 ml, 75 cm’ flask icin 5 ml) 37 °C’ye 1sitilmig
%0.04’1iik tripsin caligsma solusyonu eklendi ve hafifce sallanarak enzim soliisyonun tim
flask yiizeyine yayilmasi saglandi. Flasklar karbondioksitli etiiv (%5 CO,, 37 °C) igerisine
alind1 ve 12-15 dakika boyunca inkiibasyona birakildi. Bu siire boyunca flasklar, birkag
kez, invert mikroskopta muayene edilerek tripsinizasyonun durumu kontrol edildi. Flask
tabanindaki hiicrelerin yiizeyden ayrilmasini takiben kiiltiir tabaklar tekrar biyolojik
emniyet kabini icerisine alindilar. Tripsin aktivitesini sonlandirmak i¢in, enzim
sollisyonunun iizerine enzim miktarinin 2 kat1 hacimde %10 FBS igeren taze besleme
soliisyonu ilave edildi. Yiizeyden ayrilmanin tam olmadig flasklarda hiicre kaziyicilar
kullanilarak yiizeyden ayrilma saglandi. Otomatik pipet ve steril pipet uclar kullanilarak,
hiicre slispansiyonu hiicrelerin birbirlerinden tamamen ayrilmasi i¢in flask icinde
pipetlendi. Tripsinizasyon uygulanan kiiltiir tabagi eger 25 cm’ flask ise elde edilen
hiicreler sayim sonrasi tek bir 75 cm?” flaska, eger tripsinlenen kiiltiir tabag 75 cm? ise elde

edilen hiicreler, sayim sonrasi 2 adet 75 cm” flaska aktarildi ve subkiiltiire edildi (94).
Hiicrelerin Dondurulmasi

Tripsinizasyon sonrasi elde edilen hiicre siispansiyonu 1500 RPM’de 10 dakika
santrifiij edilerek pelet elde edildi. Supernatant pipetlenerek uzaklagtirildi. Pelet iizerine
her defasinda bir damla hiicre dondurma soliisyonu damlatildi ve karistirilarak son haciml
ml’ye tamamlandi. Kriyovial i¢erisine alinan hiicre siispansiyonu (8 x 10° hiicre/ml) 5
dakika boyunca 1slak buz iizerinde bekletildi. Ardindan bir gece boyunca -85 °C’de

donduruldu ve s1v1 azot tankina aktarildi (95).
Hiicre Saymm

Rutin tripsinizasyon islemi sonrasi elde edilen hiicre siispansiyonundan 0,2 ml
almarak Eppendorf tiipiine aktarildi. Siispansiyon iizerine 0,3 ml Krebs soliisyonu ve 0,5

ml % 0,4 tripan mavisi soliisyonu ilave edilerek iyice karistirildi. Hemositometreye
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onceden temizlenen lameller kenar kisimlarindan 1slatilarak yerlestirildi. Hazirlanan hiicre
siispansiyonundan, otomatik pipet yardimi ile sayim alanindan tagsmayacak sekilde, sayma
lam1 ve lameli arasina yiikleme yapildi. Hemositometrenin 1 mm?* lik merkez karesi ve
ona komsu koselerde bulunan 1mm?* lik dis karelerdeki canli hiicreler sayildi. Sayim
sirasinda karelerin sol ve iist ¢izgilerine temas eden hiicreler sayima dahil edilirken
karelerin sag ve alt cizgilerine temas eden hiicreler sayilmadi. Sayim sirasinda tripan

mavisinin iireticisi olan firmanin 6nerdigi protokol takip edildi (95).

Hiicrelerin Karakterizasyonu

Akciger ve deri orneklerinden gerek enzimatik yolla gerekse eksplant kiiltiirler
kullanilarak elde edilen hiicrelerin ilk pasajla birlikte karakterizasyonu i¢in
immunositokimyasal boyama ve morfolojik inceleme yapildi. Immunositokimyasal olarak,
izole edilen hiicreler iki farkli antikor ile boyandi. Bu amagla anti-vimentin (Dako,
M0725, Danimarka) ve anti-sitokeratin (Novocastra, NCL-PAN-CK, Ingiltere) antikorlar
kullanildi. Immunositokimya sirasinda anti-vimentin boyanirken enzimlerin boyanmasi
sirasinda uygulanan protokol takip edildi. Anti-sitokeratin boyamasinda iiretici firmanin
tavsiyeleri gbz oniine alinarak primer antikor uygulamadan hemen once antijen

maskelenmesini engellemek icin proteinaz K enzimi 10 dakika siireyle uygulandi.

Deneylerin Yapihis

Deneyler sirasinda akciger dokusundan izole edilen primer fibroblast hiicreleri
kullamldi. ilk izolasyondan sonra rutin olarak hiicreler pasajlandi. Deneylerde 75 cm?
flasklardaki 3. ve 6. pasajlar arasinda bulunan hiicreler kullanildi. Deney giinii flasklar
karbondioksitli inkiibatérden alinarak emniyet kabini igerisine konuldu. Flasklar
icerisindeki medyum steril uzun boy (23 cm) pastor pipetleri ve vakum pompast
yardimiyla uzaklagtirildi. Calkalayici su banyosunda 37 °C’ye 1sitilan Krebs
soliisyonundan flasklar icerisine 5 ml aktarilarak hiicrelerin 1-2 dakika hafif¢ce yikanmasi
saglandi. Yikama islemini takiben yikama soliisyonu aynm yontemle pipetlendi. Takiben
flasklar igerisine 6nceden 1sitilmus tripsin soliisyonundan 4 ml eklendi. Flasklar 37 °C’lik
karbondioksitli etiivde 10-12 dakika inkiibe edildi. inkﬁbasyon sirasinda, uzun siireli
tripsin uygulamasinin hiicreler iizerinde yaratacagi olumsuz etkileri engellemek i¢in, ara

ara flasklar invert mikroskop altinda muayene edildi. Hiicrelerin hemen hemen tamaminin
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flask tabanindan ayrilmasim takiben flasklar emniyet kabini igerisine alinarak iizerilerine
% 10 FBS iceren taze besleme medyumu eklenerek enzim aktivitesi sonlandirildi. Her
flasktaki toplam canli hiicre sayis1 tripan mavisi ve hemositometre ile belirlendi. Ardindan
flasklara, 1ml’de son hiicre sayis1 3x10* olacak sekilde %10 FBS iceren besleme
medyumu ilaveleri yapildi. Onceden iizerileri deney gruplarina gore etiketlenmis 24
kuyucuklu hiicre kiiltiirii ekim tabaklarinin kuyucuklarina steril, 1,5 cm capa sahip
yuvarlak lameller yerlestirildi. Lamel yerlestirilmis kuyucucuklar igerisine 0,5 ml steril
jelatin soliisyonu konularak 15 dakika boyunca lamellerin {ist yiizeylerinin jelatin ile
kaplanmasi beklendi. Siire bitiminde fazlalik jelatin emildi ve lamel yiizeylerinin kurumasi
saglandi. Mililitresinde 3x10* hiicre bulunan siispansiyondan her bir kuyucuga 1 ml
ekilerek 37 °C’de karbondioksitli etiivde inkiibasyona birakildi. Yaklasik olarak 48 saat
boyunca hiicrelerin lameller iizerinde %80 konfluensiye ulagsmalar1 beklenerek siire
bitiminde deneylere baslanda.

Broyler ve yumurtaci tavuklara ait gruplarda 0. saat kontrol grup hiicreleri 48 saat
bekleme siiresini takiben medyumlar uzaklagtirildiktan sonra yikanip tespit edilerek
immunositokimyasal boyamalar1 yapildi. Alt1 ve 12. saat kontrol gruplarindaki hiicrelerde
ise, 48 saatlik inkiibasyonu takiben, hiicreler tizerine 1 ml, FBS ve antibiyotik-antimikotik
icermeyen medyum ilave edilip 6 ve 12 saat boyunca inkiibe edildiler. Siire bitiminde
kuyucuklardaki medyum uzaklastirilip, hiicreler PBS ile yikandiktan sonra tespit ve

immunositokimyasal boyamalar yapildi.

Hiicrelerin hipoksik strese maruz birakilmasi

Hipoksi grubundaki hiicrelerin ekili oldugu 24 kuyucuklu hiicre kiiltiirii ekim
tabaklarinin her bir kuyucuguna 1 ml, FBS ve antibiyotik-antimikotik icermeyen M199
medyumu konularak 2,5 litrelik 6zel hipoksi kamaralarina yerlestirildi. Kamaralar
icerisine ortamdaki oksijeni baglayan askorbik asit iceren zarflar agizlar agilarak kondu.
Kamaralarin agizlar sikica kapatildi ve inkiibatore yerlestirilerek deney siireleri boyunca
(6 ve 12 saat) inkiibasyona birakildilar. Inkiibasyon siiresinin bitiminde kamaralarin
kapaklar agilarak 24 kuyucuklu hiicre kiiltiir tabaklar1 biyolojik emniyet kabini icerisine
alindi. Her bir kuyucuktaki deney medyumu steril olarak Eppendorf tiiplerinde topland1 ve
-20 °C’ de donduruldu. Hiicreler PBS ile yikandiktan sonra soguk aseton ile tespit edilip

immunositokimyasal boyamalar1 yapild1 (98, 99).
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Hiicrelerin hiperozmotik strese maruz birakilmasi

Deney giinii, 24 kuyucuklu hiicre kiiltiirii kaplari icerisindeki lameller iizerine
ekilen ve yaklasik % 80 yogun hale gelen hiicreler inkiibatorden alinarak emniyet kabini
icerisine nakledildi. Kuyucuklardaki medyumlar uzaklastirildiktan sonra, hiicreler 37
°C’ye 1sitilmig Krebs ringer bikarbonat soliisyonu ile 2 dakika boyunca yikandi. Yikama
soliisyonu uzaklastirildi ve hiicrelerin bulundugu kuyucuklara, antibiyotik-antimikotik ve
FBS icermeyen, 1ml, 160 mmol tuz (Sigma, S7653) konsantrasyona sahip M199 medyumu
eklenerek 6 saat boyunca inkiibatorde bekletildi. Inkiibasyon siiresinin bitiminde kiiltiir
tabaklar1 emniyet kabinine alind1 ve kuyucuklardaki medyumlar steril Eppendorf tiiplerde
toplanarak -20 °C’de saklandi. Hipoksi ve hiperozmotik stresin birlikte uygulandigi 6 saat
grubundaki hiicrelerin {izerine, 1 ml 160 mmol tuz konsantrasyonuna sahip M 199
medyumu eklendi ve bu gruptaki hiicreler hipoksiye de maruz birakilmak i¢in 6zel

kamaralara alinarak inkiibe edildiler (101).

Immunositokimyasal Boyama

On denemelerde ve deneylerde kullanilan hiicrelerin immunositokimyasal
boyamas1 aynm yontemle, tek bir kisi tarafindan (AA) gerceklestirildi. Deney medyumlar
biyolojik emniyet kabini icerisinde, steril olarak Eppendorf tiipleri icerisine alind1 ve -20
°C’de saklandi. Tiim deneyler sonrasinda 24 kuyucuklu hiicre Kiiltiirii tabaklari
icerisindeki lameller iizerinde iireyen hiicreler monoklonal antikorlar kullanilarak
Streptavidin biyotin peroksidaz teknigi ile boyandi. Boyamalar i¢in, her bir kuyucuk 37
°C’ye 1sitilmus, 1 ml fosfat tampon tuz solusyonu (PBS) ile iki kez bes dakika yikandi.
PBS uzaklastirildiktan sonra kuyucuklar i¢erisine 0,5 ml, -20 °C’ye sogutulmus aseton
eklenerek -20 °C’de (Derin dondurucu iginde) 10 dakika boyunca tespit edildi. Tespit
islemini takiben kuyucuklardaki aseton pipetlenerek uzaklastirildi. Kuyucuk i¢cinde arda
kalan asetonun uzaklastirilmasi i¢in 24 kuyucuklu hiicre kiiltiirii kaplar1 agz1 agik vaziyette
oda sicakliginda 2-3 dakika bekletildi. Bir ml PBS ile kuyucuklar iki kez bes dakika
boyunca yikandi. Takiben kuyucuklar icerisine ticari olarak satilan protein bloklama
solisyonundan lamellerin iizerini kapatacak kadar eklendi ve 10 dakika boyunca oda
sicakliginda inkiibe edildi. Protein bloklama solusyonu uzaklastirildiktan sonra yikama
islemi yapilmaksizin kuyucuklarda lameller {izerinde iiremis hiicrelerin iistiine primer

antikor konularak 1 saat boyunca oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. inkiibasyonu
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takiben primer antikor uzaklastirildi ve kuyucuklar 1 ml PBS ile iki kez bes dakika
yikandi. Takiben sekonder antikor kuyucuklara dokiildii ve oda sicakliginda yarim saat
inkiibe edildi. Siire bitiminde kuyucuklar 1 ml PBS ile iki kez bes dakika yikandi.
Kuyucuklara streptavidin biyotin kompleks eklenerek yarim saat boyunca oda sicakliginda
bekletildi. Kuyucuklar 1 ml PBS ile iki kez bes dakika yikandi. Lameller iizerine amino
etil karbazol (amino-ethyl carbazole, AEC) ilave edildi ve 15 dakika inkiibasyona birakildi.
Siire bitiminde kuyucuklar AEC uzaklastirildiktan sonra 1 ml ¢cesme suyu ile iki kez bes
dakika yikandi. Kuyucuklara 0,5 ml Mayer Hematoksilen dokiilerek 15-20 dakika kars1
boyama yapildi. Lameller kuyucuklardan ucu kivrilmis insiilin enjektorleri ve ince pensler
yardimiyla ¢ikarildi. Onceden iizerileri etiketlenen temiz lamlar iizerine bir damla
immunmount damlatildi ve kuyucuklardan cikarilan lameller ters ¢evrilerek bu lamlar
izerine yapistirildi. Bir gece oda sicakliginda bekletildikten sonra lamellerin etraflart

entellan siiriilerek lam lamel arasina hava girisi engellendi (102).

Immunositokimyasal Degerlendirme

Kontrol ve deney gruplarina ait akciger dokusundan izole edilen fibroblastlarin,
tiim kontrol ve deney gruplarindaki boyanma sonuglari iki farkli arastirici tarafindan
degerlendirildi. Immunositokimyasal skorlamada boyanmanin dagilimi ve yogunlugu goz
Oniine alinarak, 0: negatif, 1(+):zayif, 2(+): orta, 3(+): iyi ve 4(+) cok iyi arasinda
degerlendirmeler yapildi. Her bir gruba ait 3 farkli lamel iizerinde ekilen hiicrelerin genel
inceleme sonrasi, X400 biiyiitmede rastgele secgilen 10 objektif alaninda ve her bir alanda
asgari 120 adet hiicre muayene edilerek skorlamalar yapildi. Toplam olarak her bir
hayvana ait 3600 adet fibroblast hiicresi degerlendirildi. Farkli iki arastirici (AA, MOO)
tarafindan yapilan skorlamalarin aritmetik ortalamasi alinarak grubun son degerlendirme

rakamlan olarak kaydedildi (102, 103).

Istatistiksel Degerlendirme

Istatistiksel analizler bilgisayar tabanli SPSS (SPSS versiyon 11,5 SPSS Inc.,
Chicago, A.B.D.) programi kullanarak yapildi. Istatistiksel analizler i¢in broyler deney
gruplarindaki hiicreler kendi gruplarindaki ve saat kontrolleriyle, yumurtaci grubundaki
hiicreler de yine kendi gruplarindaki ve saat kontrolii hiicreleri ile karsilastirildi. Broyler

ve yumurtaci gruplarin karsilikli olarak analizlerinde her bir broyler grubu ona es olan
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yumurtact gruptaki hiicreler ile kiyaslandi. Deney gruplarinin karsilagtirilabilmesi i¢in
nonparametrik testlerden Kruskal-Wallis testi ve Mann-Whitney U testi uygulandi. P<0,05
degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Sonuglar ortalama boyanma yogunlugu

(OBY) olarak tablolar ve sekillerde gosterildi (104).
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BULGULAR

A- Hiicre Kiiltiirlerine Ait Bulgular

Deneyler 1 giinliik, erkek, hicbir as1 ve ila¢ uygulanmamuis, broyler ve yumurtact
civcivlerin akciger dokularindan eksplant hiicre kiiltiirii yontemi ile iiretilen primer
fibroblastlar iizerinde uygulandi. Eksplant kiiltiir hazirlamak i¢in 3 adet broyler ve 3 adet
yumurtaci civeiv kullanildi. Her gruba ait 3’er civcivden alinan akciger dokular ve izole
edilen hiicreler deneylerde kullanildi. Hiicrelerin izolasyonu, pasajlamalar ve deneyler
sirasinda elde edilen sonuclar bu ii¢ eksplant kiiltiir 6rneginden izole edilip deneylerde

kullanilan hiicrelerden elde edilen degerlerin ortalamasi alinarak Tablo 2 —7°de verilmistir.

Al- Broyler Civcivlere Ait Eksplant ve Enzimatik Kiiltiir Bulgular:

Biiyiikliikleri 0,3 cm x 0,3 cm olan akciger ve deri eksplant 6rnekleri jelatin kapli 6
kuyucuklu hiicre kiiltiirii tabaklarinin her bir kuyucuguna bir eksplant gelecek sekilde
ekildi. Akciger 6rneklerinde, ekim sonrasindaki 2 giin boyunca eksplant etrafinda
eritrositler ve serumdan olusan yogun bir piht1 tabakasi gozlendi. Uciincii giinden itibaren
bu piht1 tabakasinin alt tarafindan ig sekilli hiicrelerin eksplant disina dogru tiremeye
basladiklar1 goriildii (Sekil-1). Daha sonraki giinlerde kiiltiir tabaklarinda goriilen
iiremeler Sekil-2, -3 ve 4’te gosterilmistir. Uremelerin adaptasyon periyodunun ardindan
hizla devam ederek 8—11. giinlerde kiiltiir tabaginin tabanini doldurdugu (konflense-
yogunlagma) goriildii (Sekil-5, -6).

Deri eksplantlarinda ise akciger orneklerinden farkli olarak eksplant etrafinda
yogun serum ve pihti olusumu gozlenmedi. Deri eksplantlarinin kiiltiir tabaginin tabanina
yapigma Ozelliklerinin akciger dokusuna ait eksplantlarin kiiltiir tabaginin tabanina
yapigma Ozelliklerinden daha fazla oldugu goriildii. Genel olarak ekim sonras1 deri
eksplantlarinda ilk tiremenin 2. giinden itibaren basladig1 goriildii.

Tablo—2,-4 arasinda broyler tavuklarin akciger ve deri 6rneklerinden explant ve
enzimatik yontemle elde edilen hiicrelerin ilk iireme giinleri, konfluense (yogunlagsma)

ulagma zamanlar1 ve pasajlamalarda elde edilen canli hiicre sayilar1 verilmistir.
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Tablo-2 Akciger ve deri dokusundan hazirlanan eksplant kiiltiirlerde ilk tiremelerin
goriildiigii giin, yogunlagma zamani, tripsinizasyon giinleri.

N [lk iiremelerin Kuyucuklarda [k tripsinizasyon Eldf.:. edilen canls
Hiere Kodlan oriildigii glin ogunlagma giinii tinii hiicre say1st
g gug yoguniasma g & (sayr/kuyucuk)
L1, L2, L3 3 8 9 49x10°
D1,D2,D3,D4, 5
2 8 8 5,1x10
D5

Akciger ve deri eksplantlarindan tripsinizasyon ile elde edilen hiicreler ilk pasajda
yiizeyi jelatin kaplanmig 25 cm? egik boyunlu hiicre kiiltiirii sigelerine 2. ve daha sonraki
pasajlarda ise 75 cm’ egik boyunlu hiicre kiiltiirii siselerine ekildi. Standart olarak tiim
hiicreler %10 FBS ve 2X antibiyotik iceren M199 medyumu ile giin asir1 beslenerek 37
°C’de inkiibasyona birakildi

Tablo-3 Broyler akciger ve deri dokusundan izole edilen bag doku hiicrelerinin P1 ve
P2’deki 6nemli sayisal verileri (P1- 25 cm?, P2- 75 cm? hiicre kiiltiirli sisesi icin).

Flasklardaki Tripsinizasyon Elde edilen canh
yogunlagma giinii (pasaj) giinii hiicre sayisi/flask
L1,L2, L3 (P1) 5 6 3x10°
L1,L2,L3 (P2) 6,5 7 11x 10°
DI, D2, D3, D4, D5 4,5 5 3,12x 10°
(P1)
DI, D2, D3, D4, D5 6 6 12 x 10°
(P2)

P: pasaj

Hipoksi ve hiperozmotik stres deneyleri sirasinda akciger dokusuna ait saf kiiltiir
haline getirilen 3. ve 6. pasajlar arasindaki fibroblastlar kullanildi. Deri dokusundan izole
edilen bag doku hiicreleri akciger dokusundan kiiltiire edilen hiicrelerin
immunositokimyasal karakterizasyonu sirasinda pozitif kontrol olarak kullanildi.

Enzimatik sindirim ile hiicre izolasyon yontemi sadece akciger dokusu i¢in
uygulandi ve bu yontemle elde edilen hiicreler 6n denemeler sirasinda
immunositokimyasal boyamalarda kullanildi.

Eksplant doku kiiltiiriinden farkli olarak enzimatik sindirim sonrasi elde edilen
hiicreler ilk pasaj igin jelatin kapli 25 cm” egik boyunlu hiicre kiiltiirii siselerine ardindan 2.
pasaj icin jelatin ile kaplanmis 75 cm? egik boyunlu hiicre kiiltiirii siselerine ekilerek

inkiibe edildi. Hiicre kiiltiirii ekim siseleri ekim sonrasi 2 giin boyunca inkiibatorde
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bekletilerek hiicrelerin egik boyunlu hiicre kiiltiirii sisesinin tabanina ¢okerek yapismalar

saglandi.

Enzimatik sindirime tabi tutularak elde edilen akciger dokusuna ait bag doku

hiicreleri i¢in yogunlagma ve tripsinizasyon giinleri ile elde edilen canli hiicre sayilari

asagida verilmistir.

Tablo- 4 Broyler akciger dokusundan enzimatik yolla elde edilen hiicrelere ait sayisal

veriler.
Yogunlagma giinii | Tripsinizasyon giinii Canl1 hiicre
sayisi/flask
L4, L5 (P1) 4 5 3x 10°
L4, L5 (P2) 5 6 12 x 10°

A2-Yumurtaci Civcivlere Ait Eksplant ve Enzimatik Kiiltiir Bulgular:

Yumurtaci tavuklarin akciger ve derilerinden hazirlanan eksplant kiiltiirlerde,

broyler tavuklar i¢in takip edilen yol izlendi. Yumurtaci tavuklarin akciger ve deri

dokularindan eksplant ve enzimatik sindirim ile elde edilen hiicrelere ait sayisal veriler

Tablo—5-7 arasinda 6zetlenmistir.

Tablo-5 Akciger dokusundan hazirlanan eksplant kiiltiirlerde ilk iiremelerin goriildiigii
giin, yogunlagma zamani, tripsinizasyon giinleri ve elde edilen canli hiicre sayilari

[lk iiremelerin Kuyucuklarda Tk E:l?li eh?iliig
Sriildiiai eiin yogunlagma tripsinizasyon Savist
& gl g giin glinii Y
(sayi/kuyucuk)
L1,12,13 4 10 11 5x10°
D1, D2, D3, D4, D5 3 9 10 52x10°

Tablo-6 Akciger dokusundan izole edilen bag doku hiicreleri i¢in, P1 ( 25 cm? flask i¢in)

Yogunlagma giinii | Tripsinizasyon giinii Canl hiicre
sayisi/flask
L1.L2.L3 (PI) 6 7 3x10°
DI, D2, D3, D4, D5 6
6 7 29X 10
(P1)
L1, L2, L3 (P2) 7 8 10,8 x 10°
DI, D2, D3, D4, D5 6
7 7 11x10
P2)

36




Tablo-7 Akciger dokusundan hazirlanan enzimatik kiiltiir bulgulari, P1 (25 cm? flask i¢in)

Yogunlagma giinii

Tripsinizasyon giinii

Canl1 hiicre

sayist/flask
L4, L5 (P1) 5 5 3,1 x 10°
14,15 7 7 11x10°
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Sekil-1 Akciger eksplant doku (E) ve ilk tiremeler (oklar), eritrositler (ok bast), 3. giin, invert
mikroskop goriintiisii. Bar = 60 p (L1)

Sekil-2 Akciger eksplant doku (E), mekik sekilli primer fibroblastlar (oklar), 5. giin, invert
mikroskop goriintiisii. Bar = 15 u (L1)

Sekil-3 Akciger eksplant doku (E), primer fibroblastlar (oklar), invert mikroskop goriintiisii. Bar =
15 (L2)

Sekil-4 Primer akciger fibroblastlar1 (oklar), 7. giin invert mikroskop goriintiisii. Bar = 30 p (L3)
Sekil-5 Deri eksplant doku (E), primer fibroblastlar, 5. giin, invert mikroskop goriintiisii. Bar = 30p
(D)

Sekil-6 Akciger eksplant doku (E), primer fibroblastlar (oklar), 8. giin, invert mikroskop goriintiisii.
Bar=15pu (L3)
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A3- On Deneme Bulgular

Hipoksik ve hiperozmotik stresin hiicreler lizerinde yaratabilecegi etkileri test
edebilmek ve deney siirelerini belirleyebilmek icin 6n denemeler yapildi. Akciger
dokusundan elde edilen primer fibroblastlar sirasiyla, 1) Degisen saatlerde hipoksiye,

2) Degisen saatlerde hiperosmozise maruz birakildilar.

Akciger dokusundan izole edilen 3 x 10* primer fibroblast, 24 kuyucuklu hiicre
ekim tabaklarina ekildi. Hiicrelerin kiiltiir tabagina yapismasinin ardindan 6 ve 12 saat
siireyle hipoksiye maruz birakildi. On iki saate kadar olan hipoksi uygulamalarinda
hiicrelerin morfolojilerinde, deney oncesi ve deney sonrasi sayilarinda ¢ok fazla degisiklik
olmadig goriildii. Yapilan 6n denemelerde 24 saat hipoksiye maruz birakilan
kuyucuklardaki hiicrelerin hemen hepsinin kiiltiir tabagi zeminden ayrilmis olduklari
goriildii.

Hiperozmotik stres uygulamalarinda ise hiicrelerin daha hassas olduklar ve 6 saati

asan stres uygulamalarinda kiiltiir tabaklarinda ¢ok fazla hiicre kaybinin olustugu gézlendi.

B- immunositokimyasal Boyama Bulgular:

Hiicrelerin Karakterizasyonu

Akciger dokusundan izole edilen hiicrelerin ¢alismada kullanilmasi planlanan
fibroblast hiicreleri olup olmadiklarin1 anlamak i¢in anti-sitokeratin ve anti-vimentin gibi 2
farkli antikor ile immunositokimyasal boyamalar1 yapilmistir. immunositokimyasal
boyamalarda pozitif kontrol olarak ayni1 hayvanlara ait deri eksplantlarindan izole edilen

fibroblastlar kullanilmistir. Bu boyamalara ait sonuglar Tablo—8 6zetlenmeye calisilmistir.

Tablo-8 Akciger ve deri fibroblastlarinin anti-sitokeratin ve anti-vimentin ile boyanma
sonuglari.

Anti-sitokeratin Anti-vimentin
Deri eksplantlarindan izole - +
edilen fibroblastlar
Akciger dokusundan izole - +
edilen fibroblastlar

Boyamalar neticesinde deri ve akciger dokusundan izole edilen hiicrelerin
sitokeratin negatif (-) ve vimentin pozitif (+) olmasi, morfolojik 6zellikler ile birlikte, izole

edilen hiicrelerin mezensimal orijinli fibroblastlar oldugunu gostermistir.
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Normal hiicrelerde MMP-2 antikoru ile yapilan boyamalar

Broyler ve yumurtaci tavuklarin akciger dokularindan izole edilen primer
fibroblastlarda MMP-2 enziminin hiicrelerde intrasitoplazmik ve kirmizi graniiler tarzda
boyandig: goriildii.
Normal hiicrelerde MMP-9 antikoru ile yapilan boyamalar

Broyler ve yumurtaci tavuklarin akciger dokularindan izole edilen primer
fibroblastlarda antikor ile pozitif reaksiyona rastlanmadi.
Normal hiicrelerde TIMP-1 antikoru ile yapilan boyamalar

Broyler ve yumurtaci tavuklarin akciger dokularindan izole edilen primer
fibroblastlarda tipki MMP-2 enziminde oldugu gibi hiicrelerde intrasitoplazmik yerlesimli
ve graniiler goriiniimlil pozitif boyanmalara rastlandi.
Normal hiicrelerde TIMP-2 antikoru ile yapilan boyamalar

Broyler ve yumurtaci tavuklarin akciger dokusundan izole edilen kontrol ve deney
gruplarina ait primer fibroblastlarda pozitif reaksiyona rastlanmadi.
Deney Gruplarinda immunositokimyasal Boyamalar

Kontrol gruplarinda oldugu gibi deney gruplarindaki hiicrelerde de benzer boyanma
ozellikleri goriildi. MMP-2 ve TIMP-1 kiiltiire edilmis akciger fibroblastlarinda pozitif
olarak boyanirken MMP-9 ve TIMP-2 ne deney gruplarinda ne de kontrol gruplarinda
pozitif olarak boyandi. Intrasitoplazmik ve graniiler tarzda boyanan enzimlerin kontrol
gruplarinda, hipoksi, hiperomosis ve hipoksi-hiperosmosis deney gruplarinda farkli
yogunluk ve dagilimda olduklar goriildii.

Akciger dokusuna ait normal hiicreler ve deney gruplarindaki hiicreler ile yapilan

immunositokimyasal boyamalara ait resimler Sekil-7, —24 arasinda gosterilmistir.
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11 12

Sekil-7 Broyler, 0. saat kontrol grubu, MMP-2 pozitif boyanma (oklar), Streptavidin-Biotin-Peroksidaz
Kompleks (StreptABC), Skor 4+, Bar =15

Sekil-8 Broyler, 6 saat hipoksi, MMP-2 pozitif boyanma (oklar), StreptABC, Skor 2+, Bar =30 p
Sekil-9 Broyler, 6 saat hiperosmosis, MMP-2 pozitif boyanma (oklar), StreptABC, Skor 3+,

Bar =60 p

Sekil-10 Broyler 6 saat kontrol grubu, MMP-2 pozitif boyanma (oklar), StreptABC, Skor 4+,
Bar=60p

Sekil-11 Broyler, 12 saat hipoksi, MMP-2 pozitif boyanma (oklar), StreptABC, Skor 1+, Bar = 30 p
Sekil-12 Broyler, kontrol grubu, MMP-9 negatif boyanma (oklar), StreptABC, Bar = 60 u
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13 14
15 16

17 18

Sekil-13 Yumurtaci, 0. saat kontrol grubu, MMP-2 pozitif boyanma (oklar), StreptABC, Skor 4+,
Bar =60 n

Sekil-14 Yumurtaci, 0. saat kontrol grubu, MMP-2, pozitif boyanma (oklar), StreptABC, Skor 3+,
Bar =60 pn

Sekil-15 Yumurtaci, 6 saat hiperosmosis, MMP-2, pozitif boyanma (oklar), StreptABC, Skor 2+,
Bar =60 n

Sekil-16 Yumurtaci, 12 saat hipoksi, MMP-2, pozitif boyanma (oklar), StreptABC, Skor 1+, Bar =
Sekil-17 Yumurtaci, 6 saat hipoksi+hiperosmosis, MMP-2, pozitif boyanma (oklar), StreptABC, Skor
1+, Bar =60 p

Sekil-18 Yumurtaci, 6 saat hipoksi, MMP-2, pozitif boyanma (oklar), StreptABC, Skor 2+,

Bar =60 p
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Sekil-19 Sekil-20

Sekil-21 Sekil-22

Sekil-23 Sekil-24

Sekil-19 Broyler, kontrol grubu, TIMP-1 pozitif boyanma (oklar), StreptABC, Skor 4+, Bar = 15 p
Sekil-20 Broyler, 6 saat hipoksi+hiperosmosis, TIMP-1 pozitif boyanma (oklar), StreptABC, Skor
3+,Bar=60

Sekil-21 Broyler, 6 saat hipoksi, TIMP-1 pozitif boyanma (oklar), StreptABC, Skor 2+, Bar =30 p
Sekil-22 Broyler, kontrol grubu, TIMP-1 pozitif boyanma (oklar), Strept ABC, Skor 4+, Bar = 60
Sekil-23 Yumurtaci, 6 saat hiperosmosis, TIMP-1 pozitif boyanma (oklar), StreptABC, Skor 3+,
Bar=60p

Sekil-24 Yumurtaci, 6 saat hipoksi+hiperosmosis, TIMP—-1 pozitif boyanma (oklar), StreptABC, Skor
1+, Bar =60 p
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C-immunositokimyasal Skorlama Sonuclar

Ortalama boyanma yogunlugunun (OBY) hesaplanmasi sirasinda, 3’er adet broyler
ve yumurtaci civeivin akciger dokusundan kiiltiire edilen bag doku hiicreleri ayr1 ayr
degerlendirilmistir. Broyler grubu ve yumurtaci grubun ortalama boyanma yogunlugu
hesaplanirken, 3 bireyden gelen hiicrelerin sahip oldugu degerlerin ortalamasi alinarak

grubun sahip oldugu deger bulunmustur. Bu degerler Tablo-9’da verilmistir.

Tablo-9a, -b, -c Broyler ve yumurtaci tavuklarin kontrol ve deney gruplarindaki akciger
fibroblastlarina ait ortalama boyanma yogunluklari.
Tablo-9a

0 saat
B Y

MMP-2 | 2,87 | 2,7
TIMP-1 | 1,7 | 2,65

B: Broyler

Y: Yumurtaci

Tablo-9b
Broyler 6 saat 6 saat 6 saat tuz | 6 saat
Yumurtac: | kontrol hipoksi tuz+hipoksi

B Y B Y B Y B Y

MMP-2 | 262 |2,60]0,9 1,05 084 | 1,57 10,37 | 0,85
TIMP-1 | 1,27 |268 |08 1,5 (097 |1,16]031 |085

Tablo-9¢
Broyler 12 saat 12 saat
Yumurtac: | kontrol hipoksi

B Y B Y
MMP-2 | 1,86 [ 271" [025 |07
TIMP-1 |12 [255 |05 [0,96
p<00,5

Bu sonuglara gére hem broyler hem de yumurtaci tavuklarda, hipoksi, hiperosmosis
ve hipoksi-hiperosmosis uygulanmis fibroblastlarda, MMP-2 ve TIMP-1 enzimlerinin
ortalama boyanma yogunluklarinin kendi kontrol gruplarina gore daha diisiik oldugu
bulunmustur. Ayrica broyler grubuna ait hiicrelerin, hipoksik, hiperozmotik ve hipoksik-
hiperozmotik stres sonrasi sahip olduklar1 ortalama boyanma yogunluklarinin yumurtaci
gruba ait hiicrelerin hipoksik, hiperozmotik ve hipoksik-hiperozmotik stres sonrasi sahip

olduklar1 ortalama boyanma yogunluklarindan daha diisiik oldugu goriildii.
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C1- Hipoksik Stres

Broyler ve yumurtaci gruplara ait hiicreler 6 ve 12 saat siireyle hipoksiye maruz
birakilmiglardir.

Broyler grubundaki hiicrelerde, 6 ve 12 saat hipoksi uygulamalarinda elde edilen
MMP-2 enzimine ait immunositokimyasal ortalama boyanma yogunluklar1 kendilerine ait
6 saat ve 12 saat kontrol gruplarindaki hiicrelerin sahip oldugu ortalama boyanma
yogunluklan ile karsilastirildiklarinda ortaya ¢ikan farklarin istatistiksel olarak anlaml
oldugu goriilmiistiir (p< 0,05). Alt1 saat hipoksi grubundaki hiicrelerin sahip oldugu
MMP-2 ortalama boyanma yogunlugu, 12 saat hipoksi grubundaki hiicrelerin sahip oldugu
ortalama boyanma yogunlugu ile kiyaslandiginda ortaya c¢ikan fark istatistiksel oneme
sahipti (p< 0,05).

Yumurtaci grubunda, 6 ve 12 saat hipoksiye maruz birakilan hiicrelerde ortalama
boyanma yogunluklari, kendi 6 saat kontrol ve 12 saat kontrol gruplarinin ortalama
boyanma yogunluklarindan daha diisiiktii. Broyler grubundan farkli olarak istatistiksel
olarak onemli farkliliga sadece 12 saat hipoksi grubu ile bu gruba ait 12 saat kontrol grubu
karsilastirildiginda rastlanmistir (p< 0,05) .

Broyler ve yumurtaci gruplarda 6 saat ve 12 saat hipoksik stres sonrasi gdzlenen
ortalama boyanma yogunluklari birbirleri ile kiyaslandiklarinda sadece 12 saat hipoksik
stres gruplari arasinda ortaya c¢ikan farkin istatistiki 6neme sahip oldugu goriilmiistiir (p<
0,05).

Broyler ve yumurtaci gruplarda 6 ve 12 saat hipoksik stres sonrasi elde edilen
ortalama boyanma yogunluklari ve MMP-2 enziminin boyanma ortalamasindaki zamana
bagimli azalma Sekil-25a ve Sekil-25b’de gosterilmistir. Sekil-25a,-25b’de goriildiigii
gibi yumurtaci tavuklarda MMP-2 enziminin ortalama boyanma yogunlugu 6 saat ve 12
saat hipoksik stres uygulamasi sonrasinda, broyler tavuklardaki ortalama boyanma

yogunlugundan daha yiiksektir.
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MMP-2 Hipoksi MMP-2 Hipoksi
4 4
35 T 35 ]_
3 T 3
251 25 L\
> m Broyler > \ —e—Droyler
g 2 O Yumurtacl g 2 \ —s— Yumurtaci
1,5 1,5
iy f ! A\?
0 0 T T
0.saat 6 saat hipoksi 12 saat hipoksi 0.saat 6 saat hipoksi 12 saat hipoksi
Sekil-25a Sekil-25b

Sekil-25a, b Broyler ve yumurtaci gruplarda hipoksik stres sonrast MMP-2 enziminin,
kontrol ve hipoksi gruplarindaki ortalama boyanma yogunlugu.

TIMP-1 enziminin genel durumuna bakildiginda, broyler ve yumurtaci gruplarda 0,
6 ve 12 saat kontrol gruplarinda, broylerlere ait boyanma skor ortalamasi1 yumurtacilara

gore daha diisiik bulunmustur (Sekil-26a, -26b).

TIMP-1 Kontrol TIMP-1 Kontrol
4 4
35 351
11 0 —
25 251
= T m Broyler = T —o—Broyler
o T T O Yumurtacl o —8— Yumurtac!
1,5 1,5 1
11 1
0,51 0,51
0 0 : T
0.saat 6 saat 12 saat 0O.saat 6 saat 12 saat
Sekil-26a Sekil-26b

Sekil-26 TIMP-1, Broyler ve yumurtaci gruplarda ortalama boyanma yogunluklari.

Hipoksik strese 6 ve 12 saat siireyle maruz birakilan broyler ve yumurtaci gruplara
ait hiicrelerdeki ortalama boyanma yogunluklar1 kendilerine ait 6 ve 12 saat kontrol
gruplart ile kiyaslandiginda belirgin bir azalma goriilmiistiir (Sekil-27a, -b).

Broyler grubuna ait hiicrelerde 6 saat ve 12 saat hipoksik stres uygulamalarindan
sonra elde edilen TIMP-1 ortalama boyanma yogunluklar1 kendilerine ait 6 saat ve 12 saat
kontrolleri ile kiyaslandiginda istatistiksel onem bulunmazken 6 saat hipoksi ve 12 saat
hipoksi gruplar birbirleri ile karsilastirildiklarinda iki grup arasinda istatistiksel 6nem

bulunmustur (p< 0,05).
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Yumurtaci gruba ait hiicrelerde 6 saat hipoksi ve 12 saat hipoksik stres sonrasi elde
edilen TIMP-1 ortalama boyanma yogunluklar1 kendilerine ait, 6 saat ve 12 saat kontrol
grubu hiicrelerin ortalama boyanma yogunluklan ile kiyaslandiginda gézlenen onemli
farkliliklarin sadece 12 saat hipoksi grubu ile bu gruba ait 12 saat kontrol grubu arasinda
oldugu goriilmiistiir (p< 0,05).

Broyler ve yumurtaci gruplarda 6 ve 12 saat hipoksik stres sonrasi elde edilen
TIMP-1 ortalama boyanma yogunluklari karsilikli olarak birbirleri ile kiyaslandiklarinda

onemli fark gozlenmemistir.

TIMP-1 Hipoksi TIMP-1 Hipoksi
4 4
35 3,5 1
3 1|' 3
25 m Broyl 28 u Broy|
> royler > royler
g 2 T I u] Yurzurtau g 2 u] Yun:unam
1,5 1,5 1
11 — 11 T
0,5 0,5 1 4“ —
0 T 0 - T
6.saat kontrol 6.saat hipoksi 12 saat kontrol 12 saat hipoksi
Sekil-27a Sekil-27b

Sekil-27a, -b TIMP-1, Hipoksi ve kontrol gruplarinda ortalama boyanma yogunluklari.

C2-Hiperozmotik Stres

Deneylerde, 6n denemelerden elde edilen bilgiler 1s181nda, hiperozmotik stres
broyler ve yumurtaci gruplarda sadece 6 saat boyunca uygulandi. Broyler ve yumurtaci
gruplarda, 6 saat hiperozmotik stres sonrasi hiicrelerde elde edilen ortalama boyanma
yogunluklari her grubun kendisine ait 6 saat kontrol grubunun ortalama boyanma
yogunlugundan daha diisiiktii (Sekil-28).

Broyler grubuna ait hiicrelerin 6 saat hiperozmotik stres sonrasi sahip olduklar
MMP-2 ortalama boyanma yogunlugu ile kendilerine ait 6 saat kontrol hiicrelerinin
ortalama boyanma yogunluklar1 arasinda istatistiki agidan 6nemli farklilik bulunmadi.

Yumurtaci gruba ait hiicrelerin 6 saat hiperozmotik stres sonrasi sahip olduklari
MMP-2 ortalama boyanma yogunlugu ile kendisine ait 6 saat kontrol grubu hiicrelerin
sahip olduklar ortalama boyanma yogunlugu karsilastirildiginda istatistiksel acidan 6nemli

fark bulunmadi.
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Broyler ve yumurtaci gruplara ait hiicrelerin 6 saat hiperozmotik stres sonrasi sahip
olduklart MMP-2 ortalama boyanma yogunluklar1 broyler ve yumurtaci gruplar arasinda
karsilikl olarak incelendiginde gozlenen farkliligin istatistiki oneme sahip olmadigi
goriildi.

Broyler ve yumurtaci gruba ait hiicrelerde TIMP—1 enziminin 6 saat hiperozmotik
stres sonras1 gosterdigi ortalama boyanma yogunlugu, broyler ve yumurtaci gruplarin
kendi i¢lerindeki 6 saat kontrolleriyle kiyaslandiklarinda 6nemli fark bulunamadi. Broyler
ve yumurtaci gruplara ait hiicrelerin 6 saat hiperozmotik stres sonrasi sahip olduklar
ortalama boyanma yogunluklari broyler ve yumurtaci gruplar arasinda karsilikli

sorgulandiginda 6nemli farkliliklar goriilmemistir (Sekil-29).

MMP-2 Hiperosmosis MMP-2 Hiperosmosis
4 4
35 3,51
3 s 1 F
2,51 25 2 t
E N - lsroyler; E ) \ - —— 3r0yler
0O Yumurtacl —8— Yumurtacl
14 1 %
0,51 0,51
0 A 0 . .
0.saat 6.saat kontrol 6.saat tuz 0O.saat 6.saat kontrol 6.saat tuz
Sekil-28a Sekil-28b

Sekil-28a, -b MMP-2, deney ve kontrol gruplarindaki ortalama boyanma yogunluklari.

TIMP-1 Hiperosmosis TIMP-1 Hiperosmosis
4 4
351 35
3 T T 3] L L
2,51 25
m Broyler

OoBY
n
OBY

n

O Yumurtacl

| | l\ —e—DBroyler
—a—Layer
1,5 4 15 T T y
4 3 I S

0,5 1 05
0 - 0
0.saat 6.saat kontrol 6.saat tuz 0.saat 6.saat kontrol 6.saat tuz
Sekil-29a Sekil-29b

Sekil-29a, -b TIMP-1, kontrol ve deney gruplarinda ortalama boyanma yogunluklari.
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B3- Hipoksik + Hiperozmotik Stres

Broyler ve yumurtaci gruplara ait hiicrelerde hipoksik ve hiperozmotik stres birlikte
6 saat boyunca uygulandi. Alt1 saat hipoksik-hiperozmotik stresin uygulandig hiicrelerden
elde edilen MMP-2 ve TIMP-1 ortalama boyanma yogunluklar1 kendilerine ait 6 saat
kontrol gruplarindaki hiicrelerin sahip oldugu ortalama boyanma yogunlugundan daha
diistiktii (Sekil-30).

Broyler grubuna ait hiicrelerde hipoksik-hiperozmotik stres sonrasi elde edilen
MMP-2 ortalama boyanma yogunlugu hem tek basina 6 saat siireyle hipoksik strese hem
de tek basina 6 saat siireyle hiperozmotik strese maruz birakilan hiicrelerin sahip oldugu
ortalama boyanma yogunluklarindan daha diisiiktii. Alt1 saat hipoksik-hiperozmotik stres
grubuna ait hiicrelerin sahip oldugu MMP-2 ortalama boyanma yogunlugu kendi grubuna
ait 6 saat kontrol grubundaki hiicrelerin sahip oldugu MMP-2 ortalama boyanma
yogunlugu ile kiyaslandiginda ortaya ¢ikan fark istatistiksel 6neme sahipti (p< 0,05).
Broyler grubuna ait hiicrelerde hipoksik-hiperozmotik stres sonras1 elde edilen MMP-2
boyanma skoru ortalamasi, 6 saat hipoksik stres ve 6 saat hiperozmotik stres gruplariyla
teker teker karsilastirildiginda istatistiksel onem bulunamadi.

Yumurtaci gruba ait hiicrelerin 6 saat hipoksi-hiperozmotik stres sonrasi sahip
oldugu MMP-2 ortalama boyanma yogunlugu, kendisine ait 6 saat kontrol ile
kiyaslandiginda istatistiksel agidan 6nemli fark bulunmadi. Alt1 saat hipoksik-
hiperozmotik stres sonrasi elde edilen ortalama boyanma yogunlugu, 6 saat hipoksi ve 6
saat hiperozmotik stres sonrasi elde edilen ortalama boyanma yogunluklar ile birebir
karsilastirildiginda da 6nemli farkliliklar goriilmedi.

Broyler ve yumurtaci gruplara ait hiicrelerin 6 saat hipoksi-hiperozmotik stres
sonrasi sahip olduklart MMP-2 ve TIMP-1 ortalama boyanma yogunluklar1 gruplar
arasinda kargilikli olarak kiyaslandiginda 6nemli bir fark saptanmadi. Sekil-31a,-b’de saat
hipoksi-hiperozmotik stres sonrasi broyler ve yumurtaci gruplara ait hiicrelerin sahip

olduklar1t TIMP-1 enziminin ortalama boyanma yogunluklarina ait grafikler verilmistir.

49



MMP-2 Hipoksi+Hiperosmosis MMP-2 Hipoksi+Hiperosmosis
4 4
3,5 1 351
3 T T r T 3
2,57 2,5
> m Broyler > —e—Broyler
o 2 @ 2
o 15 O Yumurtacl o 15 —=— Yumurtaci
N I | \\‘F
a1 N
0 0 T T
0.saat 6.saat kontrol 6.saat 0.saat 6.saat kontrol 6.saat
tuz-+hipoksi tuz+hipoksi
Sekil-30a Sekil-30b

Sekil-30a, -b MMP-2, Deney ve kontrol gruplarinda ortalama boyanma yogunluklari.

TIMP-1 Hipoksi+Hiperosmosis TIMP-1 Hipoksi+Hiperosmosis
4 4
3,51 35
3 T T 3 T T
25 2,51
= 5 | Broyler > » T —e—Broyler
) 5] O Yumurtaci||| © 05 — T \L —=— Yumurtaci
: . | w
0+ 0 T T
0.saat 6.saat kontrol 6.saat 0.saat 6.saat kontrol 6.saat
tuz-+hipoksi tuz+hipoksi
Sekil-31a Sekil-31b

Sekil-31a, -b TIMP-1, kontrol ve deney gruplarinda ortalama boyanma yogunluklari.
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TARTISMA ve SONUC

Kanath sektoriinde, diinya genelinde yaygin olarak goriilen ve multifaktoriyel
etiyolojiye sahip olan asites sendromunun patojenezi tam olarak anlasilamamistir. Su ana
kadar yapilan deneysel ¢alismalarda ve dogal olarak gozlenen asites olgularinda, gerek
klinik bulgular gerekse de sendromun goriildiigii iilkelerin cografi konumu patojenezde
hipoksinin ve buna bagl olarak sekillenen kardiyovaskiiler sistem yetmezliginin 6nemli bir
yer tuttugunu gostermistir (4, 11, 57, 60). Ancak sendromun patojenezinde sol kalp ya da
primer kalp kapagi problemlerinin asil sebep oldugunu vurgulayan goriisler de vardir (24).
Hem dogal olarak sekillenen hem de deneysel olusturulan asites olgularinda akciger
dokusunda sekillenen lezyonlar hastaligin patojenezini aydinlatmaya yonelik dikkat ¢ekici
bulgulardir. Asites sendromunun akut evresinde ve karinda sivi birikiminin gozlendigi
klasik formunda siddetli akciger 6demi ve intersitisyel doku artisi ¢esitli aragtiricilar
tarafindan bildirilmistir (4, 14, 21, 22, 51). Memelilerde pulmoner hipertansiyonun
olusumu sirasinda, akcigerdeki kan damarlarinda goriilen yeniden sekillenme
(remodelling) olaylarinda akciger dokusuna ait fibroblastlarin 6nemli rolleri cesitli
arastiricilar tarafindan gosterilmistir (105, 106). Bu ¢alismada, bu nedenlerle hedef organ
olarak akciger ve fibroblastlar secilmistir. Toplam akciger hacminin % 10’nunu 24 saat
icinde parcalama 6zelligine sahip MMP’ler ve onlarin doku inhibitorleri, akciger
dokusunun sekillenmesi gibi fizyolojik olaylarda 6nemli rollere sahip olduklar1 kadar,
siddetli 6dem olugumu, amfizem, kronik obstruktif akciger hastaligi ve yetiskin solunum
stresi sendromu gibi patolojik olaylarda da 6neme sahiptirler (32, 35, 88, 107-109).

Ozyigit ve arkadaslar1 (22), kanatlilarda in vivo olarak akciger dokusunda ilk kez
matriks metalloproteinaz enzimlerinin yerlesimlerini gostererek MMP-2 ve TIMP-1’in
monoklonal antikorlar ile akciger fibroblastlarinda pozitif olarak boyandigini, MMP-9 ve
TIMP-2 boyamalarinda ise fibroblastlarda pozitif reaksiyonlarin gelismedigini
bildirmiglerdir. Agren ve arkadaglar (82), insan derisinde MMP-2’nin fibroblastlar ve
epitel hiicrelerinde lokalize oldugunu ancak MMP-9’un keratinositlerde boyanirken
fibroblastlarda boyanmadigini bildirmislerdir. Sunulan calismada da broyler ve yumurtaci
tavuklarin akciger dokularindan izole edilen fibroblastlarda MMP-2 ve TIMP-1 enzimleri
immunositokimyasal olarak pozitif boyanirken, MMP-9 ve TIMP-2’de pozitif
boyanmalara rastlanmamistir. Benzer sekilde, Yamanaka ve arkadaslar1 (110) , akciger
dokusunda gézlenen tiimorler iizerinde yaptiklari ¢alismada MMP-2"nin tiimor hiicreleri ve

stromal fibroblastlarda pozitif boyandigim1 ancak MMP-9 boyanmalarinin yalnizca timor
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hiicreleri ile sinirh kaldigin1 ve fibroblastlarda pozitif boyanmalarin goriilmedigini
bildirmislerdir.

MMP’lerin sentez ve salinimi ¢esitli yollarla aktive edilebilir. Biiyiime faktorleri,
cesitli hormonlar ve sitokinler bu enzimler iizerinde oldukga etkilidirler (27, 72). Ayrica
hipoksik (89) ve hiperozmotik (53) stresin de enzimler tizerindeki tetikleyici etkileri
gosterilmistir (43, 52, 74, 79). Bu calismalarda hiicrelerin hipoksik ya da hiperozmotik
strese maruz birakildiklarinda sahip olduklar1 enzimleri bulunduklari ortama salgiladiklar
cesitli yontemlerle gosterilmistir. Ozellikle in vitro kosullarda invazif tiimor hiicreleri
tizerinde yapilan transmembran filtre invazyonu ¢alismalarinda hiicrelerin hipoksik stres
altinda sahip olduklar1 MMP’leri ortama salgilayarak kendilerini sinirlayan filtreyi tahrip
ettikleri ve hareket edebildikleri gosterilmistir (38). Sunulan ¢calismada kontrol
gruplarindaki hiicrelerin normal boyanma 6zelliklerini korurken hipoksik ve hiperozmotik
strese maruz birakilan hiicrelerde ortalama boyanma yogunluklarinin azalmasi enzimlerin
hiicrelerin bulundugu medyuma salindiklar1 yoniinde degerlendirilmistir.

Paddenberg ve arkadaslar1 (111), hipoksinin farelerde pulmoner hipertansiyona
sebep oldugunu ve bu olaylar sirasinda akciger dokusunda MMP-2 aktivitesinin arttigini
gostermislerdir. Benzer sekilde, Thakker-Varia ve arkadaslar (112), sicanlarda pulmoner
hipertansiyon sirasinda akciger dokusuna ait damarlarda (pulmoner arteriol ve pulmoner
arter) MMP-2 artisinin s6z konusu oldugunu ve bunun pulmoner hipertansiyon sirasinda
damarlarin gecirdigi yeniden bigimlenmede (remodelling) 6nemli yer tuttugunu
bildirmislerdir. Aym ¢alismada normal hayvanlarda TIMP-1’in ¢ok diisiik seviyelerde
gozlendigini ve ancak hipoksi sonrasi 10. giinde miktarinda artiglarinin oldugunu rapor
etmislerdir. Memelilerde pulmoner hipertansiyonun olusumunda 6nemli role sahip olan
hipoksi, asites sendromunun patojenezinde de akciger lezyonlarinin gelisiminde 6nemli rol
oynamasindan dolayi (4, 11, 13, 60), bu tez calismasinda in vitro olarak hipoksinin
MMP’ler iizerindeki etkilerini inceleyebilmek icin kiiltiire edilen primer akciger
fibroblastlar1 6 ve 12 saat siireyle hipoksiye maruz birakildi. Hipoksik strese maruz
birakilan deney gruplarinda yapilan immunositokimyasal boyamalar sonucu elde edilen
ortalama boyanma yogunluklarinin kendi kontrol gruplarina gore daha diisiik olmasi, in
vivo modellerde akciger dokusunda hipoksi sonrasi artan enzim aktivitesi goz Oniine
alindiginda (88) uyumlu bir bulgu olarak degerlendirilmistir. In vitro kosullarda dogrudan
hipoksinin ve hipoksi tarafindan tetiklenen bazi sitokinlerin MMP sentez ve salinimi
arttirdig1 gosterilmistir. Bar-Eli (113) melanoma hiicre hatlar1 tizerinde yaptig1 bir

calismada hipoksinin IL-81 sentezini artirdigini, IL-8’inde MMP-2 aktivasyonuna yol
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acarak tiimor hiicrelerinin malignitelerinin artmasinda dnemli rol aldigin1 bildirmistir.
Yapilan baz1 ¢caligmalarda (42) hipoksinin MMP-2 iizerinde ¢ok fazla etkisi olmadigina
dair bilgilere yer verilmis olsa da son yillardaki ¢calismalar bunun aksi yoniinde verilere
sahiptir (74, 79, 89).

Hipoksinin ¢esitli adenokarsinom hiicrelerinde MMP sentezinin hizlanmasina sebep
oldugu Rigdway ve arkadaslar1 (79) tarafindan da bildirilmistir. Ottino ve arkadaslar1 (89),
kiiltiire ettikleri retinal endotel hiicrelerini hipoksiye maruz biraktiklarinda selektif olarak
MMP-2 gen ekspresyonunun 2 kat, hiicre kiiltiirii ortamina salinan MMP-2"nin ise 10 kat
artigim gostermislerdir. Leufgen ve arkadaslar1 (74), kiiltiire ettikleri insan akciger
fibroblastlarinda MMP-2, MMP-9, TIMP-1 ve TIMP-2 sekresyonunun hipoksi ile
etkilesimini inceledikleri ¢aligmalarinda, MMP-2 sekresyonunun hipoksi ile tetiklendigini,
MMP-9 ekspresyonunun ise sadece hiicreler tip 4 kollajen matriks iizerine ekildiklerinde
salgilandigint normal matrikslerde ya da plastik yiizeylerde MMP-9 saliniminin
olmadigin1 gostermislerdir. Ayni arastiricilar (74) TIMP-2nin akciger fibroblastlarinda
normal ve hipoksik kosullarda eksprese edilmedigini de rapor etmislerdir. Bu tez
calismasinda da literatiir bilgileri (22, 74) ile uyumlu bir sekilde kiiltiire edilmis
fibroblastlarda MMP-2 varlig1 gézlenirken MMP-9’a ve TIMP-2’ye rastlanmamastir.

I¢me suyuna ilave edilen tuz su ana kadar asites sendromunu tavuklarda deneysel
olarak olusturabilmek icin basariyla kullanilmistir (14, 19, 22). I¢me suyu ile verilen tuzun
dokularda olusturdugu hiperozmotik ortamin hiicreler tizerindeki etkilerini in vitro olarak
test edebilmek i¢in bu ¢aligmada hiicreler 6 saat hiperozmotik strese maruz birakildilar.
Luo ve arkadaslan (52), kiiltiire ettikleri korneal epitel hiicrelerini hiperozmotik strese
maruz biraktiklarinda MMP’lerin hiicrelerin bulundugu ortama salindiklarim
gostermiglerdir. Bizim ¢alismamizda da hiperozmotik strese maruz birakilan broyler ve
yumurtact gruba ait hiicrelerin sergiledikleri ortalama boyanma yogunluklarinin kontrol
gruplarina oranla daha diisiik olduklan gozlenmis ve sahip olduklar enzimleri medyuma
biraktiklar diigtiniilmiistiir.

Deneyler sonucunda, broyler grubuna ait hiicrelerin hipoksik, hiperozmotik ve
hipoksik-hiperozmotik stres sonrasi sahip olduklar ortalama boyanma yogunluklarinin
yumurtact gruba ait hiicrelerin hipoksik, hiperozmotik ve hipoksik-hiperozmotik stres
sonras1 sahip olduklar1 ortalama boyanma yogunluklarindan daha diisiik olmas1 broylerlere
ait hiicrelerin yumurtaci gruba ait hiicrelere gore stresorlere karsi daha duyarli oldugu

seklinde yorumlanmastir.
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Genel olarak hipoksik ve hiperozmotik stresin birlikte uygulandig: broyler ve
yumurtact gruplara ait hiicrelerde, elde edilen ortalama boyanma yogunlugunun, broyler ve
yumurtaci tavuklara ait hiicrelerde tek basina hipoksik ya da tek basina hiperozmotik
stresin sebep oldugu ortalama boyanma yogunlugundan az olmasi, stresorlerin birbirlerinin
etkileri iizerinde artiric1 etkileri olabilecegini diistindiirmiistiir.

Hipoksik stres uygulamalarinda, broyler tavuklara ait hiicrelerde, 6 ve 12 saat
hipoksik stres sonrasi elde edilen MMP-2 ortalama boyanma yogunluklari, kendilerine ait
6 ve 12 saat kontrol grubu hiicrelerinin sahip oldugu MMP-2 ortalama boyanma
yogunluklar ile kiyaslandiklarinda hem 6 saat hem de 12 saat hipoksi gruplarinda
istatistiksel acidan 6nemli farklar gézlenirken, yumurtaci gruba ait hiicrelerde istatistiksel
farkin yalmzca 12 saat hipoksi ve kendisine ait 12 saat kontrol grubu arasinda gézlenmesi
yumurtaci tavuklara ait fibroblastlarin hipoksik strese daha az duyarli olduklar1 yoniinde
yorumlanmistir. Broyler grubuna ait hiicrelerde MMP-2 enziminde 6 saat hipoksi ve 12
saat hipoksi grubundaki hiicreler arasinda gbzlenen istatistiki onem ve 12 saat grubundaki
hiicrelerin sahip oldugu ortalama boyanma yogunlugunun 6 saat grubuna gore daha diigiik
olmasi broyler tavuklarda uzayan hipoksik stresin enzim salinimini daha da
siddetlendirdigi yoniinde degerlendirilmistir.

Immunositokimya antijenlerin doku ya da hiicrelerdeki varliginin monoklonal ya da
poliklonal antikorlar kullanilarak gosterilmesi temeline dayanan oldukca hassas bir
yontemdir. Monoklonal antikorlarin kullanimi ile antijene spesifik epitoplar isaretlenerek
hassasiyet oldukga artirilir. Bu caligmada da ticari olarak elde edilen monoklonal
antikorlar kullanilarak enzimlerin broyler ve yumurtaci tavuklarin akciger dokusundan
izole edilen fibroblastlardaki varlig1 ve degisik stresler karsisindaki durumlari
gosterilmistir.

Hiicre kiiltiirii teknigi, arastirmacilara hipotezlerini hiicresel ve molekiiler temelde,
in vivo diger etkilerden arinmis ve kontrollii bir sekilde test edebilme imkani sunan bir
yontemdir.

Calismada, broyler tavuklarda hipoksi ya da pulmoner hipertansiyona bagl olarak
akciger 6deminin olusumu sirasinda, memelilerdekine benzer sekilde (88) akciger
dokusuna ait hiicrelerden salinan MMP’lerin ekstraseliiler matriksi yikimlayarak 6dem
olusumuna katkida bulunup bulunmadiklar test edilmeye calisildi. Bu amacla ¢calisma
sirasinda, basta pulmoner hipertansiyon olmak iizere akcigerde sekillenen her tiirlii
patolojik duruma erken cevap verdigi bilinen (105, 106) fibroblastlar izole edilerek

kullanildi.
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Immunositokimyasal boyamalar sonrasinda hiicrelerdeki ortalama boyanma
yogunlugunun hesaplanmasinda Chen ve arkadaslarinin (103) ve Freitas ve arkadaslarinin
(102) uyguladigr yontemler modifiye edilerek kullanildi.

Dibbens ve arkadaslari (100), Desbaillets ve arkadaslari (99), Corpechot ve
arkadaslan (98) yaptiklan in vitro calismalarda hipoksik stresi yaratmak igin 6zel
kamaralar kullanmislardir. Bu ¢alismada hipoksik stresi yaratmak i¢in yukarida bahsi
gecen arastiricilarin uyguladiklar1 yontem aynen takip edilmistir. Farkli calismalarda %
1’den az (98), % 1 (109) ve % 2 (110) gibi ¢ok farkli konsantrasyonlardaki O, hipoksik
ortamin olusturulmasi i¢in kullamilmistir. Tez calismasi sirasinda kullanilan hipoksik
sistemdeki O, seviyesi %1 nin altindadir ve tistteki literatiirler ile uyum i¢indedir.

Su ana kadar yapilan calismalarda hiicreleri hiperozmotik strese sokmak i¢in farkli
yontemler kullanilsa da (Hipertonik glukoz, sukroz yada mannitol gibi) in vitro bir yontem
olarak hipertonik NaCl basariyla kullanilmistir (101). Tuz in vivo olarak asites
sendromunu olusturmak icin kullanildigindan dolay1 calismamizda da hiperozmotik stres
ajan1 olarak NaCl kullanilmistir. Caligsma sirasinda NaCl diger literatiirlerde oldugu gibi
besleme medyumu igerisine ilave edilmistir. Gu ve arkadaglar1 (101) hipertonik NaCl ile
olusturduklar1 deney modelinde kiiltiire ettikleri myoblastlar1 160 mmol NaCl ile strese
soktuktan sonra hiicrelerde morfolojik olarak olumsuz degisikliklerden bahsetmemislerdir.
Ancak hiicre caplarinda, intraseliiler protein artisina bagh olarak, bir artisin oldugunu rapor
etmislerdir. Aym arastiricilar, stres sonrasi farkli konsantrasyonlardaki NaCl’iin hiicre
sayilar iizerindeki etkilerinden bahsederken de 180 mmol NaCl uygulanan gruplarda %
45’lere varan kayiplarin yasandigini bildirmislerdir. Sunulan bu calismada 160 mmol
NaCl kullanilmistir. Yapilan 6n denemelerde bu konsantrasyonun, ancak 6 saati asan
uygulamalarinda hiicre kayiplar goriilmiis, siire 12 saate ¢ikarildiginda hiicrelerin
tamamuyla kiiltiir tabag1 tabanindan ayrildiklar saptanmigtir. Morfolojik olarak 6 saat tuz
uygulanan gruplarda ise, Gu ve arkadaglarinin (101) bildirdigi sekilde, yaygin olmamakla
beraber bazi hiicrelerin irileserek yuvarlaklastiklar1 goriilmiistiir.

Genel olarak, broyler ve yumurtaci gruplara ait 0. saat, 6 saat ve 12 saat kontrol
gruplarinda, ortalama boyanma yogunluklarinin 6 saat hipoksik, 6 saat hiperozmotik, 6 saat
hipoksik-hiperozmotik ve 12 saat hipoksik deney gruplarindaki ortalama boyanma
yogunluklarindan daha yiiksek olmasi, deney gruplarinda enzimlerin stres uygulamalari
sirasinda hiicrelerden salindig1 yoniinde yorumlanmistir. Bu ¢alismada enzimlerin besleme
medyumunda varlig1 ortaya konmamis olsa da, tavuklarda salinan bu enzimlerin in vivo

olarak akciger dokusundaki kan damarlarininda bazal membranini olusturan ekstraseliiler
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matriks proteinlerini par¢alayarak 6dem olusumuna katkida bulunabilecekleri
diisiiniilmiistiir. Yapilacak sonraki calismalarda hem in vivo hem de in vitro olarak
enzimlerin asites sendromunun patojenezindeki olas1 rollerinin detayl olarak

arastirilmasina devam edilmesinin uygun olacagi fikri benimsenmistir.
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