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ONSOZ

Amiloid A proteininin ¢esitli organlarda birikmesine bagli olarak sekillenen AA
(Sistemik, Reaktif) Amiloidozis lizerine yapilan ¢ok sayida arastirmaya ragmen,
ozellikle patojenezine iliskin pek ¢ok soru isaretini ihtiva etmektedir. Amiloidozis
olgularina insanlarda, kanatlilarda ve bir ¢cok memeli hayvanda rastlanilmaktadir.
Prekiirsor proteinleri ve yangisal hiicrelerle olan iliskilerinin arastirilmasinda ¢ok
onemli bulgular ve ilerlemeler kaydedilmesinin yani sira, deneysel olarak
modellenmesi ile ¢alismadaki zorluklar ve patojenezin gelisiminde bir 6rnekligin her
zaman saglanamamasi arastirmalardaki olumsuz faktorler olarak karsimiza
cikmaktadir. Sekonder amiloidoziste tedavinin birincil hedefi altta yatan nedeni
tedavi etmektir. Subklinik seyredebildigi gibi farkli klinik bulgularla da
seyredebilmektedir ve fonksiyon bozuklugu birikimin yerine, miktarina ve hizina
bagli olabilmektedir. Hakkinda bu kadar c¢ok bilgi olmasina ragmen hali hazirda
herhangi bir tipi i¢in 6zel bir tedavi sekli bulunmamaktadir ve bu nedenle amag
organ tutulumlarinin engellenmesi veya yavaslatilmasi olmaktadir. Iste tiim bu
bulgular amiloidozis {izerine yapilmasit gerekli arastirmalarin yogunlasmasi
gerekliligini de beraberinde getirmektedir. Ancak Ornegin ilag sirketlerinin
gectigimiz yillarda Alzheimer hastaliginin tedavisi i¢in gerekli finansal yapinin
rantabl olmadig1 gerekgesiyle tedaviye yonelik AR-GE ¢alismalarint durdurma karari
almalar1 da biz akademisyenlere diisen gorevin ehemmiyetini ortaya koymaktadir.

Doktora tezimin bu giinlere gelmesinde maddi ve manevi ¢ok degerli
katkilarin1 esirgemeyen Sayin Danigsman Hocam, Dog. Dr. Alper SEVIMLI basta
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Elmas ULUTAS' a, istatistiksel analizlerin yapilmasinda destek olan Tip Fakiiltesi
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yanimda buldugum Bingdl Universitesi' ndeki mesai arkadaslarima, ¢ok degerli
dostum Yusuf COBAN' a ve tez projemi maddi olarak destekleyen Afyon Kocatepe
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1. GIRIS

Amiloidozis iyi tanimlanmis patolojik bir bozukluk olup, normal olarak
eriyebilir yapida olan proteinlerin veya onlarin fragmentlerinin viicudun gesitli doku
ve organlarinda hiicre disinda fibriller bir formda birikmesidir (Glenner, 1980; Erer
ve ark.,, 2000). Veteriner hekimlikte en sik Kkarsilagilan amiloid tipi
immunglobulinlerle iliskili olan sistemik tip amiloid A (AA) amiloidozudur. AA
amiloidozis (sekonder, reaktif) insan ve hayvanlarda kronik enfeksiyonlar ve
yangisal hastaliklar sonucu ortaya ¢ikan ve 6liimle sonuglanabilen bir amiloidozis
tipidir (Slauson ve Cooper, 1990; Sipe, 1994; Solomon, 1996; Gruys, 2004). AA
amiloidozisin goriildiigii hastaliklar arasinda juvenil artrit (Ozdogan ve ark., 1991;
Immomen ve ark., 2011), romatoid artritis (Colbatzky ve ark., 1991; Gertz ve Kyle,
1991; Magy ve ark., 2003), ankilozan spondilit (Stone, 1990; Benson, 2001), ailesel
Akdeniz atesi (Taniyama, 2000; Yigit ve ark., 2008) ve kronik bagirsak hastaligi
(Shtrasburg ve ark., 2012) gibi kronik yada tekrar eden yangisal hastaliklar vardir.
Amiloid aslinda tek bir hastaligi isaret etmemektedir (Landman ve ark., 1998).
Amiloid birikimleri ile ilgili hastaliklar arasinda ailesel néropatiler (Kimura ve ark.,
2003), tiimorler (Gliatto ve Alroy, 1995; Tamyama ve ark., 2000), Alzheimer (Miller
ve ark., 1993; Ksilevsky ve ark., 1995), transmissible spongiform ensefalopatiler
(Beckes ve ark., 1995; Perini ve ark., 1996; Jeffrey ve ark., 1998) bulunmaktadir.
Gilinlimiizde amiloid birikimlerinde degisik tipte 25° ten fazla protein izole edilmistir

(Westermark, 2005; Westermark ve ark., 2007; Sipe ve ark., 2010).

Amiloidozis olgularina insanlarda (Dhillon ve ark., 1989; Solomon, 1996),
kanatlilarda (Landman ve ark., 1994; Landman ve ark., 1996; Sevimli ve ark., 2005)
ve bir ¢ok memeli hayvanda rastlanilmaktadir (Palotay ve Howard, 1982; Tamyama
ve ark., 2000). Insanlarda ve hayvanlarda son yillarda amiloidozis ile iligkili olarak
yapilan c¢aligmalarin sayisinda artis goriilmektedir. Bununla iligkili olarak 2009
yilinda medline da rastlanilan yayin sayis1 41 282 iken, 2013 yilinda bu say1 58 776

olmustur.



Amiloid A (AA) olgularinin patojenezinde AA amiloidin prekiirsor proteini
olan serum amiloid A (SAA)’ nin asirt artisinin 6nemli role sahip oldugu
bilinmektedir (Husby ve Natvig, 1974; Tape ve ark., 1988; Sevimli ve ark., 2005;
Sevimli ve ark., 2008). SAA viicutta baslica karaciger (Hoffman ve Benditt, 1982)
olmak tizere dalak, lenf yumrusu, bobrek (Meek ve ark., 1990; Meek ve ark., 1992),
fibroblastlar (Linder ve ark., 1976), synovial hiicreler (Sack ve Zink, 1992),
makrofajlar (Meek ve ark., 1992) ve adipositler tarafindan salgilanmaktadir (Poitou
ve ark., 2005). SAA bir apolipoprotein olup, dolasimda yiiksek yogunluklu
lipoprotein partikiilleri ile birlikte dolasir (Jensen ve Whitehead, 1998). Saglikli bir
organizmada serum SAA seviyesi 10 pg/ml' den daha az iken, yangi esnasinda
yaklasik olarak 100 kat daha artarak 1 mg/ml' yi gegebilmektedir. Ayn1 zamanda
onemli bir akut faz proteini olan SAA’ nin dolasimdaki miktar viral (Miwata ve ark.,
1993) ve bakteriyel enfeksiyonlar (Landman ve ark., 1997), stres (Alsemgeest ve
ark., 1995), timor olusumlart (Dren ve ark., 1988) gibi durumlarda artis gosterir.
Serumda miktar1 artan SAA’ nin dokulara gelip, buralarda tam olarak anlagilamamis
etkiler altinda parcalanip, cokerek amiloid fibrillerini olusturdugu bilinmektedir
(Glenner, 1980; Landman ve ark., 1998). AA tip amiloid karaciger, beyin, bobrek ve
dalakta, bag doku, parankima ve damarlar ¢evresinde birikir (Cornwell ve ark., 1977,
Chopra ve ark., 1984; Lyon ve ark., 1991; Snow ve ark., 1991; Uesugi ve ark., 2000;
Lachmann ve ark., 2007).

SAA’ nin hepatik ve ekstrahepatik sentezi interleukin (IL)-1, 6 ve tlimor
nekrozis faktor alfa (TNF-a) gibi sitokinlerce uyarilmaktadir (Ray ve ark., 1999;
Uhlar ve Whitehead, 1999; Kallinich ve ark., 2004).

AA amiloidozis olusumundan korunmada en etkili yol, kronik
enfeksiyonlarin olusumunu engellemek ve stres ile beraber etki edebilecek her tiirlii
cevresel faktorlerin elimine edilmesidir. Zira amiloidozis olusumu basladiktan sonra
amiloid birikimlerini tamamen ortadan kaldirmak miimkiin degildir. Arastirmacilar,
insanlarda (Ksilevsky ve ark., 1995; Soto ve ark., 1996) ve farelerde (Inove ve ark.,
1996) amiloidin tedavisine yonelik Kolsisin, Dimetilsiilfoksit ve Metilprednizolon

gibi preparatlar kullanmistir. Kortikosteroidler gii¢lii antienflamatuvar etkili ilaclar



olup, amiloidozisin baskilanmasinda kullanilmistir (Sevimli ve ark., 2005; Sevimli
ve ark., 2008).

Etken maddesi metilprednizolon olan Depo-Medrol® insan ve hayvan
hekimliginde immunsupressif ve antienflamatuvar olarak kullanilan sentetik
adrenokortikal bir ilagtir (Wandinger ve ark., 1998; Xu ve ark., 1998; Hodge ve ark.,
1999). Metilprednizolonun IL-1, IL-2, IL-6, IL-10 ve TNF-a gibi gesitli sitokinleri
inhibe ettigi bildirilmektedir (Pitzalis ve ark., 1997; Wandinger ve ark., 1998; Xu ve
ark., 1998; Hodge ve ark., 1999; Stanton ve ark., 1999; Ou ve ark., 2001).

Fareler (Gruys ve Snel, 1994; Alasonyalilar, 2008), tavuklar (Landman ve
ark., 1994; Landman ve ark., 1996; Sevimli ve ark., 2004; Sevimli ve ark., 2005;
Upragarin ve ark., 2005; Sevimli ve ark., 2008; Sevimli ve ark., 2012), hamsterlar
(Snel ve ark., 1989; Artl ve ark., 2000; Analia ve ark., 2002) ve tavsanlar (Cohen ve
ark., 1959) amiloidozisin olusturulmasinda ve baskilanmasinda yillardir hayvan

modeli olarak kullanilmaktadir.

Elde edilen literatiir verilerine dayanarak amiloidozisin basit islemsel bir
mekanizma olmadigini, immun sistem ile iligkisi olan karmasik bir takim
reaksiyonlar zinciri oldugunu gostermektedir. Amiloidozis, Ulkemizde ve Diinyada,
insan ve hayvanlarda giderek artan siklikta karsilagilan, onemli bir hastaliktir.
Planlanan bu ¢alismada birinci amacimiz farelerde deneysel olarak amiloidozis
olusturulmasinda immun sistemin rollerini incelemek ikinci amacimiz ise, bu
miizmin hastalik tablosunun tedavisine yonelik immunsupressif ve antienflamatuvar
etkili  metilprednizolonun  farelerde = amiloidozis  olusumunu  baskilayip

baskilayamadigini arastirmaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tamim ve Tarihce

"Amiloid" kelime anlami olarak nisasta benzeri (starch like) anlamina gelir. Anormal
bir protein olan amiloidin, ¢6ziinmeyen ve proteolitik enzimler ile eritilemeyen
fragmentlerinin ¢esitli doku ve organlarda karakteristik fibriller bir formda hiicre
disinda birikmesine, amiloidozis denir (Glenner, 1980). Uluslararas1 Toplum
Terminoloji Komitesi tarafindan, amiloidozis "elektron mikroskobi ile karakteristik
fibriller goriiniimli, tipik X-151n kirilim yapisina sahip ve Kongo kirmizisi affinitesi
ile birlikte yesil yansima (Westermark ve ark., 2005) veren hiicre digi protein

birikimi" olarak tanimlanmustir.

Dokulardaki amiloid birikimleri, ilk kez 1654 yilinda Glisson (Glisson, 1654)
tarafindan bildirilmistir (Tablo 1). Virchow 1854' te kronik yangisal hastaliklar
neticesinde dlen hastalarin organlarinda biriken balmumu benzeri yapilarin, seliiloz
kaynakli maddeler gibi iyot ile reaksiyona girdigini bildirmistir. Bu birikimlerin
nisasta veya polisakkarit benzeri bir yapida olabilece§ini diislinmiis ve nisasta
benzeri anlamina gelen amiloid terimini ilk kez kullanan kisi olmustur (Virchow,
1854). Bir ka¢ yil sonra 1859'da Friedrich ve Kékulé (1859) amiloidin proteindz
yapida oldugunu ortaya koymustur. Amiloidin bugiin bilinen fibriller yapis ise 1959
yilinda Cohen ve Calkins tarafindan ortaya konmustur (Cohen ve Calkins, 1959).



Tablo 1. Amiloid arastirmalarindaki 6nemli tarihi buluglar*

Yil Arastirmact Bulus

1654 Glisson Erken Tanim

1686 Malpighi Erken Tanim

1700 Bonetus Erken Tanim

1725 Bianchi Erken Tanim

1813 Portal Pastirma benzeri madde

1842 Rokitansky Lardesedz karaciger / Yagh benzeri karaciger
1844 Hassing & Lehmann Sago dalak

1854 Virchow fodin ile nisasta benzeri boyanma

1859 Friedreich & Kékulé Anmiloidin protein tabiatinda olusu

1922 Bennhold Amiloidin Kongo red ile boyanabilirligi

1928 Waldenstrom Direkt biyopsi ile tanist

1959 Cohen & Calkins Amiloidin fibriller yapida bir protein oldugu
1968 Pras et al Amiloid fibrillerinin izolasyonu

1968 Eanes & Glenner B-dallanma tabaka yapisi

1970 Glenner et al AL proteininin amino asit sekansi

1971 Benditt et al AA proteininin amino asit sekansi

1971 Glenner et al In vitro amiloid fibril formasyonu.

1973 Levin et al Serum amiloid A'nin identifikasyonu

1985 Husebekk et al Serum amiloid A'nin prekiirsor protein oldugu
1985 Snow & Kisilevsky Amiloid arastirmalarinda amiloid iligkili karbonhidratlarin yeniden

diizenlenmesi

* Bu tablo Janssen, (1985) kaynagindan alinmustir.

2.2. Amiloidin Genel Yapisi

Sira dis1 bir protein olarak tanimlanan amiloid ¢oziinmeyen ve proteolitik enzimlerle
eritilemeyen kalict fibriller yapiya sahiptir (Glenner, 1980; Slauson ve Cooper,
1990). Karakteristik fibriller formdaki amiloidin genel yapisi ultrastriiktiirel olarak
dallanma gostermeyen, genellikle 7-10 nm c¢apinda, tanimlanamayan uzunlukta,
kirilmayan bir yapiya sahip, sekonder molekiiler yapisi, yiiksek “Beta katlantili
fibriller” igeren yapilardir (Glenner, 1980) (Sekil 1). Bu Beta katlantili yapiya sahip
proteinler Kongo kirmizist boyamada elma yesili yansimalar veren bir yapidadir

(Westermark ve ark., 2007).



2.3. Amiloid ve Amiliodozisin Siniflandirilmasi

[Ik kez 1964 yilinda Benditt ve Eriksen tarafindan amiloidozisin tipleri
immunglobulinlerle iliskili olmayan sistemik tip amiloidozis “Amiloid A” ve
immunglobulinlerle iligkili olan “Amiloid B” olarak siniflandirmislardir (Benditt ve
Eriksen, 1964). Sonraki yillarda ise, protein yapisina gore iki farkli amiloid tipinden
bahsedilmistir. Bunlar; plazma hiicrelerinden kdken alan ve immunglobulinlerin hafif
zincirlerinden olusan "amiloid light chain™ (AL) protein ve immunglobulin yapisinda
olmayan "amiloid associated” (AA) proteindir (Slauson ve Cooper, 1990; Erer ve
ark., 2000).

AL (primer, atipik) amiloidozis, insanlarda en sik rastlanan amiloidozis formu
olup, herhangi bir hastalikla iligkili olmaksizin lenf yumrulari, gastrointestinal kanal
ve kardiyovaskiiler sistemde amiloid birikimi ile karakterizedir. Bunlar bozulmus
immunglobulin iiretiminin bir sonucudur (Slauson ve Cooper, 1990; Erer ve ark.,
2000). AL amiloidozis bugiine kadar insanlar disinda kedi (Liepnieks ve ark., 1996),
sigir (Taniyama ve ark., 2000) ve atta (Niewold ve ark., 1996) bildirilmistir.

AA (sekonder, AA amiloidozis, tipik amiloidozis) amiloidozisin tanimlandigi
isimler olup, insan diginda, bir¢ok hayvanda gozlenebilen ve uzun siiren kronik
enfeksiyonlar veya yangisal bozukluklara bagli olarak sekillenen amiloidozis tipidir.
En sik biriktigi organlar karaciger, dalak, bobrekler ve bobrek iistii bezleridir

(Slauson ve Cooper, 1990; Solomon, 1996; Erer ve ark., 2000; Noriko ve ark., 2000).
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Sekil 1. Amiloid fibrillerinin yapist. (a) AP'min (1-40) elektron mikroskobisi, amiloid
fibrilleri diizenli araliklarla karakteristik yap1 gostermekte (ok baslari). (b) 2, 3 ve 4'
erli protofilamentlerin, fibril yapisinin sematik gdsterimi. (¢) Transmission elektron
mikroskobu ile AP (1-40) amiloid fibrillerinin sola kivrimlh fibril kilaritesi. (d)
Capraz-f ve paralel-p X-is1m difraksiyonu yapisinin sematik gdsterimi. (€)
Protofilament yapisinin, X- 1sin1 difraksiyonu temelli yorumu (gift dallanan -
kivrimlari, B-iplikleri, siyah ve gri renkli barlar; noktali ¢izgiler hidrojen baglari
yoniinii géstermektedir). Bu sema biikiilme gostermemektedir. (b-e) figiirlerinde ana
yoriinge vertikal dogrultuda siralanmaktadir.

Bu sekil Féandrich, (2007)" den alinmustir.

Gilinlimiizde amiloid ve amiloidozisin siiflandirilmasi, biyokimyasal olarak
proteinin primer aminoasit dizilisine gore yapilmaktadir (Husby, 1994). Ayrica
Uluslararas1 Terminoloji Komitesi Toplulugu tarafindan giiniimiize kadar insanlarda
27 (Tablo 2), hayvanlarda ise 9 amiloid fibril proteini bildirilmistir (Westermark,
2005; Westermark ve ark., 2007; Sipe ve ark., 2010) (Tablo 3).



Tablo 2. Insanlarda Amiloid fibril proteinleri ve prekiirsorleri*

Amiloid Prekiirsor Sistemik (S) yada Lokalize, | Sendrom yada dokulardaki
protein organ simirh (L) yerlesimi
AL Immunoglobulin light chain S, L Primer
Myeloma iligkili
AH Immunoglobulin heavy chain S, L Primer
Myeloma iligkili
AB2M 2-microglobulin S Hemodiyaliz iligkili
L? Eklemler
ATTR Transthyretin S Ailesel
Sistemik senil
L? Tenosynovium
AA (Apo)serum AA S Sekonder, reaktif
AApoAl Apolipoprotein Al S Ailesel
L Aorta, meniskiis
AApoAll Apolipoprotein All S Ailesel
AApoAIV Apolipoprotein AIV S Sporadik, yaglanma iligkili
AGel Gelsolin S Ailesel (Finliler)
ALys Lysozyme S Ailesel
AFib Fibrinogen a-chain S Ailesel
ACys Cystatin C S Ailesel
ABri ABriPP S Ailesel dementia, Ingilizler
Alect2 Leukocyte chemotactic factor S Bobrek temelli
2
ADan ADanPP L Ailesel dementia,
Danimarkalilar
AP AP protein precursor (ABPP) L Alzheimer hastaligi,
yaglanma
APIP Prion protein L Spongioform ensefalopatiler
AcCal (Pro)calcitonin L C-hiicre tiroid tiimorleri
AIAPP Islet amyloid polypeptide L Langerhans adaciklari
Insulinomas
AANF Atrial natriuretic factor L Kardiyak atria
APro Prolactin L Hipofiz yaslanmasi
Prolaktinomalarda
Alns Insulin L latrogenic
AMed Lactadherin L Senile aortic, media
AKer Kerato-epithelin L Kornea, ailesel
Alac Lactoferrin L Kornea
AOaap Odontogenic ameloblast- L Odontogenic tiimorler
associated protein
ASeml Semenogelin | L Vesicula seminalis

* Bu tablo Sipe ve ark., (2010) kaynagindan alinmustir.




Tablo 3. Hayvanlarda Amiloid fibril proteinleri ve prekiirsorleri.*
Amiloid protein Prekiirsor Sistemik (S) yada Sendrom yada Tiir
Lokalize, organ dokulardaki
stmirh (L) yerlesimi
AL Immunoglobulin light S, L Plazmositoma At, Kedi
chain

AA (Apo)serum AA S Sekonder, reaktif Fare, Kobay, Kedi,
Kopek, Sigir, Ordek,
vs.

AApoAl Apolipoprotein Al S Yas iligkili Kopek

AApoAll Apolipoprotein All S Yas iligkili Fare

ATTR Transthyretin* S Yas iligkili Maymun

AB AB protein precursor L Yas iliskili Kopek, Koyun, Kurt

AIAPP Islet amyloid L Langerhans adacigt Kedi, Sempanze,

polypeptide Insiilinoma Rakun

Alns Insulin L Langerhans adacig1 Octodon degus
(Sican)

ACas a-S2C casein L Meme bezi Sigir

* Bu tablo Sipe ve ark., (2010) kaynagindan alinmistir.
2.4. Etiyoloji

Nedeni tam olarak bilinmemekle beraber amiloidozis tek basina bir hastalik olmayip,
insanlarda; romatoid artritis (Dhillon ve ark., 1989), yaslhiliga bagh seker hastaligi
(Lorenzo ve Yankner, 1996), kronik diyaliz hastaligi (Drucke ve ark., 1995), ailesel
noropatiler (Kimura ve ark., 2003), tiimdorler (Solomon, 1996), kronik yangisal
hastaliklar (Perez-Villa ve ark., 1989), transmissible spongiform ensefalopatiler
(Beckes ve ark., 1995; Perini ve ark., 1996), Alzheimer (Miller ve ark., 1993;
Kisilevsky ve ark., 1995), guatr (Kamihira ve ark., 2008), Hodgkin hastaligi, "hairy
cell leukemia" ve "renal cell karsinoma", kronik akciger hastaliklarindaki kistik
fibrozis durumlarinda (Du ve Ali-Kahn, 1991), monoklonal gammopati ve siklik
notropeni ile seyreden Gaucher hastaliinda goriilmiis olup, ayrica eroin
bagimlilarinda nefrotik amiloid sendromu tespit edilmistir (Stone, 1990; Morten ve
ark., 2007). Memeli hayvanlarda; seker hastaligi (Fremont, 2002), meme tiimdrleri
(Tamyama ve ark., 2000), kutandz lenfoma (McAdam ve ark., 1975), multiple
myeloma (Erer ve ark., 2000) sigirlarin deli dana hastaligi (Doerr ve Rabenau, 1995),
scrapie (Jeffrey ve ark., 1998) gibi hastaliklarda ortaya ¢ikmaktadir. Spontan
amiloidozis olusumlarina insanlarin (Dhillon ve ark., 1989; Solomon, 1996) yani
sira, kopek (Tamyama ve ark., 2000), kedi (Freemont, 2002), sigir (Taniyama ve

ark., 2000), koyun (Jeffrey ve ark., 1998), at (Gliatto ve Alroy, 1995), maymun
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(Palotay ve Howard, 1982), mink (Waalen ve ark., 1980), hamster (Niewold ve ark.,
1994) gibi memeli hayvanlar ile 6rdek (Guo ve ark., 1996), su kuslar1 (Brayton,
1992), hindi (Shivaprasad ve ark., 1991), bildircin (Nakamura ve ark., 1998) ve

tavuk (Landman ve ark., 1994) gibi baz1 kanatlilarda da rastlanilmaktadir.

2.5. Farelerde Deneysel Sistemik Amiloidozis Olusturulma Yollar:

Amiloidozisin patojenezine yoOnelik yapilan deneysel calismalarda bugiine kadar
memeli ve kanath tiirleri kullanilmistir (Hoffman ve Benditt, 1982; Meek ve ark.,
1992; Wang ve Di, 1992; Landman ve ark., 1997; Bereket ve ark., 2000). Fareler,
gerek insanlarda gerekse hayvanlarda amiloidozise yonelik olarak c¢alisma
yapilabilecek en uygun hayvanlardir. Amiloidozis olusumuna en yatkin fare irklar
CBA/J, C57BL/6, ve ICR iken, CE/J ki direnglidir (Liang ve ark., 1998; Wang ve
ark., 2000). Amiloidojenik fare irklarinin amiloidojenik apo (apolipoprotein) SAA1
ve apoSAA2' yi birlikte salgiladigi tespit edilmistir (Liang ve ark., 1998; Wang ve
ark., 2000). Amiloid A olusumuna direngli CE/J fare irkinda ise sadece apo SAA2'
nin salgilandig1 gosterilmistir (Liang ve ark., 1998). Farkli fare irklarinin sistemik
amiloidozis gelisimine kars1 direngli ve duyarlt oluslarinin, sahip olduklar
makrofajlarin SAA' y1 yikimlayabilme yetisindeki farklilikla iliskili olabilecegi de
diistiniilmektedir (Ham ve ark., 1997).

2.5.1. AA Amiloidozis indiikleme Protokolleri

Deneysel olarak AA amiloidozisin gelisimi, ¢esitli protein agregatlarinin biriktigi
uzun bir predispozisyon fazi ve karakteristik amiloid fibrillerinin biriktigi ikincil bir
faz1 igeren iki asamali bir siiregtir (Sponarova ve ark., 2008). Farelerde deneysel
olarak amiloidozis olusturulmasinda, azocasein, giimiis nitrat (AgNOs3), amiloid
enhancing faktor (AEF), kazein gibi maddelerin ¢esitli yollarla verilmesi sonucunda

amiloidozis olusturulmustur (Shtrasburg ve ark., 2002; Murata ve ark., 2011).
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Bu yontemlerden kazein enjeksiyonu protokolii, farelerde deneysel
amiloidozis olusturulmasi amaciyla, siklikla kullanilan bir metoddur. Farelerde
kazein ile indiiklenen amiloidozis, sekonder amiloidozis olusturmak igin genis
Olgiide kullanilan, uygun bir modeldir. Giinlikk tekrarlanan subkutan kazein
enjeksiyonlarini takiben farelerde reaktif (AA) amiloidozis olusturulabilmektedir

(Arustamova ve ark., 1974; Benson ve ark., 1977; Hol ve ark., 1985).

Gumiis nitrat (AgNO3)' 1n subkutan enjeksiyonu, farelerde uygulanan bir
baska amiloid olusturma protokoliidiir. Bu yontem ile tek dozluk bir subkutan
AgNO; enjeksiyonu ile 2 hafta icerisinde amiloid olusturulabilmektedir (Botto ve
ark., 1997).

Son yillarda amiloid artiric1 faktdr - amyloid enhancing factor (AEF) olarak
adlandirilan ve amiloidli hayvanlardan elde edilen bir glikoproteinin enjekte
edilmesinin de amiloidozis olusumunu hizlandirdig1 bildirilmektedir (Botto ve ark.,
1997; Rosemary ve ark., 1998). Bir¢ok arastirmada AEF' nin yaklasik 10-16 kDa'
luk bir protein oldugu bildirilmesine ragmen, AEF' nin gergekte tam olarak identifiye
edilemedigi disiiniilmektedir (Alizadeh ve ark., 1992). Buna karsin amiloid i¢eren
dokularin ekstraktlar1 veya izole edilmis amiloid fibrilleri ile amiloid benzeri sentetik
fibriller transthyretin (TTR) fragmentlerinden yapilmis ve TNF-o ile siilfath
glikozaminoglikanlar gibi cesitli nonfibriller maddelerin de AEF o6zelligine sahip
olabilecekleri fikri ortaya atilmistir. Bu nedenle AEF' nin tek bir komponent
olmadig1 ve ¢ok sayida farkli molekiiler yapinin AEF 6zelligine sahip olabilecegi

ileri siiriilmektedir (Mambule ve ark., 2000).

Polietilen glikol (PEG) ve TTR fibrillerinin de AEF gorevi istlendikleri
bildirilmektedir. Hizlandirilmis sistemik AA amiloidozis olusturmak igin AgNOj3 ve
AEF enjeksiyonlar1 birlikte uygulanabilmektedir. Tek basina AgNOj3 verilen grupta
3. ve 9. giinlerde amiloid olusumu gozlenmezken, PEG ve TTR ile desteklendiginde

3. glinde amiloid varlig1 gozlenmistir (Mambule ve ark., 2000).



12

Amiloid olusturma yontemlerinden bir baskas1 da kazein-complete Freund's
adjuvant karisiminin intraperitoneal enjeksiyonudur (Kawabe ve ark., 2004). Bu
modellerin  kullanilmasiyla, Gram-negatif bakteri bilesenlerinden biri olan
lipopolisakkaritler (LPS)' in, yangisal kimyasal mediyatorlerin iiretilmesinde ki
kaskatlarin, anlasilmasina yardimci olan pek ¢ok ilerleme saglanmistir. LPS' in
verilmesini takiben ¢ok hizli bir bigimde TNF' iin iretildigi gosterilmistir (Deforge
ve ark., 1994).

2.6. AA Amiloidozisin Patojenezi

Patomorfolojisi, epidemiyolojisi ve bircok hastalikla iligkisi ortaya konulmasina
ragmen AA amiloidozisin olusum mekanizmast heniiz tam olarak acikliga
kavusmamustir (Maury, 1984; Ksilevsky ve Young, 1994; Mambule ve ark., 2000).
Bu yiizden halen bir ¢ok arastirici tarafindan merakla ve ilgi ile ¢alisilan bir konudur.

Patojenezde rol oynayan ¢esitli faktorler su sekilde agiklanmaktadir:

2.6.1. Prekiirsor Protein ve Akut Faz Cevabi

Hiicrelerin tahribi, yangi, enfeksiyon ve hatta gebelik gibi uyarilar sonucu viicutta
bazi proteinlerin iiretiminde bir artig meydana gelir. Serum konsantrasyonu %25' ten
fazla artan ve ¢ogu karaciger orijinli olan bdyle proteinlere "akut faz proteinleri"
denir (Arda ve ark., 1994). Onemli bir akut faz proteini olan ve aym zamanda AA
amiloidin prekiirsor (6ncii) proteini oldugu bilinen SAA' nin serumda artisi, AA
amiloidozisin gelisiminde 6nemli bir rol oynamaktadir (Levin ve ark., 1973; Husby
ve Natvig, 1974; Linke ve ark., 1975; Sevimli ve ark., 2005; Sevimli ve ark., 2013-
a). SAA’ nin baslica yapim yeri hepatositler olup seruma verilirken High Density
Lipoprotein 3 (HDL3) ile kompleks halde olan bir apolipoprotein seklinde bulunur
(Hoffman ve Benditt, 1982; Ksilevsky ve Subrahmanyan, 1992; Chamanza ve ark.,
1999). SAA hepatositlerin disinda fibroblastlar, sinoviyal hiicreler, makrofajlar ve

adipositler tarafindan da salgilanabilir (Linder ve ark., 1976; Hoffman ve Benditt,
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1982; Meek ve ark., 1992; Sack ve Zink, 1992; Poitou ve ark., 2005). SAA, 104
aminoasit i¢eren, 12 kDa’ luk boyuta sahip bir protein olup (Yang ve Lee, 2006), N-
terminal kismi1 amiloid fibril kiimesine katilir (Benson ve Aldo-Benson, 1979). Bazi
SAA izotiplerinin ¢esitli dokulardan ve gesitli hiicre tiplerinden ekstrahepatik sentezi
cesitli tiirlerde rapor edilmistir. Farelerde serumda hepatik orijinli iki ana akut faz
proteini olan apo SAA1 ve apo SAA2 sentezlenirken, SAA3 karaciger, adipositler,
dalak, lenf yumrusu, makrofajlar ve bobreklerden sentezlenmektedir (Benson ve ark.,
1977; DeBeer ve ark., 1994; Landman ve ark., 1994; DeBeer ve ark., 1995). Hepatik
orijinli iki ana akut faz proteini olan apo SAA (apo SAAL ve apo SAA2) ve buna
ilaveten eckstrahepatik olarak sentezlenen tiglinci bir form SAA (apoSAA3)
bulunabilecegini ileri siirmektedir (DeBeer ve ark., 1994; Landman ve ark., 1994).

Bir akut faz proteini olan SAA’ nin serumdaki degerleri hastalikll
hayvanlarla saglikli hayvanlari birbirinden ayiran Onemli bir parametredir
(Alsemgeest, 1994; Alsemgeest ve ark., 1995). SAA’ nin, viral enfeksiyonlar
(Miwata ve ark., 1993), bakteriyel enfeksiyonlar (Shivaprasad ve ark., 1991), gesitli
yangisal durumlar (Putto ve ark., 1986), tiimor olusumlar1 (Dren ve ark., 1988) ve
fiziksel stres (Alsemgeest ve ark., 1995) gibi durumlarda serumdaki miktar: artar.
SAA’ nin hepatik ve ekstrahepatik sentezi, IL-1, IL-6, TNF-a gibi ¢esitli sitokinlerce
uyarilmaktadir (Ray ve ark., 1999; Uhlar ve Whitehead, 1999; Kallinich ve ark.,
2004).

2.6.2. SAA’ min Fonksiyonlari

Temel olarak SAA canli i¢in yararli bir reaksiyon iirtinii olup, doku harabiyetinin
onlenmesi ve tamirinde 6nemli bir rol oynamaktadir. SAA’ nin fonksiyonlart;
1. Bakteriler ile uyarilmis nétrofillerin oksidatif patlamasini azaltarak oksidatif
doku yikimini 6nlemek (Linke ve ark., 1991).
2. IL-1ve TNF-a ile indiiklenmis atesi inhibe etmek (Shainkin ve ark., 1991).
3. Platelet agregasyonu inhibisyonu (Zimlichman ve ark., 1990; Levartowsky ve
Pras, 1991).
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4. Kolesterol transportu (Ksilevsky ve Subrahmanyan, 1992).

5. Antijenlere karsi lenfositik tepkiyi baskilama (Benson ve Aldo-Benson,
1979).

6. T hiicreleri, monosit ve lokositlerin leukodiapedesisinde rol oynama
(Badolato ve ark., 1994; Xu ve ark., 1995).

7. Lenfosit ve endotelyal hiicre proliferasyonunun inhibe edilmesi (Shainkin-
Kestenbaum ve ark., 1997-a; Shainkin-Kestenbaum ve ark., 1997-b).

8. Mast hiicre adezyonunun indiiklenmesi (Preciado-Patt ve ark., 1996).

9. Endotoksinlerin detoksifikasyonu (Baumberger ve ark., 1991).

10. Ekstraseliiler matriks proteinlerin olusumu (Preciado-Patt ve ark., 1997).

11. Diisiik dansiteli lipoproteinlerin (LDL) oksidasyondan korunmasi (DeBeer ve
Navab, 1993) sayilabilir.

2.6.3. Amiloidin I¢erisinde Bulunan Diger Komponentler

Proteoglikanlar (PGs), tim memeli ve kanatli dokularinda mevcuttur. Hiicre
yiizeyinde, bazal membranda, bag dokuda yerlesirler. PGs' larin amiloid ile siki bir
iliskisi bulunmaktadir (Skogen ve ark., 1980; Landman ve ark., 1998).
Glikozamainoglikanlarin, amiloid fibrillerinin stabilizatorleri veya indiiktorleri
seklinde etki yaptiklart ileri siiriilmistir (Eskens ve ark., 1984). Amiloid P
komponenti nonfibriller bir glikoprotein olup dolasimdaki amiloid P’ den kdken alir.
Amiloid olusumundaki rolii tam olarak bilinmemekle birlikte, glikozaminoglikanlara
olan afinitesinin, bu komponentin amiloid birikimleri icersindeki varligini
bildirmektedir (Landman ve ark., 1998). Apolipoprotein E, lipoprotein
metabolizmasinin bir regiilatoriidiir. Bunlarin amiloidojenik proteinlerin yapisini
degistiren ve fibrillogenezisi tesvik eden patolojik bir araci oldugu diisiiniilmektedir

(Gallo ve ark., 1994).

Laminin, kollajen 1V, fibronektin gibi bazal membran proteinlerinin AA
fibrillogenezisin baglangic asamalarinda Onemli bir rol oynayabilecegi ileri

stirilmektedir (Woodrow ve ark., 1999). Laminin SAA' ya baglanma konusunda
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yiiksek afinite gosterdigi ve bu afinitenin ¢inkonun varliginda arttig1 bildirilmektedir
(Lyon ve ark., 1991). Fibronektin, amiloidozis olusumunda SAA ile makrofajlarin
hiicre yiizeyleri arasinda baglayict bir protein olarak rol oynadigi bildirilmistir

(Skogen ve ark., 1980).

2.6.4. Proteolizis ve Fibrillogenezisin Rolii

SAA’ nin anormal yikimlanmasinin fibrillogeneziste 6nemli oldugu ileri
stirilmektedir (Yamada ve ark., 1996). Fibrillogenezis iizerine retikiiloendotelyal
hiicrelerin 6nemli rolii vardir. Bu konuda ileri siirlilen hipotez sudur: Yangi olayi
basladiginda dokuya nétrofil ve monositler gelir. Bunlardan bazilari lize olur ve
lizozomal enzimlerini salarlar. Boylece lizozomlar icinde asidik bir pH gelisir.
Amiloid proteinleri ayn1 zamanda 16kositlerin fagolizozomlar igersine de alinir ve
burada proteazlar ile etkilesir. Bu ylizden erken fibril formasyonunun lizozomlar
icinde sekillendigi de bildirilmektedir (Yamada ve ark.,, 1996). Bakteriyel
enfeksiyonlarda kandaki 16kosit ve monosit sayisinda bir artisin oldugu ve bu
hiicrelerin de daha sonra sitokinleri ve dolayli olarak ta SAA’ y1 indiikledigi
bildirilmektedir (Latimer ve ark., 1988; Andreasen ve ark., 1991; Kogut ve ark.,
1994). Tavuklarda yapilan calismalarda kandaki formiil 16kosit ve dokudaki nétrofil
ve makrofajlar ile amiloid olusumu arasinda pozitif bir iliskinin oldugu bildirilmistir

(Bereket ve ark., 2000; Sevimli ve ark., 2005).

2.6.5. Amiloid Artiric1 Faktor

Amyloid Enhancing Factor (AEF) amiloidin dokularda birikimini hizlandiran bir
faktordiir (Axelrad ve ark., 1975). AEF’ in igerisinde yiiksek miktarda beta (p)
katlantili fibril materyali bulunmaktadir (Niewold ve ark., 1987; Omoto ve ark.,
2007).
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2.6.6. Kalsiyumun Rolii

Kalsiyumun (Ca®) heparan siilfat yolu ile apo SAA2' den B katlantili fibril
olusumunu uyaran bir faktér oldugu ileri siiriilmektedir (Mc Cubbin ve ark., 1988).
Serum Amiloid P (SAP)’ nin amiloid fibrillerine baglanmasi tamamen kalsiyuma
baghdir. Ayrica kalsiyumun AEF’ iin etkisini de artirdigi bildirilmistir (Alizadeh-
Khiavi, 1992; Copanaki ve ark., 2007).

2.6.7. A Vitamininin Roli

A vitamini ve iligkili retinoidlerin immun sistem fonksiyonlar1 tizerindeki olumlu
etkileri bugiine kadar bir ¢ok galismayla ortaya konulmustur (Turpin ve ark., 1990;
Gottgens ve Green, 1995). A vitamini ve iliskili retinoidler, periferal dolasimdaki
mononiikleer hiicrelerden IL-1 (Dillehay ve ark., 1988) ve TNF-o (Turpin ve ark.,
1990) sentezini artirmak suretiyle immun sistem fonksiyonlarmi tesvik edici rol
oynamaktadir. Kanatlilarda deneysel olarak amiloid artropati olusturulan
calismalarda, A vitamininin dokuda amiloid birikimini ve serum SAA ile sitokin

seviyelerini artirdigini bildirilmistir (Sevimli ve ark., 2004; Sevimli ve ark., 2008).

2.6.8. Kolesteroliin ve Yag Dokunun Rolii

Dolagimdaki yiiksek kolesterol seviyeleri ile SAA arasinda pozitif bir iliski
olabilecegi bildirilmistir (Steinmetz ve ark., 1989; Levis ve ark., 2004; Huang ve
ark., 2007). Sisman ve obez insanlarda Seruloplazmin (CRP) ve SAA cevabinda artis
sekillenir (Visser ve ark., 1999; Leionen ve ark., 2003). Diyet yapan insanlarda SAA
salinimi azalir (Poitou ve ark., 2006; Yang ve Lee, 2006). Yag hiicrelerinin SAA
salgilama yetenekleri vardir (Poitou ve ark., 2006; Yang ve Lee., 2006). Yag
hiicrelerinin ayrica IL-1, IL-6, TNF-a gibi sitokinleri salgilama ihtimali de vardir
(Weisberg ve ark., 2003; Xu ve ark., 2003).
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2.6.9. Sitokinlerin Rolii

SAA’ nin hepatik ve ekstrahepatik sentezi IL-1, IL-6, TNF-a gibi sitokinlerce
uyarilmaktadir (Ray ve ark., 1999; Uhlar ve Whitehead, 1999; Kallinich ve ark.,
2004). Bu sitokinlerden IL-1; bakteriler, T lenfosit, B lenfosit, endotelyal hiicreler,
notrofil 16kositler ve glial hiicrelerden salinirlar (Diker, 1998). Atesin indiiklenmesi,
akut faz proteinlerin sentezlenmesi, synovial hiicre aktivasyonu, kollajenaz sentezi,
prostoglandin sentezi, enfeksiyonlara karsi direng gibi gorevleri bulunmaktadir
(Kiligturgay, 2003).

IL-6, Gram negatif bakteri enfeksiyonlari sirasinda ortaya ¢ikan makrofajlar,
T lenfositler, B lenfositler, osteoklastlar, glial hiicreler, mast hiicreleri ve
fibroblastlar tarafindan salgilanmaktadir. Antialerjik ve pirojenik etkiye sahip olup,
prolaktin, biiylime hormonu ve luteinizan hormonunun salinmasinda, glukokortikoid
sentezinde, keratinositlerin biliyiimesinde Ve osteoklastlarin aktivasyonunda gorev

alirlar (Kiligturgay, 2003).

TNF; TNF-o ve TNF-B olmak tizere iki fromu vardir. TNF-a kagektin olarak
ta bilinir ve aktif makrofajlardan salinir. Bunun diginda T hiicreleri, mast hiicreleri,
fibroblastlar, eozinofiller ve epitel hiicreleri tarafindan salmabilir. Immun sistemi
aktive ederek yangisal reaksiyonlarda, akut faz proteinlerin sentezlenmesinde, timor
hiicrelerinin ve viriisle enfekte hiicrelerin apoptozis yolu ile oldiiriilmesinde, atesin
olusumunda, koagiilasyon sisteminin aktive edilmesinde rol oynarlar (Abbas ve ark.,

1997; Kiligturgay, 2003).

2.7. Amiloidozis' te Makroskobik Bulgular

Farelerde amiloidoziste klinik semptomlar genellikle belirgin olmadigi igin, tani
biyopsi materyalinin histopatolojik takibi veya nekropside ortaya g¢ikar. Hastalik,

memelilerde taninin konulmasindan itibaren genellikle aylar veya birka¢ yil kadar
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sirer ve dokularda yikim, sonraki siire¢ igerisinde de Oliimle sonuglanabilir
(Landman, 1998). Makroskobik olarak amiloidli organ, hacimce artmis, solgun ve

kesit ylizii kuru bir goriiniimdedir (Aydin, 2008).

Deneysel fare modellerinde, amiloidin primer birikim alani dalaktir ve bunu
karaciger takip eder. Eger siire¢ daha da uzarsa bobreklerde de amiloid birikimlerinin
sekillendigi goézlenebilir (Noriko ve ark., 2000; Sporonova ve ark., 2008). Dalak
primer amiloid birikim yeridir. Amiloid Once periarteriyel lenfoid tabakanin
periferinde ve atrofik lenfoid dokuda goriiliir. Bu perifollikiiler amiloid, biiyiik, gri,
seffaf ve tapyoka ve sagu taneleri gibi kesit yiiziinden ¢ikintilagir. Bu nedenle bu
goriiniim sago dalak olarak isimlendirilmektedir (Kumar ve ark., 2003-b).
Amiloidozis karacigerde masif biiylimeye yol agabilir ve bu tip vakalarda
karacigerin ileri derecede soluk, grimsi ve hem dis yiizeyi, hem de kesit yiizeyi
yagimsi bir goriniimdedir (Sanjiv ve ark., 1984; Kumar ve ark., 2003-a). Sik
olmamakla birlikte insanlarda portal hipertansiyon (ltescu, 1984) ve intrahepatik
koleastazis (Fauci ve ark., 2008) bulgular bildirilmistir. Koagiilasyon anormallikleri
hepatik amiloidozlu canlilarda gbzlenen, faktér X yetmezligine bagl sekillenen bir

bulgudur (Stone, 1990).

Bobrek ve kalp gibi hayati organlardaki amiloidozis (Stone, 1990; Noriko ve
ark., 2000) oldiiriiciidiir. Kopek ve kedilerde amiloidozis' ten primer olarak etkilenen
organlar bobreklerdir, ancak karaciger ve dalakta etkilenebilir. Amiloidli bobrekler
solgun, opak ve sari-turuncu kahverengimsi goriinlimdedir. Gri, seffaf amiloid
bolgeleri kortekste noktalar ve medullar bolgelerde cizgiler seklinde ortaya ¢ikar.
Hastaligin nedeni genellikle yaygin fungal enfeksiyonlar, nokardiyozis gibi
enfeksiyonlar ve kronik irinli lezyonlardir. Genel hastalik belirtileri yaninda 6zellikle
nefropatik belirtiler (6rn. periferal 6dem) ve bununla ilgili laboratuar bulgular
(proteiniiri, hipoproteinemi vb.) (Schena ve ark., 1996) ortaya ¢ikar. Tromboz
olusumu nedeniyle pulmoner, koroner, renal ve bagirsak arterleri tikanabilir (Kumar
ve ark., 2003-a). Atlarda multinodiiler deri lezyonlari ile karakterize bir amiloidozis
sekli goriiliir. Bu hayvanlarin bas, boyun ve gogiis bolgesinde 5 mm den 10 cm ye

kadar degisen biiyiikliikteki lezyonlar bulunur (Arda ve ark., 1994; Aydin, 2008).
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2.8. Amiloidozis' te Histopatolojik Bulgular

Mikroskobik incelemede amiloid daima hiicre dis1 birikir (Sipe, 1994). Hematoksilen
eozin boyamasinda amiloid, amorf ve eozinofilik bir yap:1 olarak goriiniir (Stone,
1990; Kumar ve ark., 2003-a). Kongo kirmizisi ile boyamasinda amiloid birikimi
olan yerler turuncu renkte olup, polarize filtre altinda yesilimtirak (elma yesili)

renkte yansima verir (Puchtler ve ark., 1962).

Dalakta histopatolojik olarak amiloid biiylik kitleler halinde 6zel dendritik
hiicreler gevresinde, arteria sentralislerin adventisya tabakasi ve diiz kas hiicreleri
etrafinda, kapstilde, folikiillerin merkezinde ve ¢evresinde yer yer nekroz alanlari ile
beraber pembe renkli amorf birikimler halinde gorilir (Mambule ve ark., 2000;
Kumar ve ark., 2003-a; Aydmn, 2008;). Ayrica AA amiloidozisli farelerin
dalaklarinda promegakaryosit benzeri hiicrelerin varligindan s6z edilmis, fakat

amiloid ile iliskisi agiklanamamustir (Rosemary ve Cathcart, 1998).

Karacigerde Disse araliklar1 ile sinuzoidleri ddseyen hiicrelerin altinda,
kapsulada, parankimadaki damarlar ¢evresinde pembe renkli amorf birikimlere
rastlanilir (Sorenson ve ark., 1964; Cohen at al., 1978; Cohen ve Skinner, 1982; Fuks
ve ark., 1985). Bu birikimler hepatositleri ve sinuzoidleri baski altinda birakarak,

hepatositlerde basing atrofisine ve nekroza yol acar (Kumar ve ark., 2003-a).

Bobrek dokusunda amiloid, bobrek glomeriilleri ile tubullerin bazal
membranlart ve kiiciik arteriollerde birikir. Glomeruluslar icgerisinde amiloid,
baslangigta kapillar damarlarin bazal membranlart boyunca, mezengial matriks
icinde toplanir. Birikim, glomerulusun bir segmentinde fokal bélgeler seklinde baglar
ve her glomerulusun biitiin bolgelerini progresif olarak etkileyecek sekilde yayilir.
Glomerulus ve tubul sekonder hasari, proteiniiri (Stone, 1990), tubul lumenlerinde
hyalin silindirleri ve nekrozlar goriilebilir (Kumar ve ark., 2003-a; Ozdemir ve ark.,

2006; Aydin, 2008).
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2.9. AA Amiloidozis' te Teshis, Tedavi ve Korunma Yollari

Amiloidin makroskobik teshisinde “Lugol testi” uygulanir. Bu amagla nekropsi
sirasinda alian doku, tespit soliisyonuna alinmadan once kesit yiizeyine Lugol
soliisyonu dokiliir. Amiloid pozitif alanlar koyu kahve renk alir. Daha sonra bu
yiizeylere %1" lik Siilfiirik asit dokiiliir. Amiloid pozitif alanlar koyu mavi-menekse
rengini alir (Erer ve ark., 2000). Amiloidin mikroskobik teshisinde alinan 4-5um lik
kesitler Kongo kirmizisi ile boyanarak polarize filtre altinda incelenir. Amiloid
pozitif sahalar polarize filtre altinda yesilimtirak (elma yesili) renkte yansimalar
verir. Bunun yanmi sira immunohistokimyasal yontem ile uygun primer antikorlar

kullanilarak amiloid pozitif sahalar tespit edilir (Peperkamp ve ark., 1997).

Kanathilarda ve diger tiirlerde prekiirsor protein SAA’ nin serumdaki
konsantrasyonlarinin yiikselme sebebi kronik bakteriyel enfeksiyonlar (Landman ve
ark., 1998) ve strestir (Alsemgeest ve ark., 1995). Amiloidozis bir kez basladiktan
sonra dokulardaki amiloid birikimlerinin ortadan kaldirilmasi miimkiin degildir. Bu
noktadan sonra yapilabilecek en iyi sey, daha fazla amiloid olusumunu engellemek
icin siiregelen yangisal aktiviteyi durdurmaktir. Bunun igin siiregen akut faz
reaksiyonuna yol agan hastalik veya stres faktoriiniin saptanarak ortadan kaldirilmasi
gerekmektedir. Bu durum bazi vakalarda basarili olurken bazilarinda ise basarisiz

olmustur (Hawkins ve Pepys, 1990; Hawkins ve ark., 1993).

Amiloidozisin baskilanmasinda bugiine kadar kolsisin (Kisilevsky ve ark.,
1983; Takahashi ve ark., 1985), Hidrokortizon, Dekzametazon, Metilprednizolon,
Tenidap (Husebekk ve Stenstad, 1996), Triptolide (Dan ve ark., 2007) ve etken
maddesi Pentoksifilin olan Trental (Sevimli ve ark., 2004; Sevimli ve ark., 2005) gibi
ilaglar kullanilmistir (Koj, 1998). Metilprednizolon beseri ve veteriner hekimlikte
kullanilan, immunsupressif ve antienflammatuar etkili sentetik adrenokortikal bir
ilagtir (Wandinger ve ark., 1998; Xu ve ark., 1998; Hodge ve ark., 1999).
Metilprednizolon dokularda lokosit gogiinii, fagositoz olayini, 6dem olusumunu,

kapillar damar dilatasyonunu (Pitzalis ve ark., 1997; Hodge ve ark., 1999) onleyici
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etkiye sahiptir. Metilprednizolon ayrica IL-1B, IL-6, TNF-a’ y1 baskilayic1 6zellige
sahiptir (Pitzalis ve ark., 1997; Xu ve ark., 1998; Stanton ve ark., 1999). Tavuklarda
deneysel olarak amiloid artropati ¢alismalarinda (Sevimli ve ark., Sevimli ve ark.,
2008; Sevimli ve ark., 2013-b) metilprednizolonun amiloid olusumunu baskilamis
oldugu tespit edilmistir. Metilprednizolon insan hekimliginde romatoid artrit,
glomerulonefritis ve multiple skleroz gibi kronik yangisel hastaliklarin tedavisinde
kullanilmaktadir (Pitzalis ve ark., 1997; Stanton ve ark., 1999). Metilprednizolonun
ratlarda ayrica graniilasyon dokusu gelisiminde glikozaminoglikan, kollajen ve

niikleik asit birikimlerini azaltic1 etkisi de bildirilmistir (Latoo ve ark., 1989).

Farelerde yapilan diyetteki yag ve kolesteroliin sistemik amiloid A
amiloidozis {izerine etkisini arastiran deneysel bir ¢aligmadan elde edilen bulgulara
gore, yag ve/veya kolesterolden zengin gidalarla beslenmenin indiiklenmis (kazein
ve Freund’s adjuvant emdiilsiyonu ile) amiloidozisin siddet ve yayginligini artirdigi
sonucuna varilmistir. Bu nedenle diyette yag ve kolesterol kisitlamasina gidilmesinin
amiloidozis hastalarinda kotii prognoza karsi etkili bir onlem olabilecegi ve
dolasimdaki IL-6 ve plazma total lipit seviyelerindeki diisiisiin bunda 6zellikle etkili

olabilecegi kanaatine varilmistir (Alasonyalilar, 2008).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Deney Hayvani

Calismada, Afyon Kocatepe Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma ve Uygulama
Merkezi’nden temin edilen toplam 120 adet, 7 haftalik, “Swiss albino” 1rki, 25' er gr'
lik disi fareler kullanildi.

3.2. Deneysel Ortam

Calismanin deneysel asamasi, Afyon Kocatepe Universitesi Deney Hayvanlari
Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde fare arastirmalarina ait 6zel bir odada yapildi.
Fareler temin edilmeden 6nce odanin temizligi ve sterilizasyonu %10'luk formaldehit
(344198, Merck, Almanya) fumigasyonu ile yapildi. Kapinin girisine dezenfektan
(CUHMW457, SPP Foot, Tirkiye) iceren ayak havuzu konuldu. Odanin 151k
yogunlugu albino hayvanlar i¢in 40 liiks (beyaz floresan lamba ile 12 saat karanlik
ve 12 saat aydinlik), sicaklik 20 — 24 °C, nispi nem oran1 % 50 olarak ayarlandi.
Fareler her kafeste (50 x 30 x 30 cm’ lik) 10’ ar adet fare olacak sekilde,
(10x12=120) barindirildi.

3.3. Beslenme

Caligmada hayvanlar ticari fare pelet yem (Tam Yem, Korkutelim Yem A.S.,
Antalya) (Ek-1*) ile 8 hafta siiresince ad libitum olarak beslenildi ve igme sular1 her
giin yenilendi. Farelerin altliklar1 glin asir1 degistirildi. Farelerin her tiirlii bakim,
temizlik ve besleme islemleri iki kisi tarafindan yiiriitiildii ve odaya baska kisilerin
girmesine izin verilmedi (A.U. ve A.S.) (*Calismada kullanilan yemin ag¢ik formiilii

ekler boliimiinde verilmistir).
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3.4. Deneysel Gruplandirma ve Calisma Takvimi

Fareler c¢alismanin baslangicindan, sonuna kadar 8 hafta boyunca yapilacak
uygulamalara gore 6 esit gruba ayrildilar (n:20). Gruplarin olusturulusu ve yapilan

uygulamalar su sekildedir:

3.4.1. Grup 1 (K-ip) (Negatif kontrol grubu-1)

Bu gruptaki farelere 8. ve 10. haftalarda birer kez %0,9' luk NaCl soliisyonu
(BO5SBBO1, Eczacibasi-Baxter, Tiirkiye) intraperitoneal olarak 0,3 ml uygulandi.

3.4.2. Grup 2 (K-sc) (Negatif kontrol grubu-2)

Bu gruptaki farelere 8. ve 10. haftalarda birer kez %0,9' luk NaCl soliisyonu
(BO5SBBO1, Eczacibasi-Baxter, Tiirkiye) karin bolgesine subkutan olarak 0,3 ml
uygulandi.

3.4.3. Grup 3 (CF-ip) (Deney grubu-1)

Bu gruptaki farelere 8. ve 10. haftalarda birer kez Complete Freund's Adjuvant
(CFA) (F5881-10X, Sigma, U.S.A) + Kazein (218680, Merck, Almanya)

emiilsiyonu 0,3 ml intraperitoneal olarak uygulandi.
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3.4.4. Grup 4 (CF-sc) (Deney grubu-2)

Bu gruptaki farelere 8. ve 10. haftalarda birer kez Complete Freund's Adjuvant
(CFA) (F5881-10X, Sigma, U.S.A) + Kazein (218680, Merck, Almanya)

emiilsiyonu 0,3 ml karin bolgesine subkutan olarak uygulandi.

3.4.5. Grup 5 (CFD-ip) (Tedavi grubu-1)

Bu gruptaki farelere 8. ve 10. haftalarda birer kez Complete Freund's Adjuvant
(CFA) (Sigma, F5881-10X, U.S.A) + Kazein (218680, Merck, Almanya)
emiilsiyonu 0,3 ml intraperitoneal enjeksiyonunu takiben etken maddesi
metilprednizolon olan Depo-Medrol® isimli kortikosteroid arka sol bacaga 10 mg/kg

dozda kas i¢i uygulandi.

3.4.6. Grup 6 (CFD-sc) (Tedavi grubu-2)

Bu gruptaki farelere 8. ve 10. haftalarda birer kez Complete Freund's Adjuvant
(CFA) (Sigma, F5881-10X, U.S.A) + Kazein (218680, Merck, Almanya)
emiilsiyonu 0,3 ml karin bdlgesine subkutan enjeksiyonunu takiben etken maddesi
metilprednizolon olan Depo-Medrol® isimli kortikosteroid arka sol bacaga 10 mg/kg

dozda kas i¢i uygulandi.

3.5. Anestezi, Sakrifikasyon, Nekropsi, Kan ve Doku Orneklerinin Toplanmasi

[k enjeksiyonlar takiben 8 hafta sonunda (15 haftalik) tiim fareler tartildi. Rahat ve
agrisiz bir sekilde kan almak amaci ile farelere ksilazin & ketamin anestezisi
uygulandi. Bu amagcla her bir fareye 10 mg/kg dozda ksilazin, 100 mg/kg dozda

ketamin intraperitoneal yolla insiilin enjektorii yardim ile verildi. Tiim hayvanlarin
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kalplerinden kan alinarak 4 ml' lik serum tiiplerine (454204, Vacuette, USA)
bosaltildi. Fareler heniiz anestezi altinda iken servikal dislokasyon ile sakrifiye
edilerek nekropsileri yapildi. Nekropside tiim hayvanlarin karaciger, dalak ve bobrek

dokusundan parcalar alinarak %10 luk tamponlu formaldehit icerisine konuldu.

3.5.1. Complete Freund’s Adjuvant-Kazein Emiilsiyonu

Steril Complete Freund’s Adjuvant (CFA) (F5881-10X, Sigma, U.S.A.) ve steril
Phosphate Buffered Saline (PBS) esit miktarda (12 ml) alinarak karistirildi. Karigima
8 mg/ml oraninda olacak sekilde toz kazein (218680, Merck, Almanya) katilarak
karistirildi ve steril enjektorlere 0,3 ml ¢ekildi (Linke ve ark., 1975).

3.5.2. Tartim Islemleri

Yapilan uygulamalardan dogan gruplar arasi farkliliklarin saptanmasi amaciyla, 7
haftalik yastaki 25' er gr agirliginda segilen farelerin, 15. haftanin sonunda, 6ncelikle
canli agirliklart kaydedildi. Canli agirlik tartimlari, dijital hassas terazi (PCB 1000-
1, KERN, Almanya) ile yapildi. Bunun disinda c¢alisma sirasinda kullanilan
kimyasal maddelerin tartimlart da, dijital hassas terazide (BP-110S, Sartorius,

Almanya) gergeklestirildi.

3.5.3. Doku Orneklerinin slenmesi

Alman dokular % 10’ luk tamponlu formaldehit soliisyonunda tespit edildi. Kirksekiz
saatlik tespit islemini takiben, degisik derecelerde (%70, 80, 90, 100) alkol, ksilol ve
parafin serisi igeren ototeknikon cihazina (TP 1020, Leica, Almanya) alindi.
Graniillii parafinle (327212, Sigma, Almanya) bloklanan dokular mikrotom ile (RM
2155, Leica, Almanya) 5 mikrometre (um) kalinliginda kesildi. Karaciger, dalak ve
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bobrekler amiloid birikimi agisindan degerlendirilmek iizere, Hematoksilen-Eosin
(H.E.) ve Kongo kirmizist ile boyandi. Kongo kirmizisi pozitif boyanan sahalar 151k
mikroskobunda (ECLIPSE 80i, Nikon, Japonya) polarize filtre (C-SP 756526, Nikon,
Japonya) altinda amiloidin olup olmamasi agisindan kontrol edildi. Dokularda
immunohistokimyasal boyama yontemi ile amiloid A, IL-1 B, IL-6 ve TNF-o’ ya
bakildu.

3.5.4. Hematoksilen-Eosin Boyama Protokolii

1. Hazirlanan kesitler deparafinizasyon islemi i¢in ksilollere alindi (3x3 dakika)

2. Hidrasyon islemi igin kesitler dereceli alkollerden gegirilerek distile suya alindi
(4x3 dakika).

3. Kesitler Harris Hematoksilen soliisyonunda 10 dakika bekletildikten sonra 5
dakika akar suda yikandi.

4. Fazla boyanin alinmasi i¢in asit alkolden gegirilen kesitler amonyakli suya alindu.
5. Eosinde 5 dakika bekletilen kesitler akar suda 2 dakika yikandi. Dereceli alkol
serisine alinan kesitler (4x3 dakika) kurutularak daha sonra ksilollere alindi (3x3
dakika).

6. Boyanmis olan preparatlar entellan (107961, Merck, Almanya) ve lamelle
kapatildi.

3.5.5. Kongo Kirmizis1 Boyama Protokolii

Dokularda amiloid varligin1 goézlemlemek igin "Alkaline Congo red” (Puchtler,
Sweat & Levine’s Congo red) metodu uygulandi (Puchtler ve ark., 1962).

1. Kesitler deparafinizasyon isleminden gegcirilerek, distile su agamasina getirildi.
2. Cekirdeklerin boyanmasi icin kesitler Mayer hematoksilen (109249, Merck,
Almanya) ile 5 dakika boyandi; akarsuda 10 dakika mavi renk alincaya kadar

yikandu.
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3. Stok Soliisyonu-1 (Doymus alkolik tuz soliisyonu I) i¢in 800 ml etil alkol (2500,
Merck, Almanya) igerisine 200 ml distile su ve 20 gr sodyum chloride (567440,
Merck, Almanya) ilave edildi. Stok soliisyonundan 50 ml alinip igerisine 0,5 ml %1’
lik wiv (w: kiitle-agirlik / v: hacim) sodium hydroxide (106498, Merck, Almanya)
eklenerek doymus alkolik tuz ¢alisma soliisyonu hazirlanarak kesitler bu soliisyonda
20 dakika bekletildi. Calisma soliisyonlarinin taze olarak hazirlanmasma 6zen
gosterildi.

4. Daha sonra ¢alisma soliisyonu-2 hazirlanarak, kesitler bu soliisyonda da 20 dakika
bekletildi. Bunun i¢in stok soliisyonu-1’ den 500 ml alinarak igerisine 1 gr Kongo
kirmizisi toz (1013400025, Merck, Almanya) eklenildi ve boylece Kongo kirmizisi
stok soliisyonu hazirlanmis oldu. Kongo kirmizisi stok soliisyonundan 50 ml alinarak
icerisine 0,5 ml %1’ lik w/v sodium hydroxide (106498, Merck, Almanya) eklenerek
calisma soliisyonu hazirlandi. Calisma soliisyonlarinin taze olarak hazirlanmasina
0zen gosterildi.

5. Kesitler, absolut alkolden 3 kere (her seferinde 5 kez daldirilip ¢ikartilarak)
gecirilerek yikandi.

6. Dehidrasyon asamasindan sonra kesitler ksilolden gegirilerek entellan (107961,

Merck, Almanya) ve lamelle kapatildi.

3.5.6. Immunohistokimya (IHC) Protokolii

Calismada, Amiloid A primer antikoru (Ab2539, Abcam, U. K.), IL-1 B primer
antikoru (Sc-7884, Santa Cruz, U.S.A.), IL-6 primer antikoru (Ab6672, Abcam,
U.K.) ve TNF-a primer antikoru (Pa-1079, Boster Biological Technology, U.K.)
kullanildi. Sekonder antikor olarak (Sa-2010, Boster Biological Technology, U.K.)
(Goat Anti-mouse IgG) kullanildi. Primer antikorlar amiloid A 1/160, IL-1$ 1/200,
IL-6: 1/500, TNF-a: 1/500 oraninda sulandirildi. Kromojen olarak 3,3’-
diaminobenzidine (DAB) (00-2020, Zymed, U.S.A.), zemin boyamasi i¢in Mayer
Hematoksilen kullanildi. Amiloid A, IL-1 B, IL-6, TNF-a i¢in yapilan immun
boyamada karaciger, bobrek ve dalak dokusunda boyanma yok (-), hafif siddette
boyanma (+1), orta siddette boyanma (+2) ve siddetli boyanma (+3) olarak iki kisi
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tarafindan degerlendirildi (A.U. ve A.S.) (Vermeirsch ve ark., 2001; Misirlioglu ve
ark., 2006).

Amiloid A, IL-1B, IL-6, ve TNF-o antikor varligi Streptavidin-Biotin-
Peroksidaz Kompleks yontemi ile boyandi. Bu yonteme gore;
1. 5 @’ luk parafin kesitler polilizinli adhesive lama ¢ekilerek, 37 OC’ lik etiivde 60
dakika bekletildi.
2. Deparafinizasyon islemi i¢in ksilole (2x5dakika) alinan kesitler daha sonra %70’
lik alkol soliisyonlarindan gecirildi (2x5dakika).
3. Dokulardaki antijeni agiga ¢ikarmak i¢in sitrat buffer soliisyonu (C9999, Sigma,
Almanya) icersine alinan kesitler mikrodalga firinda, 700 watt’lik devirde 4 x 5
dakikalik 1sitma islemine tabii tutuldu. Kesitler sogumasi ig¢in sitrat buffer
sollisyonunda 20 dakika bekletildi.
4. Fazla antikor kaybini1 6nlemek amaciyla dokularin etrafi pap pen kalem (ab2601,
Abcam, U.K.) ile gizilerek once distile suda, sonra Phosphat Buffer Saline (PBS) de
(P3813, Sigma, Almanya) 2x5 dakika yikandi.
5. Endojen peroksidaz aktivitesini 6nlemek i¢in dokular %3’ liik Hidrojen Peroksit
(H202) (386790, Merck, Almanya) soliisyonunda 5 dakika bekletildi ve daha sonra
kesitler PBS’de 5 dakika yikandi.
6. Zemin boyamasini engellemek i¢in dokular {izerine protein bloke edici soliisyon
(Sa2010, Boster Biological Technology, U.K.) ilave edilerek 30 dakika bekletildi.
7. Dokular yikanmadan {izerine primer antikor konup (TNF-a 1/500, IL-1B 1/200,
IL-6 1/500, Amiloid A 1/160 oraninda sulandirilarak) 1 gece 4°C de inkiibe edildi.
8. Dokular PBS’ de 5 dakika yikandiktan sonra dokular {izerine biotinlenmis ve
fareye kars1 hazirlanmis kegi antikoru “Goat Anti Mouse-sekonder antikor” (Sa2010,
Boster Biological Technology, U.K.) sekonder antikor damlatilarak 20 dakika
bekletildi.
9. Dokular PBS’de 2x5 dakika yikandiktan sonra iizerine Streptavidin Peroksidaz
Kompleks (SABC-POD) (Sa2010, Boster Biological Technology, U.K.) damlatilarak
20 dakika bekletildi.
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10. Dokular PBS’de 2x5 dakika yikandiktan sonra {izerine 3,3’ -Diaminobenzidin
(DAB) damlatilarak 3 dakika oda 1sisinda beklendi (50 ul DAB 1 ml substrat ile
sulandirildi) (Ab64238, Abcam, U.K.).

11. Dokular PBS’de 2x5 dakika yikandiktan sonra karsi boyama yapmak igin lizerine
Mayer hematoksilen soliisyonu (109249, Merck, Almanya) damlatilarak 2 dakika
bekletildi.

12. Dokular 5 dakika akar suda yikandiktan sonra dokular alkol (%96, 100) ve ksilol
serisinden gegirilerek (1x3 dakika) gegirilerek tizerleri entellan (107961, Merck,
Almanya) ve lamelle kapatildi (True, 1991; Jackson ve Bylthe, 2008).

3.6. Preparatlarin incelenmesi

Hematoksilen-Eosin ve Kongo kirmizisi ile beraber immunohistokimyasal metotla
boyanmis preparatlar goriintiilii (ECLIPSE 80i, Nikon, Japonya) ve polarize
atagmanli (C-SP 756526, Nikon, Japonya) mikroskopta iki kisi tarafindan skorlandi
(A.U.ve AS)).

3.6.1. Mikroskobik Olarak Dokularin Skorlanmasi

Karaciger, dalak ve bobrek dokusunda hiicre infiltrasyonlari, nekroz, yag doku
hiicrelerinde artis ve bag doku artist H.E ile; amiloid birikimlerine ise, Kongo
kirmizis1 ve immnohistokimyasal olarak boyanmis preparatlar ile bakildi. Dokularin
H.E, Kongo kirmizis1 ve immunohistokimyasal boyama skorlanmasinda karaciger,
dalak ve bobrekte, amiloid birikiminin siddeti, yangi hiicrelerinin yayginligi ve
nekrozun varlig1 ve bag dokunun artis1 agisindan degerlendirilmistir. Siddetine gore
10° luk biiyiitmedeki bir mikroskop sahasinda pozitif boyanma ve yansimanin
olmamasi negatif (-), hafif siddette ise (+1), orta siddette ise (+2), siddetli ise (+3)
olarak degerlendirilirken, yayginlikta negatiflik (0), %1' den az (1), %1-9 aras1 (2),
%10-32 aras1 (3), %33-65 arast (4) ve %65 (5) tizeri seklinde degerlendirildi
(Vermeirsch ve ark., 2001; Misirlioglu ve ark., 2006).
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3.7. Kan Analizleri

Calisma sonunda 4 ml' lik serum tiiplerine (454204, Vacuette, U.S.A.) alinan kan
ornekleri 3000 rpm’de 10 dk santrifuje (EBA 21, Hettich, Almanya) edilerek
serumlar1 ayrildi. Serum Ornekleri biyokimyasal analizler ve diger parametrelerin
Olctimleri i¢in derin dondurucuda -20 °C’ de analiz giiniine kadar saklandi. Elde
edilen serumlardan ELISA yontemi ile SAA (CSB-E08590, CusaBio, China), IL-1p
(EK-0394, Boster Biological Technology, U.K.), IL-6 (EK-0411, Boster Biological
Technology, U.K.), TNF-o (EK-0527, Boster Biological Technology, U.K.)
degerlerine bakildi. Olgiimler Afyon Kocatepe Universitesi Veteriner Fakiiltesi

Fizyoloji Anabilim Dali Laboratuvarinda yapildi.

3.7.1. Reagentlerin Hazirlanmasi ve Saklanmasi

TNF-a, IL-1pB, IL-6 ve SAA standart soliisyonlar1 ve biyotinlenmis anti-fare TNF-a,
IL-1B, IL-6 ve SAA antikor ¢alisma soliisyonlar1 uygulamaya baslanmadan en fazla
1 saat dnce hazirlandi. Soliisyonlar her bir kuyucuk icin 0,1 ml olacak sekilde uygun
miktarda hazirlandi. Biyotinlenmis anti-fare TNF-a, IL-1B, IL-6 ve SAA antikorlari,
antikor sulandirma buffer soliisyonu yardimi ile 1:100 oraninda sulandirildi ve
hizlica karigtirildi.  Avidin-Biyotin-Peroksidaz ~ Kompleks (ABC) ¢alisma
sollisyonuda, uygulamaya baslanmadan en fazla 1 saat 6nce hazirlandi. Soliisyon her
bir kuyucuk i¢in 0,1 ml olacak sekilde yeteri miktarda hazirlandi. ABC, ABC

sulandirma soliisyonu yardimiyla 1:100 oraninda sulandirildi ve hizlica karistirildi.

3.7.2. ELISA Test Prosediirii

Avidin  Biotin  Peroksidaz = Kompleks (ABC) c¢alisma sollisyonu ve
Tetramethlybenzidine (TMB) renk gelistirme ajani kullanilmadan 6nce 30 dakika

boyunca 37 °C' ye kadar isitildi. Numuneler ve reaktifler sulandirilirken tamamen
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esit miktarlarda karistirildi. Standart antikor (TNF-a, IL-1B, IL-6 ve SAA) tespit
egrileri, her bir uygulama i¢in hazir hale getirildi. Numunelerde tahmini TNF-a, IL-

1B, IL-6 ve SAA miktarlari, kaba diliisyon katlar1 halinde belirlendi. Buna gore:

3.7.3. Serum TNF-a Ol¢iimii

a) Her bir kuyucuk basina 1000-15,6 pg/ml olacak sekilde 0,1 ml TNF-a (EK0527,
Boster, U.S.A.) standart soliisyonu hazirlanarak 96 kuyucuklu plaka i¢ine konuldu.
Blank kuyucuguna (Kontrol) 0,1 ml' lik 6rnek sulandirma buffer soliisyonundan
eklendi. Uygun sekilde sulandirilmig fare serumu numunelerinden, her bir kuyucuga
0,1 ml eklendi.

b) Plakanin kapagi kapatildiktan sonra hafifce calkalanarak 37 °C de 90 dakika
boyunca inkiibe edildi.

c) Daha sonra plaka kapag: kaldirilarak, plaka icerigi dokildii ve bir kagit havlu
yardimryla kurulandi.

d) Ardindan her bir kuyucuga, 0,1 ml biyotinlenmis anti-fare TNF-o antikor
soliisyonu eklendi ve plaka 37 OC de 60 dakika boyunca inkiibe edildi.

e) 0,01 M PBS ile plaka 3 kez yikandi.

f) Her bir kuyucuga hazirlanan ABC c¢alisma soliisyonundan 0,1 ml eklendi ve 30
dakika boyunca plaka 37 °C de inkiibe edildi.

g) 0,01 M PBS ile plaka 5 kez yikandi.

h) Hazirlanan TMB renk gelistiriciden, plakadaki her bir kuyucuga, 90 ul eklendi ve
37 °C de 25-30 dakika boyunca, karanlik ortamda inkiibe edildi.

1) Her bir kuyucuga TMB durdurma soliisyonundan 0,1 ml eklendi ve rengin hizlica
sartya doniistiigii gézlendi.

i) Durdurma c¢ozeltisi ilave edildikten sonra, 30 dakika iginde bir mikroplaka
okuyucusu (MR-96A, Mindray, U.S.A.) yardimiyla O. D. (optik dansite) 450 nm
absorbansta okundu. Cihaz tarafindan c¢izilen standart egri, cihaz yardimi ile

otomatik olarak hesaplanarak sonuglar elde edildi.
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3.7.4. Serum IL-1p Ol¢iimii

a) Her bir kuyucuk basina 0,1 ml miktarda, 800-12.5 pg/ml' lik oranlarda fare I1L-1p
(EK0394, Boster, U.S.A.) standart soliisyonundan, onceden kaplanmis olan 96
kuyucuklu plaka i¢ine konuldu. Blank kuyucuguna 0,1 ml' lik 6rnek sulandirma
buffer soliisyonundan eklendi. Uygun sekilde sulandirilmis fare serumu
numunelerinden, her bir kuyucuga 0,1 ml eklendi.

b) Plakanin kapagi kapatildiktan sonra hafifce galkalanarak 37 °C de 90 dakika
boyunca inkiibe edildi.

c) Daha sonra plaka kapagi kaldirilarak, plaka icerigi dokiildii ve bir kagit havlu
yardimiyla kurulandi.

d) Ardindan her bir kuyucuga, 0,1 ml biyotinlenmis anti-fare IL-1 antikor
soliisyonu eklendi ve plaka 37 OC de 60 dakika boyunca inkiibe edildi.

e) 0,01 M PBS ile plaka 3 kez yikandu.

f) Her bir kuyucuga hazirlanan ABC ¢alisma soliisyonundan 0,1 ml eklendi ve 30
dakika boyunca plaka 37 °C de inkiibe edildi.

g) 0,01 M PBS ile plaka 5 kez yikandi.

h) Hazirlanan TMB renk gelistiriciden, plakadaki her bir kuyucuga, 90 pul eklendi ve
37 °C de 25-30 dakika boyunca, karanlik ortamda inkiibe edildi.

1) Her bir kuyucuga TMB durdurma soliisyonundan 0,1 ml eklendi ve rengin hizlica
sartya doniistiigii gézlendi.

i) Durdurma ¢ozeltisi ilave edildikten sonra, 30 dakika iginde bir mikroplaka
okuyucusu (MR-96A, Mindray, U.S.A.) yardimiyla O. D. 450 nm absorbansta
okundu. Cihaz tarafindan g¢izilen standart egri, cihaz yardimi ile otomatik olarak

hesaplanarak sonuglar elde edildi.

3.7.5. Serum IL-6 Ol¢iimii

a) Her bir kuyucuk basma 0,1 ml miktarda, 1000 - 15,6 pg/ml' lik oranlarda fare I1L-6
(EKO411, Boster, U.S.A.) standart soliisyonundan, onceden kaplanmis olan 96

kuyucuklu plaka i¢ine konuldu. Blank kuyucuguna 0,1 ml' lik 6rnek sulandirma
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buffer solisyonundan eklendi. Uygun sekilde sulandirilmig fare serumu
numunelerinden, her bir kuyucuga 0,1 ml eklendi.

b) Plakanin kapagi kapatildiktan sonra hafifce calkalanarak 37 °C de 90 dakika
boyunca inkiibe edildi.

¢) Daha sonra plaka kapagi kaldirilarak, plaka igerigi dokiildii ve bir kagit havlu
yardimiyla kurulandi.

d) Ardindan her bir kuyucuga, 0,1 ml biyotinlenmis anti-fare 1L-6 antikor soliisyonu
eklendi ve plaka 37 °C de 60 dakika boyunca inkiibe edildi.

e) 0,01 M PBS ile plaka 3 kez yikandi.

f) Her bir kuyucuga hazirlanan ABC ¢alisma soliisyonundan 0,1 ml eklendi ve 30
dakika boyunca plaka 37 °C de inkiibe edildi.

g) 0,01 M PBS ile plaka 5 kez yikandi.

h) Hazirlanan TMB renk gelistiriciden, plakadaki her bir kuyucuga, 90 pul eklendi ve
37 °C de 25-30 dakika boyunca, karanlik ortamda inkiibe edildi.

1) Her bir kuyucuga TMB durdurma soliisyonundan 0,1 ml eklendi ve rengin hizlica
sartya doniistiigli gézlendi.

i) Durdurma c¢ozeltisi ilave edildikten sonra, 30 dakika i¢inde bir mikroplaka
okuyucusu (MR-96A, Mindray, U.S.A.) yardimiyla O. D. 450 nm absorbansta
okundu. Cihaz tarafindan g¢izilen standart egri, cihaz yardimi ile otomatik olarak

hesaplanarak sonuglar elde edildi.

3.7.6. Serum SAA Olciimii

a) Her bir kuyucuk bagina 0,1 ml miktarda, 40 - 0,625 pg/ml oranlarda fare SAA
(CSB-E08591m, Cusabio, U.S.A.) standart soliisyonundan, 6nceden kaplanmis olan
96 kuyucuklu plaka i¢ine konuldu. Blank kuyucuguna 0,1 ml' lik 6rnek sulandirma
buffer soliisyonundan eklendi. Uygun sekilde sulandirilmig fare serumu
numunelerinden, her bir kuyucuga 0,1 ml eklendi.

b) Plakamin kapag kapatildiktan sonra 37 °C de 120 dakika boyunca inkiibe edildi.

) Ardindan her bir kuyucuga, 0,1 ml biyotinlenmis anti-fare SAA antikor soliisyonu
eklendi ve plaka 37 °C de 60 dakika boyunca inkiibe edildi.
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e) Takibinde yikama soliisyonu ile 3 sefer yikandi.

) Her bir kuyucuga hazirlanan HRP-avidin ¢alisma soliisyonundan 0,1 ml eklendi ve
60 dakika boyunca plaka 37 °C de inkiibe edildi.

g) Yikama soliisyonu ile 5 kez yikandi.

h) Hazirlanan TMB-Substrattan plakadaki her bir kuyucuga, 90 ul eklendi ve 37 °c
de 20 dakika boyunca, karanlik ortamda inkiibe edildi.

1) Her bir kuyucuga durdurma soliisyonundan 0,05 ml eklendi ve rengin hizlica
sartya doniistiigli gozlendi.

i) Durdurma c¢ozeltisi ilave edildikten sonra, 30 dakika i¢inde bir mikroplaka
okuyucusu (MR-96A, Mindray, USA) yardimiyla O. D. 450 nm absorbansta okundu.
Cihaz tarafindan ¢izilen standart egri, cihaz yardimi ile otomatik olarak hesaplanarak

sonuglar elde edildi (Sekil 2 ve 3).

Sekil 2. Stop soliisyonundaki TNF-o ve IL-6' nin ELISA goriintiileri.
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Sekil 3. Stop soliisyonundaki SAA nin ELISA goriintiisii.

3.8. Istatistiksel Degerlendirme

Dokulardaki amiloid birikim siddetinin gruplara gore dagilimi ve canli agirlik
oranlarinin gruplara gore dagilimi ile serum ELISA degerlerinin dagilimimin
istatistiki degerlerinin saptanmasinda; SPSS 18.0.0 for Windows (Release 18.0.0,
Copyright® SPSS Inc, The Apache Software Foundation, 1989-2009) programi
kullanildi. Gruplar arasi farkliliklarin belirlenmesinde Kruskal - Wallis testinden, bu
testin uygulanmasi sonucunda gruplar arasi farklilik belirlenen durumlarda, farklilig
olusturan grup ya da gruplarin ortaya konmasinda ise Nemenyi testinden faydalanildi

(Ozdamar, 2004) (Sekil 4).

Istatistiki degerlendirmeler sonucunda P<0,05 degeri istatistiksel olarak
onemli, P<0,01 degeri ise istatistiksel olarak ¢ok onemli kabul edildi. Her bir deney
grubunun serum degerlerinin birbirileri arasindaki iliskisini ortaya koymak amaci ile

Pearson Korelasyon testi uygulandi. Korelasyon katsayilarinin énem kontrolii "t
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testi" ile yapildi. Organlardaki amiloid olusumu siddeti oranlarina iligkin verilerin
istatistik analizlerinde de; SPSS 18.0.0 for Windows (Release 18.0.0, Copyright®
SPSS Inc, The Apache Software Foundation, 1989-2009) programindan
yararlanilarak "Ki-kare" testleri yapild1 (Ozdamar, 2004).

Nemenyi Testi i¢in gerekli olan MSD (Minimum Significant Difference)

degerinin hesaplanmasinda Sekil 4.” te verilen formiil esas alindi.

1 6 grup icin:
SE = k(n+1) q = 4,03

MSD = SE * q

Sekil 4. Nemenyi Testi Hesaplamasi
( SE: Standart Eror, n: Toplam Gozlem Sayisi, k: Grup Sayisi. )

3.9. Etik Kurul izni ve Deney Hayvam Kullanma Sertifikasi

Bu calismada deney hayvani kullanilmasi ve deney hayvanlari tizerinde ki belirtilen
deneysel islemlerin yapilabilmesi i¢in Afyon Kocatepe Universitesi Hayvan Etik
Kurulu' nun 27.08.2010 tarih, 66-10 referans ve 140 sayr numarali karari ile onay
alinmigtir. Deney hayvanlar1 iizerinde ki deneysel muameleler Deney Hayvani
Kullanim1 ve Bakimi Sertifikasyonuna sahip bir arastirmaci (A.S.) (Deney Sertifikasi
No: 00-45/2009) tarafindan yiirtitilm{istir.
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4. BULGULAR

4.1. Klinik Bulgulari

4.1.1. Grup 1 (K-ip) (Negatif kontrol grubu-1)

Bu gruptaki hayvanlarda herhangi bir klinik bulgu gézlenmedi.

4.1.2. Grup 2 (K-sc) (Negatif kontrol grubu-2)

Bu gruptaki hayvanlarda herhangi bir klinik bulgu gézlenmedi.

4.1.3. Grup 3 (CF-ip) (Deney grubu-1)

Bu grupta 10. haftadaki enjeksiyonu takiben 4 hayvan o6ldi. Gruptaki tiim
hayvanlarda 8. ve 10. haftalardaki enjeksiyonlari takiben, hayvanlarin enjeksiyon
bolgesini yaladiklar1 ve karinlarimi yere bastirmalar1 ile Kkarakterize siddetli
abdominal agri belirtileri gosterdikleri gozlendi. Enjeksiyonu takip eden 48 saat
boyunca hayvanlarin durgunlastiklari, tiiylerinde hafif karisgikligin oldugu ve yem
tiketimlerinde azalma oldugu tespit edildi. Yetmis ikinci saatte ise hayvanlarda

klinik olarak herhangi bir bulguya rastlanilmadi.
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4.1.4. Grup 4 (CF-sc) (Deney grubu-2)

Bu grupta 10. haftadaki enjeksiyonu takiben 1 hayvan oldi. Gruptaki tim
hayvanlarda 8. ve 10. haftalardaki enjeksiyonlari takiben, hayvanlarin enjeksiyon
bolgesini yaladiklar1 ve karmlarimi yere bastirmalar1 ile karakterize siddetli
abdominal agr1 belirtileri gosterdikleri gézlendi. Enjeksiyonu takip eden 24 saat
boyunca hayvanlarin durgunlastiklari, tiiylerinde hafif karisikligin oldugu ve yem
tilketimlerinde azalma oldugu tespit edildi. Kirk sekizinci saatte ise hayvanlarda

klinik olarak herhangi bir bulguya rastlanilmadi.

4.1.5. Grup 5 (CFD-ip) (Tedavi grubu-1)

Gruptaki tiim hayvanlarda 8. ve 10. haftalardaki enjeksiyonlar1 takiben, hayvanlarin
enjeksiyon bolgesini yaladiklari ve karinlarini yere bastirmalari ile karakterize
siddetli abdominal agr1 belirtileri gosterdikleri gézlendi. Enjeksiyonu takip eden 48
saat boyunca hayvanlarin durgunlastiklari, tiiylerinde hafif karigikligin oldugu ve
yem tiikketimlerinde azalma oldugu tespit edildi. Yetmis ikinci Saatte ise hayvanlarda

klinik olarak herhangi bir bulguya rastlanilmadi.

4.1.6. Grup 6 (CFD-sc) (Tedavi grubu-2)

Gruptaki tiim hayvanlarda 8. ve 10. haftalardaki enjeksiyonlar1 takiben, hayvanlarin
enjeksiyon bolgesini yaladiklari ve karmlarmi yere bastirmalari ile Kkarakterize
siddetli abdominal agr belirtileri gosterdikleri gézlendi. Enjeksiyonu takip eden 24
saat boyunca hayvanlarin durgunlastiklari, tiiylerinde hafif karisikligin oldugu ve
yem tiiketimlerinde azalma oldugu tespit edildi. Kirk sekizinci saatte ise hayvanlarda

klinik olarak herhangi bir bulguya rastlanilmadi.
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4.2. Canh Agirhk Bulgular:

Calisma gruplarmin olusturulmasi esnasinda, 7 haftalik iken, her biri 25 g ortalama
canli agirliga sahip olan hayvanlarin, ¢alismanin sonlandirildigi 15. haftada, her
birinin nekropsi Oncesinde canli agirliklar1 tartilarak o6l¢iildii. Calismanin 15.
haftasinda gruplara gore hayvanlarin canli viicut agirlik oranlari ve gruplar
arasindaki farkliliklar Tablo-4' te verilmistir. Calismanin 8. ve 15. haftasinda
gruplara gore hayvanlarin canli agirlik ortalamalari Sekil-5' te verilmistir. Bu
bulgulara gore Grup-3' te ki canli agirlik artisinin, diger gruplara gore daha yiiksek
oldugu tespit edilmis olup (Sekil 5), bu artisin Grup-1, Grup-2 ve Grup-6' da ki canli
agirlik artislarina gore istatistiksel agidan anlamli oldugu goriildii (p<0,05) (Tablo 4).

Tablo 4. Gruplara gore hayvanlarin canli viicut agirlik oranlart.

Gruplar* Grup-1 | Grup-2 | Grup-3 | Grup-4 | Grup-5 Grup-6 | MSD=27,93
P (K-ip) (K-sc) (CF-ip) (CF-sc) | (CFD-ip) | (CFD-sc)
Grup-1 1,4 3331° | 991 16,53 9,35
(K-ip)
Grup-2 3101 | 851 1513 | 10,75
(K-sc)
Grup-3 c
(CF-ip) 23,4 16,78 42,66
Grup-4
(CF-5¢) 6,62 19,26
Grup-5
(CFD-ip) 2588
Grup-1 Grup-2 Grup-3 Grup-4 Grup-5 Grup-6
Ortalama | 5575 | 4015 | 7206 | 4866 29,4 55,28
Deger

a - ¢: Karsilikli siitun ve satirlardaki degisik harfler ile gosterilen gruplar arasi farkliliklar istatistiki
olarak 6nemlidir ( p<0,05 ) (Kruskal-Wallis ve Nemenyi Farkli Veri Gruplarimin Karsilagtirilmasi
Testi). *Grup-1 (K-ip) Negatif kontrol grubu-I, Grup-2 (K-sc) Negatif kontrol grubu Il, Grup-3 (CF-
ip) Deney grubu I, Grup-4 (CF-sc) Deney grubu Il, Grup-5 (CFD-ip) Tedavi grubu I, Grup-6 (CFD-
sc) Tedavi grubu II.
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7.ve 15. Hafta
Canhi Agirhik Ortalamalar (g)

Canli Agirlik Artigi
Gruplar*
w
o

Grup-1 | Grup-2 | Grup-3 | Grup-4 | Grup-5 | Grup-6
(K-ip) | (K-sc) | (CF-ip) | (CF-sc) |(CFD-ip)|(CFD-sc)

B Canli Agirlik Ortalamalart 15.
Hafta / (g) 30,45 30,46 35,97 32,46 32,93 29,48
Canli Agirlik Ortalamalart
7. Hafta / (q) 25 25 25 25 25 25

Sekil 5. 7 ve 15 Haftalik yastaki gruplardaki hayvanlarin canli agirlik ortalamalari. *Grup-1
(K-ip) Negatif kontrol grubu-I, Grup-2 (K-sc) Negatif kontrol grubu I, Grup-3 (CF-
ip) Deney grubu I, Grup-4 (CF-sc) Deney grubu 11, Grup-5 (CFD-ip) Tedavi grubu
I, Grup-6 (CFD-sc) Tedavi grubu Il.

4.3. Nekropsi Bulgulari

Tim gruplardaki hayvanlarin ¢aligmanin 15. haftas1 sonunda nekropsileri yapilarak,

nekropsi bulgular1 degerlendirildi. Buna gore:

4.3.1. Grup 1 (K-ip) (Negatif kontrol grubu-1)

Bu gruptaki hayvanlarin nekropsilerinde herhangi bir makroskobik bulguya
rastlanilmadi (Sekil 6).

4.3.2. Grup 2 (K-sc) (Negatif kontrol grubu-2)

Bu gruptaki hayvanlarin nekropsilerinde herhangi bir makroskobik bulguya
rastlanilmadi (Sekil 7).
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4.3.3. Grup 3 (CF-ip) (Deney grubu-1)

Bu grupta 10. haftadaki enjeksiyondan sonra 6len 4 hayvanin nekropsisinde herhangi
bir makroskobik bulguya rastlanilmadi. Bu gruptaki tim hayvanlarin (16/16, %100)
nekropsileri sonucunda; enjeksiyon bolgesinde ve deri altinda herhangi bir
makroskobik lezyona rastlanilmadi. Karin boslugu muayenesinde peritonun karin
duvarina ve diger i¢ organlara hafiften siddetliye kadar degisen derecelerde yer yer
yapistigl, peritonda yaygin fibrozisin sekillendigi ve peritonun oldukga kalinlastig

gozlendi.

Nekropsi esnasinda bu gruptaki hayvanlarin 3 tanesinde karin boslugunda
asites gozlendi ve bu hayvanlarin her birinde biriken sivinin yaklagik 3 ml oldugu
tespit edildi. Tim hayvanlarin karacigerlerinin kapsulasinda ve parankiminde
yaklagik olarak 1-5 mm capinda boz-beyaz renkli odaklara rastlandi. Bu alanlarin
kesit yiizeyleri de benzer goériiniimdeydi. Tiim hayvanlarin karacigerlerinin
biiyliyerek, kenarlarinin kismen veya yaygin bir bigimde kiitlesmis oldugu dikkati
cekti (Sekil 8. A, B, C, D) (Tablo 5).

Karacigerde gozlenen bu bulgulara benzer lezyonlara dalakta da rastlanildi
(%100) (Sekil 8. C) (Tablo 5). Bobreklerin muayenesinde ise 9 hayvanda (%56)
yaklasik olarak 1-5 mm ¢apinda boz-beyaz renkli odaklara rastlandi. Bu alanlarin
kesit yiizeyleri de benzer goriiniimdeydi (Sekil 8. D) (Tablo 5). Nekropside
bagirsaklarin mezenteryumunda kalinlagmalar 1ile birlikte, mezenteriyel lenf

diigtimlerinde biiylime gozlendi (Tablo 5).

4.3.4. Grup 4 (CF-sc) (Deney grubu-2)

Bu grupta enjeksiyondan sonra Olen 1 hayvanin nekropsisinde herhangi bir
makroskobik bulguya rastlanilmadi. Bu gruptaki hayvanlarin nekropsilerinde,

enjeksiyon bolgesinde deri altinda yaklagik 1-5 mm ¢apinda, etrafi sinirli, i¢i kazedz
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materyal ile dolu sisliklere rastlandi (Sekil 9. A, B, D) (Tablo 5). Karin boslugu
acildiginda 2 hayvanda asites gézlendi ve bu hayvanlarda biriken s1vi 2 ml kadardi.
Hayvanlardan 5 tanesinde, (%26) karacigerlerinin kapsulasinda ve parankiminde
yaklasik olarak 1-3 mm c¢apinda boz-beyaz renkli odaklara rastlandi. Bu alanlarin
kesit yiizeyleri de benzer goriinimdeydi. Bu hayvanlarin karacigerlerinin biiyliyerek
kenarlarinin kismen kiitlesmis oldugu ve kivamin sertlestigi dikkati ¢ekti (Sekil 9. B,
C, D) (Tablo 5).

Dalakta ise 4 hayvanda (%21) karacigerdekine benzer lezyonlara rastlandi.
Yine dalagin hafif bir sekilde biiyiidiigli ve kenarlarinin kismen kiitlesmis oldugu
goriildii (Sekil 9. B) (Tablo 5). Nekropside hayvanlardan 2 tanesinin (%11)
bobreginde yaklasik olarak 1-3 mm capinda boz beyaz renkli odaklara rastlandi. iki
hayvanda mezenteriyel lenf diigiimlerinde biiylimeye rastlanildi (Tablo 5). Genel
olarak bu grupta gozlenen lezyonlarin siddeti, Grup-3' te gézlenen lezyonlara kiyasla

daha hafif siddette oldugu goriildii.

4.3.5. Grup 5 (CFD-ip) (Tedavi grubu-1)

Bu gruptaki hayvanlarin enjeksiyon boélgesinde ve deri altinda herhangi bir
makroskobik lezyona rastlanilmadi. Karm boslugunun muayenesinde, i¢ organlarin
birbirlerine ve peritona hafiften siddetliye kadar degisen derecelerde yapistigi

gortldii.

Nekropside 1 hayvanda asites olusumuna rastland1 ve bu hayvanda biriken
stvinin yaklasik 3 ml oldugu tespit edildi. Tiim hayvanlarin (%100) karacigerlerinin
kapsulasinda ve parankimasinda yaklasik olarak 1-5 mm ¢apinda boz-beyaz renkli
odaklara rastlandi. Bu alanlarin kesit yiizeyi de benzer goriiniimde idi. Ayrica tiim
hayvanlarin karacigerinin biiyiiyerek kenarlarinin kismen kiitlesmis oldugu goriildii

(Sekil 10. A, B) (Tablo 5).
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Dalakta, karacigerde gozlenen lezyonlara benzer lezyonlar goriildii. On yedi
hayvanin dalaginda (%85) hafif siddette biiyiime ile beraber kenarlarinin kiitlesmis
oldugu tespit edildi (Sekil 10. A, B) (Tablo 5). U¢ hayvanin (%15) bdbreginde
yaklasik olarak 1-3 mm g¢apinda boz-beyaz renkli odaklara rastlandi. Genel olarak bu
grupta gozlenen lezyonlarin siddeti Grup-3' e kiyasla daha hafifken, Grup-4' e kiyasla
daha siddetli oldugu goriildii (Sekil 10. B) (Tablo 5).

4.3.6. Grup 6 (CFD-sc) (Tedavi grubu-2)

Bu gruptaki hayvanlarin enjeksiyon bolgelerinde deri altinda yaklasik 1-5 mm
capinda i¢ci kaze6z materyal ile dolu sisliklere rastlandi (Sekil 11. A) (Tablo 5). Karin
boslugunun muayenesinde, herhangi bir yapisma ile beraber asites olgusuna

rastlanilmadi.

Karacigerin muayenesinde, 2 hayvanda (%10) kapsulada ve parankimada
yaklagik olarak 1-3 mm ¢apinda boz-beyaz renkli odaklara rastlandi. Bu hayvanlarin

karacigerinde biiylime ve kenarlarinda kiitlesme yok idi (Sekil 11. B, C) (Tablo 5).

Dalakta ve bobrekte herhangi bir lezyona rastlanilmadi. Bagirsaklarin
mezenteryumlarinda da herhangi bir fibrozis bulgusu gézlenmezken, sadece 2
hayvanin mezenteriyal lenf diiglimlerinde biliylimeye rastlanildi (Tablo 5). Genel
olarak bu grupta gozlenen lezyonlarin siddeti Grup-3, 4 ve 5' te kilere kiyasla daha
hafif siddette idi.
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Tablo 5. Deneysel gruplardaki hayvanlarin nekropsilerindeki makroskobik
lezyonlarin gruplardaki hayvan sayilaria gore dagilimi.

*
Gr'fp Grup!l | Grup Il | Grup Il | Grup IV | GrupV | Grup VI
Lezyon (K-ip) (K-sc) (CF-ip) (CF-sc) | (CFD-ip) | (CFD-sc)
Subkutan Kazeifiye 0/20 0/20 0/16 19/19 0/20 20/20
Siskinlik %0 %0 %0 %100 %0 %100
Peritoneal Eibrozis 0/20 0/20 16/16 0/19 20/20 0/20
%0 %0 %100 %0 %100 %0
Asites 0/20 0/20 3/16 2/19 1/20 0/20
%0 %0 %19 %11 %5 %0
Karacigerde Boz-Beyaz 0/20 0/20 16/16 5/19 20/20 2120
Odaklar %0 %0 %100 %26 %100 %10
Karacigerde Bityiime 0/20 0/20 16/16 5/19 20/20 0/20
%0 %0 %100 %26 %100 %0
Dalakta Boz-Beyaz 0/20 0/20 16/16 4/19 20/20 0/20
Odaklar %0 %0 %100 %21 %100 %0
Dalakta Biiyiime 0/20 0/20 16/16 4/19 17/20 0/20
%0 %0 %100 %21 %85 %0
Bobrekte Boz-Beyaz 0/20 0/20 9/16 2/19 3/20 0/20
Odaklar %0 %0 %56 %11 %20 %0
Mezenteriyal Fibrozis 0/20 0/20 16/16 0/19 20/20 0/20
%0 %0 %100 %0 %100 %0
Mezenteriyal Lenf 0/20 0/20 16/16 2/19 20/20 2120
Diigiimiinde Biiyiime %0 %0 %100 %11 %100 %10

*Grup-1 (K-ip) Negatif kontrol grubu-1, Grup-2 (K-sc) Negatif kontrol grubu I, Grup-3 (CF-ip)
Deney grubu I, Grup-4 (CF-sc) Deney grubu Il, Grup-5 (CFD-ip) Tedavi grubu I, Grup-6 (CFD-sc)

Tedavi grubu II.
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S

Grup 1 (K-ip) (Negatif ontrol grubu-1). Intraperitoneal % 0,9' luk NaCl enjeksiyonu
sonucunda herhangi bir bulguya rastlanilmadi.

i)

Sekil 6.

Sekil 7. Grup-2 (K-sc) (Negatif kontrol grubu-2). Subkutan % 0,9' luk NaCl enjeksiyonu
sonucunda herhangi bir bulguya rastlanilmadi.



46

Sekil 8. Grup 3 (CF-ip) (Deney grubu-1). A-B: Karacigerde bilyiime ve boz-beyaz renkli
odaklar. C: Dalakta biiyiime ve boz-beyaz renkli odaklar. D: Bobrekte boz-beyaz
renkli odaklar ve mezenteriyal fibrozis.
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Sekil 9. Grup-4 (CF-sc) (Deney grbu-2). Grup-4 (CF-sc) Deney grubu Il, A-B: Subkutan
siskinlik. C: Karacigerde hafif bityiime. D: Subkutan kazeifiye Kitle.

Sekil 10. Grup-5 (CFD-ip) (Tedavi grubu-1). Grup-5 (CFD-ip) Tedavi grubu I, A:
Karacigerde biiyiime ve boz-beyaz renkli odaklar. B: Dalakta biiylime ve bobrekte
boz-beyaz renkli odaklar ile mezenteriyal fibrozis.
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Sekil 11. rup-6 (CFD-sc) (Tedavi grubu-2). A-B: Subkutan siskinlik ve subkutan kazeifiye
kitle. C: Karacigerde boz-beyaz renkli odak.
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4.4. Mikroskobik Bulgular

4.4.1. Histopatolojik Bulgular

Hematoksilen-Eosin Boyama Bulgulari

Hematoksilen-Eosin ile yapilan boyamalarda karaciger, dalak ve bobrekte yangisal
hiicre infiltrasyonlarinin yayginligina bakilarak degerlendirmeler yapildi. Buna gore:
tim gruplarda degisen yayginlikta yangisal hiicre infiltrasyonlarmin sekillendigi
gozlendi. Ozellikle Grup-3 ve Grup-5' te, karaciger, dalak ve bobrek dokularinda
yangisal hiicre infiltrasyonlarinin diger gruplara goére daha yaygm oldugu ve yag
dokusundaki artisin daha fazla oldugu dikkati ¢ekti. Yangisal hiicre
infiltrasyonlarinin baskin bir bicimde mononiiklear hiicrelerden meydana geldigi
gbzlenirken az miktarda da polimorfoniikleer 16kosite (noétrofil) rastlanildi. Amiloid
pozitif dokularda amiloid birikimlerinin Hematoksilen-Eosin ile agik pembe,

eozinofilik bir karakterde boyandig1 ve amorf yapida oldugu dikkati ¢ekti.

Kontrol gruplarina ait hayvanlarin (Grup-1 ve Grup-2) karaciger, dalak ve
bobreklerinde nekroza rastlanmazken (Sekil 12. A, B, C, D, E, F), Grup-3 ve Grup-
5' te ki hayvanlarin karacigerlerinde; kapsulada, periportal, periasiner ve midzonal
bolgede; dalakta, lenfoid follikiillerde; bobrekte ise tubul epitellerinde siddetli
nekroza rastlandi (Sekil 13, 14; A, B, C). Grup-4 ve Grup-6' da ki hayvanlarda ise
karaciger, dalak ve bobreklerde belirtilen alanlarda orta siddette nekroza rastlandi

(Sekil 13, 14; D, E, F).

Tim deneysel gruplardaki (Grup-3, Grup-4, Grup-5, Grup-6) hayvanlarda
cogunlugunu mononiikleer hiicrelerin olusturdugu, daha az sayida notrofil
l6kositlerin  bulundugu yangt hiicrelerine, karacigerde; kapsulada, periportal,

periasiner ve midzonal bolgeler ile beraber damarlar ¢evresinde rastlandi (Sekil 13,

14; A, D).
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Karacigerde yangisal hiicre infiltrasyonlarina en yaygin olarak +4 yayginlikta,
Grup-3' te %68.8 (11/16) oraninda rastlanirken, bunu Grup-5 %15 (3/20) oraninda
takip etti. Yangisal hiicre infiltrasyonlarina +3 yayginlikta en yiiksek, Grup-5' te %40
(8/20) oraninda rastlanirken, bunu Grup-3 %31,3 (5/16) oraninda takip etti. Yangisal
hiicre infiltrasyonlarina +2 yayginlikta en yiiksek, Grup-6' da %55 (11/20) oraninda
rastlanirken bunu, Grup-4 %36,8 (7/19) ve Grup-5 %25 (5/20) oraninda takip etti.
Yangisal hiicre infiltrasyonlarina +1 yayginlikta en yiiksek, Grup-4' te %52,6 (10/19)
oraninda rastlanirken bunu, Grup-6 %25 (5/20), Grup-5, Grup-1 ve Grup-2 %20
(4/20) oraninda takip etti (Tablo 6).

Tablo 6. Gruplara gore karacigerde yangisal hiicre infiltrasyonlarinin
yayginlik oranlar1 (H.E.).
Karaciger H-E*

Yangisal Hiicre Infiltrasyonu Total
,00 1,00 2,00 3,00 4,00
Grup |K-ip | Say 16 4 0 0 0 20
Grup-1 | Gruptaki yiizdesi 80,0% | 20,0% ,0% ,0% ,0% | 100,0%
K-sc Say1 16 4 0 0 0 20
Grup-2 | Gruptaki yiizdesi 80,0%| 20,0% ,0% ,0% ,0% | 100,0%
CF-ip |Say1 0 0 0 5 11 16
Grup-3 | Gruptaki yiizdesi ,0% ,0% ,0%| 31,3%| 68,8%]| 100,0%
CF-sc | Say1 2 10 7 0 0 19
Grup-4 | Gruptaki yiizdesi 10,5% | 52,6% | 36,8% ,0% ,0% | 100,0%
CFD-ip | Say1 0 4 5 8 3 20
Grup-5 | Gruptaki yiizdesi ,0%| 20,0%] 250%| 40,0%| 150%]| 100,0%
CFD-sc | Say1 0 5 11 4 0 20
Grup-6 | Gruptaki yiizdesi ,0%| 250%] 550%| 20,0% ,0% | 100,0%
Toplam Say1 34 27 23 17 14 115
Gruptaki ylizdesi 29,6%| 235%| 20,0%| 148%| 12,2%]| 100,0%

a. Ki-kare testi ile gruplar aras1 farkliliklarin yiizdelik dilime gore verilmesi. *Grup-1 (K-ip) Negatif
kontrol grubu-1, Grup-2 (K-sc) Negatif kontrol grubu Il, Grup-3 (CF-ip) Deney grubu I, Grup-4 (CF-
sc) Deney grubu I1, Grup-5 (CFD-ip) Tedavi grubu I, Grup-6 (CFD-sc) Tedavi grubu Il.

Grup-2 haricindeki tiim gruplardaki hayvanlarda, ¢cogunlugunu mononiikleer
hiicrelerin olusturdugu, daha az sayida da notrofil 16kositlerin bulundugu yangisal
hiicre infiltrasyonlar1 dalakta kapsulada, trabekiiller ve perifollikiiler alanlarda
gozlendi (Sekil 13, 14; B, E). Dalakta yangisal hiicre infiltrasyonlarma en yaygin
olarak +4 yayginlikta, Grup-3' te %12,5 (2/16) oraninda rastlanirken bunu, Grup-5
%10 (2/20) oranminda takip etti. Dalakta yangisal hiicre infiltrasyonlarina +3
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yayginlikta en yiiksek, Grup-3' te %75 (12/16) oraninda rastlanirken bunu, Grup-5
%45 (9/20) ve Grup-6 %10 (2/20) oraninda takip etti. Dalakta yangisal hiicre
infiltrasyonlarina +2 yayginlikta, Grup-6' da %80 (16/20) oraninda rastlanirken bunu,
Grup-4 %52,6 (10/19), Grup-5 %30 (6/20) ve Grup-3 %12,5 (2/16) oraninda takip
etti. Dalakta yangisal hiicre infiltrasyonlarina +1 yayginlikta, Grup-4' te %36,8 (7/19)
oraninda rastlanirken bunu, Grup-5 %15 (3/20), Grup-6 ve Grup-1 %5 (1/20)
oraninda takip etti. Grup-1' de %95 (19/20), Grup-2' de %100 (20/20), Grup-4' te
%10,5 (2/19) ve Grup-6' da %S5 (1/20) oraninda, dalakta yangisal hiicre
infiltrasyonlarinin hig¢ sekillenmedigi tespit edildi (Tablo 7).

Tablo 7. Gruplara gore dalakta yangisal hiicre infiltrasyonlarmin yaygmlik
oranlart (H.E.).

Dalak H-E*

Yangisal Hiicre Infiltrasyonu
,00 1,00 2,00 3,00 4,00 Total
Grup~ | K-ip Sayi 19 1 0 0 0 20
Grup-1 [Gruptaki yiizdesi | 95,0%| 50%|  ,0%| .0%|  ,0%| 100,0%
K-sc Say1 20 0 0 0 0 20
Grup-2 | Gruptaki yiizdesi 100,0% ,0% ,0% ,0% ,0% | 100,0%
CF-ip Say1 0 0 2 12 2 16
Grup-3 | Gruptaki yiizdesi ,0% 0% | 125%| 75,0%| 12,5%| 100,0%
CF-sc Say1 2 7 10 0 0 19
Grup-4 | Gruptaki yiizdesi 10,5% | 36,8%| 52,6% ,0% ,0% | 100,0%
CFD-ip |San 0 3 6 9 2 20
Grup-5 | Gruptaki yiizdesi 0% 15,0%| 30,0%| 450%| 10,0%(| 100,0%
CFD-sc | Sayi 1 1 16 2 0 20
Grup-6 | Gruptaki yiizdesi 5,0% 50% ]| 80,0%| 10,0% ,0% | 100,0%
Toplam Say1 42 12 34 23 4 115
Gruptaki yilizdesi 36,5% | 10,4% | 29,6% | 20,0% 3,5% | 100,0%

a. Ki-kare testi ile gruplar aras1 farkliliklarin yiizdelik dilime gore verilmesi. *Grup-1 (K-ip) Negatif
kontrol grubu-1, Grup-2 (K-sc) Negatif kontrol grubu Il, Grup-3 (CF-ip) Deney grubu I, Grup-4 (CF-
sc) Deney grubu I1, Grup-5 (CFD-ip) Tedavi grubu I, Grup-6 (CFD-sc) Tedavi grubu Il.

Grup-1 ve Grup-2 haricindeki tiim gruplardaki hayvanlarda ¢ogunlugunu
mononiiklear hiicrelerin olusturdugu daha az sayida da notrofil 16kositlerin
bulundugu yangisal hiicre infiltrasyonlarina bobrekte kapsulada, korteks ve
medullada intersitisyel alanda rastland: (Sekil 13, 14. C, F). Bobrekte yangisal hiicre
infiltrasyonlarina en yaygin olarak +3 yayginlikta, Grup-5' te %10 (2/20) oraninda
rastlandi. Bobrekte yangisal hiicre infiltrasyonlarina +2 yayginlikta Grup-3' te
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%68,8 (11/16) oraninda rastlanirken bunu, Grup-6 %40 (8/20) ve Grup-5 %35 (7/20)
oraninda takip etti. Bobrekte yangisal hiicre infiltrasyonlarina +1 yayginlikta, Grup-
4' te %47,4 (9/19) oraninda rastlanirken bunu, Grup-6 %40 (8/20), Grup-3 %31,3
(5/16) ve Grup-5 %30 (6/20) oraninda takip etti. Grup-1 ve Grup-2' de %2100 (20/20),
Grup-4' te %52,6 (10/19), Grup-5' te %25 (5/20) ve Grup-6' da %20 (4/20) oraninda,
bobrekte yangisal hiicre infiltrasyonlarinin hi¢ sekillenmedigi tespit edildi (Tablo 8).

Tablo-8. Gruplara gore bobrekte yangisal hiicre infiltrasyonlarinin
yayginlik oranlar1 (H.E.).

Bobrek H-E?

Yangisal Hiicre Infiltrasyonu
,00 1,00 2,00 3,00 Total
Grup |[K-ip Say1 20 0 0 0 20
Grup-1 Gruptaki ylizdesi 100,0% ,0% ,0% ,0% 100,0%
K-sc Say1 20 0 0 0 20
Grup-2 Gruptaki ylizdesi 100,0% ,0% ,0% ,0% 100,0%
CF-ip Say1 0 5 11 0 16
Grup-3 Gruptaki yiizdesi 0%| 31,3%| 68,8% ,0% 100,0%
CF-sc Say1 10 9 0 0 19
Grup-4 Gruptaki yiizdesi 52,6%| 47,4% ,0% ,0% 100,0%
CFD-ip Say1 5 6 7 2 20
Grup-5 Gruptaki ylizdesi 25,0%| 30,0%| 35,0% 10,0% 100,0%
CFD-sc Say1 4 8 8 0 20
Grup-6 Gruptaki ylizdesi 20,0%| 40,0%| 40,0% ,0% 100,0%
Toplam Say1 59 28 26 2 115
Gruptaki ylizdesi 51,3% | 24,3%| 22,6% 1,7% 100,0%

a. Ki-kare testi ile gruplar arasi farkliliklarin yiizdelik dilime gore verilmesi. *Grup-1 (K-ip) Negatif
kontrol grubu-I, Grup-2 (K-sc) Negatif kontrol grubu Il, Grup-3 (CF-ip) Deney grubu I, Grup-4 (CF-
sc) Deney grubu 11, Grup-5 (CFD-ip) Tedavi grubu I, Grup-6 (CFD-sc) Tedavi grubu I1.
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Sekil 12. Kontrol gruplari normal karaciger, dalak ve bobrek dokusu. A: Grup-1
karaciger (H.E.) x20 B: Grup-1 dalak (H.E.) x10. C: Grup-1 bobrek (H.E.) x10. D:
Grup-2 karaciger (H.E.) x10. E: Grup-2 dalak (H.E.) x10. F: Grup-2 bobrek (H.E.)
x20. Barlar: 100 pm.



54

Sekil 13. Deney gruplari, karaciger, dalak ve bobrek dokusu. A: Grup-3 karacigerde +4
yayginlikta hiicre infiltrasyonu (H.E.) x10 B: Grup-3 dalakta +4 yayginlikta hiicre
infiltrasyonu (H.E.) x10. C: Grup-3 bobrekte +2 yayginlikta hiicre infiltrasyonu
(H.E.) x20. D: Grup-4 karacigerde +2 yayginlikta hiicre infiltrasyonu (H.E.) x10. E:
Grup-4 dalakta +2 yayginlikta hiicre infiltrasyonu (H.E.) x10. F: Grup-4 bobrekte
+1 yayginlikta hiicre infiltrasyonu (H.E.) x20. Barlar: 100 yum.
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Sekil 14. Tedavi gruplarn karaciger, dalak ve bobrek dokusu. A: Grup-5 karacigerde +3
yayginlikta hiicre infiltrasyonu (H.E.) x10 B: Grup-5 dalakta +4 yayginlikta hiicre
infiltrasyonu (H.E.) x10. C: Grup-5 bobrekte +3 yayginlikta hiicre infiltrasyonu
(H.E.) x10. D: Grup-6 karacigerde +2 yayginlikta hiicre infiltrasyonu (H.E.) x10. E:
Grup-6 dalakta +3 yaygmlikta hiicre infiltrasyonu (H.E.) x10. F: Grup-6 bobrekte
+2 yaygmlikta hiicre infiltrasyonu (H.E.) x10. Barlar: 100 pm.
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Kongo Kirmizis1 Boyama Bulgular:

Kongo kirmizist ile yapilan boyamalarda karaciger, dalak ve bdbrekte amiloid
birikimlerinin siddetine bakilarak degerlendirmeler yapildi. Kontrol gruplar
haricinde tiim gruplarda degisen siddette amiloid birikimlerinin sekillendigi gozlendi.
Ozellikle Grup-3 ve Grup-5' te, amiloid birikimlerinin diger gruplara gore daha
siddetli oldugu ve yag dokusunda ki artisinda daha siddetli oldugu tespit edildi.

Amiloid birikimlerine karacigerde kapsulada, periasiner, periportal ve
midzonal bolgeler ile damarlar ¢evresinde rastlandi. Kongo kirmizis1 boyamasi ile
turuncu-kirmizi renkte goriinen amiloid birikim alanlarinin polarize filtrede elma
yesili renkte yansimalar verdigi tespit edildi. Karacigerde amiloid birikimlerinin
oncelikle perivaskiiler yerlesim gosterdigi gozlendi ve birikim siddeti arttikga disse
araliklari ile remark kordonlarinin amiloid maddesi ile degisen derecelerde dolup
genisledigi tespit edildi (Sekil 15, 16; A, B, C, D).

Karacigerde, siddetli (+3) amiloid birikimlerine Grup-3' te %6,3 (1/16)
oraninda rastlandi. Karacigerde orta siddette (+2) amiloid birikimlerine Grup-3' te
%62,5 (10/16) oraninda rastlanirken bunu, Grup-5 %10 (2/20) oraninda takip etti.
Karacigerde hafif siddette (+1) amiloid birikimlerine Grup-4' te %15,8 (3/19)
oraninda rastlanirken bunu, Grup-5 %15 (3/20), Grup-3 %12,5 (2/16) ve Grup-6 %10
(2/20) oraninda takip etti. Grup-1 ve Grup-2' de %100 (20/20), Grup-6' da %90
(18/20), Grup-4' te %84,2 (16/19), Grup-5' te %75 (15/20) ve Grup-3' te %18,8
(3/16) oraninda hi¢ amiloid birikimi (-) sekillenmedigi tespit edildi (Tablo 9).

Dalakta amiloid birikimlerinin perifollikiiler bir yerlesim gosterdigi ve siddeti
arttitkga yayginligmin da arttigi izlendi. Cok siddetli olgularda dalak dokusunun
neredeyse tamaminin amiloid birikimi ile kaplandig: ve lenfoid follikiillerin nekroze
olarak gozden kayboldugu goriildii. Ayrica dalak dokusunda trabekiiller ¢evresi ile
kapsulada da yer yer amiloid birikimleri gozlendi (Sekil 17, 18; A, B, C, D). Dalakta
siddetli (+3) amiloid birikimlerine Grup-3' te %6,3 (1/16) oraninda rastlandi.
Dalakta orta siddette (+2) amiloid birikimlerine Grup-3' te %50 (8/16) oraninda



57

rastlanirken bunu, Grup-5 %5 (1/20) oraninda takip etti. Dalakta hafif siddette (+1)
amiloid birikimlerine Grup-3' te %25 (4/16) oraninda rastlanirken bunu, Grup-5
%20 (4/20), Grup-4 %15,8 (3/19) ve Grup-6 %15 (3/20) oraninda takip etti. Grup-6'
da %85 (17/20), Grup-4' te %84,2 (16/19), Grup-5' te %75 (15/20) ve Grup-3' te
%18,8 (3/16) oraninda hi¢ amiloid birikimi (-) sekillenmedigi tespit edildi (Tablo
10).

Bobrek dokusunun Kongo kirmizist boyamasinda, birikimlerin korteks ve
medullada intersitisyel alanda, tubullerin bazal membranlarinda ve glomeruluslarin
kapillar damar duvari ile Bowman boslugunda oldugu gozlendi. Bébreklerde bariz
glomeruler amiloidozis ve diger organlara gore amiloid birikim varligina olduk¢a az
rastlandi (Sekil 19, 20; A, B, C, D). Bobrekte hafif siddette (+) amiloid birikimlerine
Grup-3' te %18,8 (3/16) oraninda rastlanirken bunu, Grup-5' in %10 (2/20) oraniyla
takip ettigi gozlendi. Grup-6' da %100 (20/20), Grup-4' te %100 (19/19), Grup-5' te
%90 (18/20) ve Grup-3' te %81,3 (13/16) oraninda hi¢ (-) amiloid birikimi
sekillenmedigi tespit edildi (Tablo 11).

Tablo 9. Gruplara gore karacigerde amiloid birikimlerinin siddet oranlari
(Kongo kirmizisi)
Karaciger Kongo Kirmzisi®

Amiloid Birikimi Siddeti
,00 1,00 2,00 3,00 Total
Grup* K-ip Sayi 20 0 0 0 20
Grup-1 Gruptaki yiizdesi 100,0% ,0% ,0% ,0% 100,0%
K-sc Say1 20 0 0 0 20
Grup-2 Gruptaki yiizdesi 100,0% ,0% ,0% ,0% 100,0%
CF-ip Sayi 3 2 10 1 16
Grup-3 Gruptaki yiizdesi 18,8% 12.5% 62,5% 6,3% 100,0%
CF-sc Say1 16 3 0 0 19
Grup-4 Gruptaki yiizdesi 84,2% 15,8% ,0% ,0% 100,0%
CFD-ip Sayi 15 3 2 0 20
Grup-5 Gruptaki yiizdesi 75,0% 15,0% 10,0% ,0% 100,0%
CFD-sc Sayi 18 2 0 0 20
Grup-6 Gruptaki yiizdesi 90,0% 10,0% ,0% ,0% 100,0%
Toplam Sayi 92 10 12 1 115
Gruptaki yiizdesi 80,0% 8,7% 10,4% ,9% 100,0%

a. Ki-kare testi ile gruplar aras1 farkliliklarin yiizdelik dilime gore verilmesi. *Grup-1 (K-ip) Negatif
kontrol grubu-1, Grup-2 (K-sc) Negatif kontrol grubu I, Grup-3 (CF-ip) Deney grubu I, Grup-4 (CF-
sc) Deney grubu I1, Grup-5 (CFD-ip) Tedavi grubu I, Grup-6 (CFD-sc) Tedavi grubu Il.
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Tablo 10. Gruplara gore dalakta amiloid birikimlerinin siddet oranlar
(Kongo kirmizisi)

Dalak Kongo Kirmizisi®

Amiloid Birikimi Siddeti
,00 1,00 2,00 3,00 Total
Grup* K-ip Sayi 20 0 0 0 20
Grup-1 Gruptaki yiizdesi 100,0% ,0% ,0% ,0% 100,0%
K-sc Sayi 20 0 0 0 20
Grup-2 Gruptaki yiizdesi 100,0% ,0% ,0% ,0% 100,0%
CF-ip Say1 3 4 8 1 16
Grup-3 Gruptaki yiizdesi 18,8% 25,0% 50% 6,3% 100,0%
CF-sc Sayi 16 3 0 0 19
Grup-4 Gruptaki yiizdesi 84,2% 15,8% ,0% ,0% 100,0%
CFD-ip Say1 15 4 1 0 20
Grup-5 Gruptaki yiizdesi 75,0% 20,0% 5,0% ,0% 100,0%
CFD-sc Sayi 17 3 0 0 20
Grup-6 Gruptaki yiizdesi 85,0% 15,0% ,0% ,0% 100,0%
Toplam Say1 91 14 9 1 115
Gruptaki yiizdesi 79,1% 12,2% 7,8% 0,9% 100,0%

a. Ki-kare testi ile gruplar aras1 farkliliklarin yiizdelik dilime gore verilmesi. *Grup-1 (K-ip) Negatif
kontrol grubu-1, Grup-2 (K-sc) Negatif kontrol grubu I, Grup-3 (CF-ip) Deney grubu I, Grup-4 (CF-
sc) Deney grubu I1, Grup-5 (CFD-ip) Tedavi grubu I, Grup-6 (CFD-sc) Tedavi grubu Il.

Tablo 11. Gruplara gore bobrekte amiloid birikimlerinin siddet oranlari
(Kongo kirmizisi).

Bobrek Kongo Kirmizisi®

Amiloid Birikimi Siddeti
,00 1,00 Total
Grup* K-ip Sayi 20 0 20
Grup-1 Gruptaki yiizdesi 100,0% 0% 100,0%
K-sc Sayi 20 0 20
Grup-2 Gruptaki yiizdesi 100,0% 0% 100,0%
CF-ip Say1 13 3 16
Grup-3 Gruptaki yiizdesi 81,3% 18,8% 100,0%
CF-sc Say1 19 0 19
Grup-4 Gruptaki yiizdesi 100,0% 0% 100,0%
CFD-ip Say1 18 2 20
Grup-5 Gruptaki yiizdesi 90,0% 10,0% 100,0%
CFD-sc Sayi 20 0 20
Grup-6 Gruptaki yiizdesi 100,0% 0% 100,0%
Toplam Say1 110 5 115
Gruptaki yiizdesi 95,7% 4,3% 100,0%

a. Ki-kare testi ile gruplar arasi farkliliklarin yiizdelik dilime gore verilmesi. *Grup-1 (K-ip) Negatif
kontrol grubu-1, Grup-2 (K-sc) Negatif kontrol grubu Il, Grup-3 (CF-ip) Deney grubu I, Grup-4 (CF-
sc) Deney grubu I1, Grup-5 (CFD-ip) Tedavi grubu I, Grup-6 (CFD-sc) Tedavi grubu Il.



Sekil 15. Deney gruplari, karaciger, Kongo kirmizisi ve polarize 11k gériniimii. A: Grup-3, karacigerde siddetli (+3) amiloid birikimi,
Kongo kirmizisi (X10). B: Grup-3, karaciger, polarize 151k (X10). C: Grup-4, karacigerde hafif siddetli (+1) amiloid Kongo kirmizisi
(x10). D: Grup-4, karaciger, Polarize 151k (x10). Barlar: 100 pum.
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Sekil 16. Tedavi gruplari, karaciger, Kongo kirmizisi ve polarize 11k goriiniimii. A: Grup-5, karacigerde hafif siddetli (+1) amiloid birikimi,

Polarize 151k (X10). C: Grup-6, karacigerde hafif siddetli (+1) amiloid birikimi, Kongo

karaciger,

5

Kongo kirmizisi (x10). B: Grup

kirmizist (x10). D: Grup-6, karaciger, Polarize 151k (x10). Barlar: 100 pm.



Sekil 17. Deney gruplari, dalak, Kongo kirmizisi ve polarize 1sik goriiniimi. A: Grup-3, dalakta siddetli (+3) amiloid birikimi Kongo
kirmizis1 (x10). B: Grup-3, dalak, Polarize 1s1k (x10). C: Grup-4, dalakta hafif siddetli (+1) amiloid birikimi, Kongo kirmizisi (x10).
D: Grup-4, dalak, Polarize 151k (x10). Barlar: 100 pm.

19



Sekil 18. Tedavi gruplari, dalak, Kongo kirmizisi ve polarize 1g1k gériiniimii. A: Grup-5, dalakta orta siddetli (+2) amiloid birikimi, Kongo
kirmizis1 (x10). B: Grup-5, dalak, Polarize 151k (x10). C: Grup-6, dalakta hafif siddetli (+1) amiloid birikimi, Kongo kirmizisi (x10).
D: Grup-6, dalak, Polarize 151k (x10). Barlar: 100 pm.

29



Sekil 19. Deney gruplari, bobrek, Kongo kirmizisi ve polarize 151k goriintimi. A: Grup-3, bobrekte hafif siddetli (+1) amiloid birikimi,
Kongo kirmizisi (x20). B:Grup-3, bobrek, Polarize 151k (x20). C: Grup-4, bobrekte negatif (-) amiloid birikimi, Kongo kirmizist
(x20). D: Grup-4, bobrek, Polarize 151k (x20). Barlar: 100 pm.
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Sekil 20. Tedavi gruplari, bobrek, Kongo kirmizisi ve polarize 151k goriinimii. A: Grup-5, bobrekte hafif siddetli (+1) amiloid birikimi,

Kongo kirmizist (x10). B: Grup-5, bobrek, Polarize 151k (x10). C: Grup-6, bobrekte negatif (-) amiloid birikimi, Kongo kirmizisi

(x20). D: Grup-6, bobrek, Polarize 151k (x20). Barlar: 100 pm.
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4.4.2. Immunohistokimyasal Boyanma Bulgular

Immunohistokimyasal (IHC) boyamalar her bir gruptan érnekleme yolu ile segilen 5
hayvanin karaciger, dalak ve bobrek dokularina uygulandi. Preparatlarin
degerlendirilmesi ve skorlanmasi boyanmanin siddetine gore yapildi. Elde edilen
sonuglar istatistiksel agidan degerlendirildi. Hayvanlarin karaciger, dalak ve bobrek
dokular1 amiloid A, TNF-a, IL-1B ve IL-6 antikorlari ile immunohistokimyasal

olarak boyandi.

Amiloid A Boyanma Bulgular:

Amiloid A antikoru ile karacigerde yapilan immunohistokimyasal boyamada Grup-1
ve Grup-2' de boyanmaya rastlanmadi. Karacigerde siddetli (+3) amiloid A
boyanmasina en fazla Grup-3' te %80 (4/5) oraninda rastlanirken bunu, Grup-5 %20
(1/5) oraninda takip etti. Karacigerde orta siddette (+2) amiloid A boyanmasina en
fazla Grup-5' te %60 (3/5) oraninda rastlanirken bunu, Grup-3 ve Grup-6 %20 (1/5)
oraninda takip etti. Karacigerde hafif siddette (+1) amiloid A boyanmasina en fazla
Grup-4' te %100 (5/5) oraninda rastlanirken bunu, Grup-6 %80 (4/5), Grup-5 %20
(1/5) oraminda takip etti (Tablo 12). Karacigerdeki boyanmalara, kapsulada,
periasiner, periportal ve midzonal bdlgeler ile kupffer hiicreleri ve damarlar

cevresinde rastlandi (Sekil 21; A-F).

Amiloid A antikoru ile dalakta yapilan immunohistokimyasal boyamada
Grup-1 ve Grup-2' de boyanmaya rastlanmadi. Dalakta siddetli (+3) amiloid A
boyanmasina en fazla Grup-3' te %80 (4/5) oraninda rastlanirken bunu, Grup-5 %20
(1/5) oraninda takip etti. Dalakta orta siddette (+2) amiloid A boyanmasina en fazla
Grup-3, Grup-5 ve Grup-6' da %20 (1/5) oraninda rastlandi. Dalakta hafif siddette
(+1) amiloid A boyanmasina en fazla Grup-4' te %100 (5/5) oraninda rastlanirken
bunu, Grup-6 %80 (4/5) ve Grup-5 %60 (3/5) oraninda takip etti. (Tablo 13).
Dalaktaki boyanmalara, kapsulada, perifollikiiler ve trabekiiler alanlarda rastlandi
(Sekil 22; A-F).
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Amiloid A antikoru ile bdbrekte yapilan immunohistokimyasal boyamada
Grup-1 ve Grup-2' de boyanmaya rastlanmadi. Bobrekte orta siddette (+2) amiloid A
boyanmasina en fazla Grup-3'te %100 (5/5) oraninda rastlanirken bunu, Grup-5 %20
(1/5) oraninda takip etti. Bobrekte hafif siddette (+1) amiloid A boyanmasina en
fazla Grup-4 ve Grup-6' da %100 (5/5) oraninda rastlanirken bunu, Grup-5 %80 (4/5)
oraninda takip etti (Tablo 14). Bobrekteki boyanmalara, kapsulada, kortikal
bolgedeki glomeruluslarda ve medulla bolgesindeki tubul epitellerinde rastlandi

(Sekil 23; A-F).

Tablo 12. Gruplara gore karacigerde amiloid A boyanmasinin siddet oranlari

(IHC).
Karaciger Amiloid A®
Siddet
0 1 2 3 Total
Grup* | K-ip Say1 5 0 0 0 5
Grup-1 Gruptaki yiizdesi 100,0% ,0% ,0% ,0% 100,0%
K-sc Say1 5 0 0 0 5
Grup-2 Gruptaki yiizdesi 100,0% ,0% ,0% ,0% 100,0%
CF-ip Say1 0 0 1 4 5
Grup-3 Gruptaki yiizdesi ,0% ,0%| 20,0%| 80,0% 100,0%
CF-sc Say1 0 5 0 0 5
Grup-4 Gruptaki yiizdesi ,0% 100,0% ,0% ,0% 100,0%
CFD-ip Say1 0 1 3 1 5
Grup-5 Gruptaki yiizdesi ,0% 20,0%| 60,0%( 20,0% 100,0%
CFD-sc Say1 0 4 1 0 5
Grup-6 Gruptaki ylizdesi ,0% 80,0%| 20,0% ,0% 100,0%
Toplam Say1 10 10 5 5 30
Gruptaki yiizdesi 33,3% 33,3%| 16,7%| 16,7% 100,0%

a. Ki-kare testi ile gruplar aras1 farkliliklarin yiizdelik dilime gore verilmesi. *Grup-1 (K-ip) Negatif
kontrol grubu-1, Grup-2 (K-sc) Negatif kontrol grubu Il, Grup-3 (CF-ip) Deney grubu I, Grup-4 (CF-
sc) Deney grubu I1, Grup-5 (CFD-ip) Tedavi grubu I, Grup-6 (CFD-sc) Tedavi grubu Il.
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Tablo 13. Gruplara gore dalakta amiloid A boyanmasinin siddet oranlari

(IHC).
Dalak SAA
Siddet

0 1 2 3 Total
Grup | K-ip Say1 5 0 0 0 5
Grup-1 | Gruptaki yiizdesi 100,0% ,0% ,0% ,0% 100,0%
K-sc Say1 5 0 0 0 5
Grup-2 Gruptaki yiizdesi 100,0% ,0% ,0% ,0% 100,0%
CF-ip Say1 0 0 1 4 5
Grup-3 | Gruptaki yiizdesi ,0% ,0% 20,0%| 80,0% 100,0%
CF-sc Say1 0 5 0 0 5
Grup-4 | Gruptaki yiizdesi ,0% 100,0% ,0% ,0% 100,0%
CFD-ip |[Say1 0 3 1 1 5
Grup-5 | Gruptaki yiizdesi ,0% 60,0% 20,0% | 20,0% 100,0%
CFD-sc | Say1 0 4 1 0 5
Grup-6 | Gruptaki yiizdesi ,0% 80,0% 20,0% ,0% 100,0%
Toplam Say1 10 12 3 5 30
Gruptaki yilizdesi 33,3% 40% 10,0%| 16,7% 100,0%

a. Ki-kare testi ile gruplar aras1 farkliliklarin yiizdelik dilime gore verilmesi. *Grup-1 (K-ip) Negatif
kontrol grubu-1, Grup-2 (K-sc) Negatif kontrol grubu Il, Grup-3 (CF-ip) Deney grubu I, Grup-4 (CF-
sc) Deney grubu 11, Grup-5 (CFD-ip) Tedavi grubu I, Grup-6 (CFD-sc) Tedavi grubu I1.

Tablo 14. Gruplara gore bobrekte amiloid A boyanmasinin siddet oranlari

(IHC).
Bobrek SAA?
Siddet

0 1 2 Total
Grup | K-ip Sayi 5 0 0 5
Grup-1 Gruptaki yiizdesi 100,0% ,0% ,0% 100,0%
K-sc Say1 5 0 0 5
Grup-2 Gruptaki yiizdesi 100,0% ,0% ,0% 100,0%
CF-ip Say1 0 0 5 5
Grup-3 Gruptaki yiizdesi ,0% ,0% 100,0% 100,0%
CF-sc Say1 0 5 0 5
Grup-4 Gruptaki yiizdesi ,0% 100,0% ,0% 100,0%
CFD-ip Say1 0 4 1 5
Grup-5 Gruptaki yiizdesi ,0% 80,0% 20,0% 100,0%
CFD-sc Say1 0 5 0 5
Grup-6 Gruptaki yiizdesi ,0% 100,0% ,0% 100,0%
Toplam Sayi 10 14 6 30
Gruptaki yiizdesi 33,3% 46,7% 20,0% 100,0%

a. Ki-kare testi ile gruplar aras1 farkliliklarin yiizdelik dilime gére verilmesi. *Grup-1 (K-ip) Negatif
kontrol grubu-1, Grup-2 (K-sc) Negatif kontrol grubu I1, Grup-3 (CF-ip) Deney grubu I, Grup-4 (CF-
sc) Deney grubu I1, Grup-5 (CFD-ip) Tedavi grubu I, Grup-6 (CFD-sc) Tedavi grubu Il.
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Sekil 21. Amiloid A, Karaciger, IHC. A: Grup-1 (K-ip), boyanma yok (-), (x20), B: Grup-2 (K-sc), boyanma yok (-), (x10), C: Grup-3 (CF-ip), siddetli (+3)
boyanma, (x10), D: Grup-4 (CF-sc), hafif siddetli (+1) boyanma, (x10), E: Grup-5 (CFD-ip), orta siddetli (+2) boyanma, (x10), F: Grup-6 (CFD-sc),
hafif siddetli (+1) boyanma, (x10).
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Sekil 22. Amiloid A, Dalak, IHC. A: Grup-1 (K-ip), boyanma yok (-), (x20), B: Grup-2 (K-sc), boyanma yok (-), (x10), C: Grup-3 (CF-ip), siddetli (+3)
boyanma, (x10), D: Grup-4 (CF-sc), hafif sidddetli (+1) boyanma, (x10), E: Grup-5 (CFD-ip), orta siddetli (+2) boyanma, (x10), F: Grup-6 (CFD-
sc), hafif siddetli (+1) boyanma, (x20).
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boyanma, (x20), D: Grup-4 (CF-sc), hafif siddetli (+1) boyanma, (x20), E: Grup-5 (CFD-ip), hafif siddetli (+1) boyanma, (x20), F: Grup-6 (CFD-sc),

Sekil 23. Amiloid A, Bobrek, IHC. A: Grup-1 (K-ip), boyanma yok (-), (x20), B: Grup-2 (K-sc), boyanma yok (-), (x10), C: Grup-3 (CF-ip), orta siddetli (+2)
hafif siddetli (+1) boyanma, (x20).
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TNF-a Boyanma Bulgular

TNF-o antikoru ile karacigerde yapilan immunohistokimyasal boyamada
karacigerde siddetli (+3) TNF-a boyanmasma en fazla Grup-3' te %100 (5/5)
oraninda rastlanirken bunu, Grup-5 %40 (2/5) oraninda takip etti. Karacigerde orta
siddette (+2) TNF-a boyanmasina en fazla Grup-4 ve Grup-6' da %60 (3/5) oraninda
rastlanirken bunu, Grup-5 %40 (2/5) oraninda takip etti. Karacigerde hafif siddette
(+1) TNF-a boyanmasina en fazla Grup-1 ve Grup-2' de %100 (5/5) oraninda
rastlanirken bunu Grup-4 ve Grup-6 %40 (2/5), Grup-5 %20 (1/5) oraninda takip etti
(Tablo 15). Karacigerdeki boyanmalara, kapsulada, periasiner, periportal ve
midzonal bolgeler ile kupffer hiicreleri ve damarlar gevresinde rastlandi (Sekil 24; A-

F).

Dalakta TNF-a antikoru ile yapilan immunohistokimyasal boyamada siddetli
(+3) TNF-o boyanmasina en fazla Grup-3' te %60 (3/5) oraninda rastlanirken bunu,
Grup-5 %40 (2/5) oraninda takip etti. Dalakta orta siddette (+2) TNF-a boyanmasina
en fazla Grup-4' te %60 (3/5) oraninda rastlanirken bunu, Grup-3 ve Grup-5 %40
(2/5), Grup-6 %20 (1/5) oraninda takip etti. Dalakta hafif siddette (+1) TNF-a
boyanmasina en fazla Grup-1 ve Grup-2' de %100 (5/5) oraninda rastlanirken bunu,
Grup-6 %80 (4/5), Grup-4 %40 (2/5) ve Grup-5 %20 (1/5) oraninda takip etti (Tablo
16). Dalaktaki boyanmalara, kapsulada, perifollikiiler ve trabekiiler alanlarda

rastland1 (Sekil 25; A-F).

TNF-a antikoru ile bobrekte yapilan immunohistokimyasal boyamada siddetli
(+3) TNF-a boyanmasina en fazla Grup-3' te %40 (2/5) oraninda rastlanirken bunu,
Grup-5 %20 (1/5) oraninda takip etti. Bobrekte orta siddette (+2) TNF-a
boyanmasina en fazla Grup-3' te %60 (3/5) oraninda rastlanirken bunu, Grup-5 %40
(2/5) ile takip etti. Bobrekte hafif siddette (+1) TNF-a boyanmasina en fazla Grup-1,
Grup-2, Grup-4, Grup-6' da %100 (5/5) oraninda rastlanirken bunu, Grup-5 %40
(2/5) oraninda takip etti (Tablo 17). Bobrekteki boyanmalara, kapsulada, kortikal
bolgedeki glomeruluslarda ve medulla bolgesindeki tubul epitellerinde rastlandi

(Sekil 26; A-F).
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Tablo 15. Gruplara gore karacigerde TNF-a boyanmasinin siddet oranlari

(IHC).
Karaciger TNF-o*
Siddet
1 2 3 Total
Grup* [K-ip Say1 5 0 0 5
Grup-1 Gruptaki yiizdesi 100,0% ,0% ,0% 100,0%
K-sc Say1 5 0 0 5
Grup-2 Gruptaki yiizdesi 100,0% ,0% ,0% 100,0%
CF-ip Say1 0 0 5 5
Grup-3 Gruptaki yiizdesi ,0% ,0% 100,0% 100,0%
CF-sc Say1 2 3 0 5
Grup-4 Gruptaki yiizdesi 40,0% 60,0% ,0% 100,0%
CFD-ip Say1 1 2 2 5
Grup-5 Gruptaki yiizdesi 20,0% 40,0% 40,0% 100,0%
CFD-sc Say1 2 3 0 5
Grup-6 Gruptaki yiizdesi 40,0% 60,0% ,0% 100,0%
Toplam Say1 15 8 7 30
Gruptaki yiizdesi 50,0% 26,7% 23,3% 100,0%

a. Ki-kare testi ile gruplar aras1 farkliliklarin yiizdelik dilime gore verilmesi. *Grup-1 (K-ip) Negatif
kontrol grubu-1, Grup-2 (K-sc) Negatif kontrol grubu Il, Grup-3 (CF-ip) Deney grubu I, Grup-4 (CF-
sc) Deney grubu I1, Grup-5 (CFD-ip) Tedavi grubu I, Grup-6 (CFD-sc) Tedavi grubu Il.

Tablo 16. Gruplara gore dalakta TNF-o boyanmasinin siddet oranlar

(IHC).
Dalak TNF-¢*
Siddet
1 2 3 Total
Grup* [ K-ip Say1 5 0 0 5
Grup-1 Gruptaki ylizdesi 100,0% ,0% ,0% 100,0%
K-sc Say1 5 0 0 5
Grup-2 Gruptaki ylizdesi 100,0% ,0% ,0% 100,0%
CF-ip Say1 0 2 3 5
Grup-3 Gruptaki yiizdesi ,0% 40,0% 60,0% 100,0%
CF-sc Say1 2 3 0 5
Grup-4 Gruptaki yilizdesi 40,0% 60,0% ,0% 100,0%
CFD-ip Say1 1 2 2 5
Grup-5 Gruptaki ylizdesi 20,0% 40,0% 40,0% 100,0%
CFD-sc Say1 4 1 0 5
Grup-6 Gruptaki ylizdesi 80,0% 20,0% ,0% 100,0%
Toplam Say1 17 8 5 30
Gruptaki ylizdesi 56,7% 26,7% 16,7% 100,0%

a. Ki-kare testi ile gruplar aras1 farkliliklarin yiizdelik dilime gére verilmesi. *Grup-1 (K-ip) Negatif
kontrol grubu-1, Grup-2 (K-sc) Negatif kontrol grubu Il, Grup-3 (CF-ip) Deney grubu I, Grup-4 (CF-
sc) Deney grubu I1, Grup-5 (CFD-ip) Tedavi grubu I, Grup-6 (CFD-sc) Tedavi grubu Il.
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Tablo 17. Gruplara gore bobrekte TNF-a boyanmasinin siddet oranlar

(IHC).
Bobrek TNF-o°
Siddet
1 2 3 Total
Grup* [K-ip Say1 5 0 0 5
Grup-1 Gruptaki yiizdesi 100,0% ,0% ,0% 100,0%
K-sc Say1 5 0 0 5
Grup-2 Gruptaki yiizdesi 100,0% ,0% ,0% 100,0%
CF-ip Say1 0 3 2 5
Grup-3 Gruptaki yiizdesi ,0% 60,0% 40,0% 100,0%
CF-sc Say1 5 0 0 5
Grup-4 Gruptaki ylizdesi 100,0% ,0% ,0% 100,0%
CFD-ip Say1 2 2 1 5
Grup-5 Gruptaki ylizdesi 40,0% 40,0% 20,0% 100,0%
CFD-sc Say1 5 0 0 5
Grup-6 Gruptaki ylizdesi 100,0% ,0% ,0% 100,0%
Toplam Say1 22 5 3 30
Gruptaki yilizdesi 73,3% 16,7% 10,0% 100,0%

a. Ki-kare testi ile gruplar aras1 farkliliklarin yiizdelik dilime gore verilmesi. *Grup-1 (K-ip) Negatif
kontrol grubu-1, Grup-2 (K-sc) Negatif kontrol grubu Il, Grup-3 (CF-ip) Deney grubu I, Grup-4 (CF-
sc) Deney grubu 11, Grup-5 (CFD-ip) Tedavi grubu I, Grup-6 (CFD-sc) Tedavi grubu I1.



S
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Sekil 24. TNF-q, Karaciger, IHC. A: Grup-1 (K-ip), hafif siddetli (+1) boyanma, (x10), B: Grup-2 (K-sc), hafif siddetli (+1) boyanma, (x10), C: Grup-3 (CF-
ip), siddetli (+3) boyanma, (x20), D: Grup-4 (CF-sc), orta siddetli (+2) boyanma, (x10), E: Grup-5 (CFD-ip), orta siddetli (+2) boyanma, (x20), F:
Grup-6 (CFD-sc), orta siddetli (+2) boyanma, (x10).
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Sekil 25. TNF-a, Dalak, IHC. A: Grup-1 (K-ip), hafif siddetli (+1) boyanma, (x20), B: Grup-2 (K-sc), hafif siddetli (+1) boyanma, (x20), C: Grup-3 (CF-ip),
siddetli (+3) boyanma, (x10), D: Grup-4 (CF-sc), orta siddetli (+2) boyanma, (x10), E: Grup-5 (CFD-ip), siddetli (+3) boyanma, (x10), F: Grup-6
(CFD-sc), hafif siddetli (+1) boyanma, (x20).
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Sekil 26. TNF-0, Bobrek, IHC. A: Grup-1 (K-ip), hafif siddetli (+1) boyanma, (x20), B: Grup-2 (K-sc), hafif siddetli (+1) boyanma, (x20), C: Grup-3
(CF-ip), siddetli (+3) boyanma, (x10), D: Grup-4 (CF-sc), hafif siddetli (+1) boyanma, (x20) E: Grup-5 (CFD-ip), hafif siddetli (+1) boyanma,
(x20), F: Grup-6 (CFD-sc), hafif siddetli (+1) boyanma, (x20).

9.
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IL-1B Boyanma Bulgular

IL-1p antikoru ile karacigerde yapilan immunohistokimyasal boyamada karacigerde
siddetli (+3) IL-1p boyanmasina en fazla Grup-3' te %100 (5/5) oraninda rastlandu.
Karacigerde orta siddette (+2) IL-1B boyanmasina en fazla Grup-4' te %80 (4/5)
oraninda rastlanirken bunu, Grup-5 %60 (3/5), Grup-6 %40 (2/5) oraninda takip etti.
Karacigerde hafif siddette (+1) IL-1B boyanmasina en fazla Grup-1 ve Grup-2' de
%80 (4/5) oraninda rastlanirken bunu, Grup-6 %60 (3/5), Grup-5 %40 (2/5) ve Grup-
4 %20 (1/5) oraninda takip etti (Tablo 18). Karacigerdeki boyanmalara, kapsulada,
periasiner, periportal ve midzonal bdlgeler ile kupffer hiicreleri ve damarlar

cevresinde rastlandi (Sekil 27; A-F).

Dalakta IL-1B antikoru ile yapilan immunohistokimyasal boyamada siddetli
(+3) IL-1B boyanmasina en fazla Grup-3 ve Grup-5' te %20 (1/5) oraninda rastlandi.
Dalakta orta siddette (+2) IL-1B boyanmasina en fazla Grup-4' te %100 (5/5)
oraninda rastlanirken bunu, Grup-3 ve Grup-5 %80 (4/5), Grup-6 %40 (2/5), Grup-1
%20 (1/5) oraninda takip etti. Dalakta hafif siddette (+1) IL-1p boyanmasina en fazla
Grup-1 ve Grup-2' de %80 (4/5) oraninda rastlanirken bunu, Grup-6 %60 (3/5)
oraninda takip etti (Tablo 19). Dalaktaki boyanmalara, kapsulada, perifollikiiler ve
trabekdiler alanlarda rastlandi (Sekil 28; A-F).

IL-1pB antikoru ile bobrekte yapilan immunohistokimyasal boyamada siddetli
(+3) IL-1p boyanmasina en fazla Grup-3'te %60 (3/5) oraninda rastlandi. Bobrekte
orta siddette (+2) IL-1B boyanmasma en fazla Grup-5' te %60 (3/5) oraninda
rastlanirken bunu, Grup-3 %40 (2/5) ve Grup-4 %20 (1/5) oraninda takip etti.
Bobrekte hafif siddette (+1) IL-1p boyanmasma en fazla Grup-6' da %100 (5/5)
oraninda rastlanirken bunu, Grup-4 ve Grup-2 %80 (4/5), Grup-1 %60 (3/5) ve Grup-
5 %40 (2/5) oraninda takip etti (Tablo 20). Bobrekteki boyanmalara, kapsulada,
kortikal bolgedeki glomeruluslarda ve medulla bolgesindeki tubul epitellerinde

rastland1 (Sekil 29; A-F).
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Tablo 18. Gruplara goére karacigerde IL-1B boyanmasinin siddet oranlari

(IHC).
Karaciger IL-1§°
Siddet
0 1 2 3 Total
Grup* [ K-ip Say1 1 4 0 0 5
Grup-1 | Gruptaki yiizdesi 20,0% 80,0% ,0% ,0% 100,0%
K-sc Say1 1 4 0 0 5
Grup-2 | Gruptaki yiizdesi 20,0% 80,0% ,0% ,0% 100,0%
CF-ip Say1 0 0 0 5 5
Grup-3 | Gruptaki yiizdesi ,0% ,0% ,0% 100,0% 100,0%
CF-sc |[Say1 0 1 4 0 5
Grup-4 | Gruptaki yiizdesi ,0% 20,0% 80,0% ,0% 100,0%
CFD-ip |Say1 0 2 3 0 5
Grup-5 | Gruptaki yiizdesi ,0% 40,0% 60,0% ,0% 100,0%
CFD-sc | Sayi 0 3 2 0 5
Grup-6 | Gruptaki yiizdesi ,0% 60,0% 40,0% ,0% 100,0%
Toplam Say1 2 14 9 5 30
Gruptaki yiizdesi 6,7% 46,7% 30,0% 16,7% 100,0%

a. Ki-kare testi ile gruplar aras1 farkliliklarin yiizdelik dilime gore verilmesi. *Grup-1 (K-ip) Negatif
kontrol grubu-1, Grup-2 (K-sc) Negatif kontrol grubu Il, Grup-3 (CF-ip) Deney grubu I, Grup-4 (CF-
sc) Deney grubu 11, Grup-5 (CFD-ip) Tedavi grubu I, Grup-6 (CFD-sc) Tedavi grubu I1.

Tablo 19. Gruplara gore dalakta IL-1p boyanmasinin siddet oranlar

(IHC).
Dalak IL-1g*
Siddet
0 1 2 3 Total
Grup* [ K-ip Say1 0 4 1 0 5
Grup-1 [ Gruptaki yiizdesi ,0% 80,0% 20,0% ,0% 100,0%
K-sc Say1 1 4 0 0 5
Grup-2 | Gruptaki yiizdesi 20,0% 80,0% 0% 0% | 100,0%
CF-ip Say1 0 0 4 1 5
Grup-3 | Gruptaki yiizdesi 0% 0% 80,0% 20,0%| 100,0%
CF-sc Say1 0 0 5 0 5
Grup-4 | Gruptaki yiizdesi 0% 0% 100,0% 0% | 100,0%
CFD-ip |Say1 0 0 4 1 5
Grup-5 | Gruptaki yiizdesi ,0% ,0% 80,0% 20,0% 100,0%
CFD-sc | Sayi 0 3 2 0 5
Grup-6 | Gruptaki yiizdesi ,0% 60,0% 40,0% ,0% 100,0%
Toplam Sayi 1 11 16 2 30
Gruptaki ylizdesi 3,3% 36,7% 53,3% 6,7% 100,0%

a. Ki-kare testi ile gruplar aras1 farkliliklarin yiizdelik dilime gére verilmesi. *Grup-1 (K-ip) Negatif
kontrol grubu-1, Grup-2 (K-sc) Negatif kontrol grubu Il, Grup-3 (CF-ip) Deney grubu I, Grup-4 (CF-
sc) Deney grubu I1, Grup-5 (CFD-ip) Tedavi grubu I, Grup-6 (CFD-sc) Tedavi grubu Il.
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Tablo 20. Gruplara gore bobrekte IL-1B boyanmasimin siddet oranlar

(IHC).
Bobrek IL-1B%
Siddet
0 1 2 3 Total
Grup | K-ip Say1 2 3 0 0 5
Grup-1 | Gruptaki yiizdesi 40,0% 60,0% ,0% ,0% 100,0%
K-sc Say1 1 4 0 0 5
Grup-2 | Gruptaki yiizdesi 20,0% 80,0% ,0% ,0% 100,0%
CF-ip Say1 0 0 2 3 5
Grup-3 | Gruptaki yiizdesi ,0% ,0% 40,0% 60,0% 100,0%
CF-sc |[Say1 0 4 1 0 5
Grup-4 | Gruptaki yiizdesi ,0% 80,0% 20,0% ,0% 100,0%
CFD-ip |Say1 0 2 3 0 5
Grup-5 | Gruptaki yiizdesi ,0% 40,0% 60,0% ,0% 100,0%
CFD-sc | Sayi 0 5 0 0 5
Grup-6 | % within Grup ,0% 100,0% ,0% ,0% 100,0%
Toplam Say1 3 18 6 3 30
Gruptaki yiizdesi 10,0% 60,0% 20,0% 10,0% 100,0%

a. Ki-kare testi ile gruplar aras1 farkliliklarin yiizdelik dilime gore verilmesi. *Grup-1 (K-ip) Negatif
kontrol grubu-1, Grup-2 (K-sc) Negatif kontrol grubu Il, Grup-3 (CF-ip) Deney grubu I, Grup-4 (CF-
sc) Deney grubu 11, Grup-5 (CFD-ip) Tedavi grubu I, Grup-6 (CFD-sc) Tedavi grubu I1.



Sekil 27. IL-1pB, Karaciger, IHC. A: Grup-1 (K-ip), hafif siddetli (+1) boyanma, (x10), B: Grup-2 (K-sc), hafif siddetli (+1) boyanma, (x10), C: Grup-3
(CF-ip), siddetli (+3) boyanma, (x10), D: Grup-4 (CF-sc), orta siddetli (+2) boyanma, (x10), E: Grup-5 (CFD-ip), hafif siddetli (+1) boyanma, (x20),
F: Grup-6 (CFD-sc), hafif gsiddetli (+1) boyanma, (x10).
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Sekil 28. IL-1pB, Dalak, IHC. A: Grup-1 (K-ip), hafif siddetli (+1) boyanma, (x10), B: Grup-2 (K-sc), hafif gsiddetli (+1) boyanma, (x10), C: Grup-3 (CF-ip),
orta siddetli (+2) boyanma, (x10), D: Grup-4 (CF-sc), orta giddetli (+2) boyanma, (x10), E: Grup-5 (CFD-ip), orta siddetli (+2) boyanma, (x10), F:
Grup-6 (CFD-sc), hafif gsiddetli (+1) boyanma, (x20).

18



Sekil 29. IL-1pB, Bobrek, THC. A: Grup-1 (K-ip), hafif siddetli (+1) boyanma, (x20), B: Grup-2 (K-sc), hafif siddetli (+1) boyanma, (x20), C: Grup-3 (CF-ip),
siddetli (+3) boyanma, (x20), D: Grup-4 (CF-sc), hafif siddetli (+1) boyanma, (x20) E: Grup-5 (CFD-ip), orta siddetli (+2) boyanma, (x10), F: Grup-
6 (CFD-sc), hafif gsiddetli (+1) boyanma, (x20).

¢8
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IL-6 Boyanma Bulgular

IL-6 antikoru ile karacigerde yapilan immunohistokimyasal boyamada karacigerde
siddetli (+3) IL-6 boyanmasina en fazla Grup-3' te %100 (5/5) oraninda rastlanirken
bunu, Grup-5 %20 (1/5) oranda takip etti. Karacigerde orta siddette (+2) IL-6
boyanmasina en fazla Grup-4' te %100 (5/5) oraninda rastlanirken bunu, Grup-5 %80
(4/5) ve Grup-6 %60 (3/5) oraninda takip etti. Karacigerde hafif siddette (+1) IL-6
boyanmasina en fazla Grup-1 ve Grup-2' de %100 (5/5) oraninda rastlanirken bunu,
Grup-6 %40 (2/5) oraninda takip etti (Tablo 21). Karacigerdeki boyanmalara,
kapsulada, periasiner, periportal ve midzonal boélgeler ile kupferr hiicreleri ve

damarlar ¢evresinde rastland1 (Sekil 30; A-F).

Dalakta 1L-6 antikoru ile yapilan immunohistokimyasal boyamada siddetli
(+3) IL-6 boyanmasina en fazla Grup-3' te %80 (4/5) oraninda rastlanirken bunu,
Grup-5 %20 (1/5) oraninda takip etti. Dalakta orta siddette (+2) IL-6 boyanmasina en
fazla Grup-4 ve Grup-5' te %80 (4/5) oraninda rastlanirken bunu, Grup-6 %60 (3/5),
Grup-3 ve Grup-1 %20 (1/5) oraninda takip etti. Dalakta hafif siddette (+1) IL-6
boyanmasina en fazla Grup-2' de %100 (5/5) oraninda rastlanirken bunu, Grup-1
%80 (4/5), Grup-6 %40 (2/5) ve Grup-4 %20 (1/5) oraninda takip etti (Tablo 22).
Dalaktaki boyanmalara, kapsulada, perifollikiiler ve trabekiiler alanlarda rastlandi
(Sekil 31; A-F).

IL-6 antikoru ile bobrekte yapilan immunohistokimyasal boyamada, orta
siddette (+2) IL-6 boyanmasina en fazla Grup-3'te %100 (5/5) oraninda rastlanirken
bunu, Grup-4 %60 (3/5), Grup-5 ve Grup-6 %40 (2/5), Grup-1 %20 (1/5) oraninda
takip etti. Bobrekte hafif siddette (+1) IL-6 boyanmasina en fazla Grup-1 ve Grup-2'
de %80 (4/5) rastlanirken bunu, Grup-5 ve Grup-6 %60 (3/5) ve Grup-4 %40 (2/5)
oraninda takip etti (Tablo 23). Bobrekteki boyanmalara, kapsulada, kortikal
bolgedeki glomeruluslarda ve medulla bolgesindeki tubul epitellerinde rastlandi

(Sekil 32; A-F).



84

Tablo 21. Gruplara gore karacigerde IL-6 boyanmasinin siddet oranlar1 (IHC).
Karaciger IL-6°

Siddet
1 2 3 Total
Grup* | K-ip Say1 5 0 0 5
Grup-1 Gruptaki yiizdesi 100,0% ,0% ,0% 100,0%
K-sc Say1 5 0 0 5
Grup-2 Gruptaki yiizdesi 100,0% ,0% ,0% 100,0%
CF-ip Say1 0 0 5 5
Grup-3 Gruptaki yilizdesi ,0% ,0% 100,0% 100,0%
CF-sc Say1 0 5 0 5
Grup-4 Gruptaki yilizdesi ,0% 100,0% ,0% 100,0%
CFD-ip Say1 0 4 1 5
Grup-5 Gruptaki yiizdesi ,0% 80,0% 20,0% 100,0%
CFD-sc Say1 2 3 0 5
Grup-6 Gruptaki yiizdesi 40,0% 60,0% ,0% 100,0%
Toplam Say1 12 12 6 30
Gruptaki ylizdesi 40,0% 40,0% 20,0% 100,0%

a. Ki-kare testi ile gruplar arasi farkliliklarin yiizdelik dilime gore verilmesi. *Grup-1 (K-ip) Negatif
kontrol grubu-I, Grup-2 (K-sc) Negatif kontrol grubu Il, Grup-3 (CF-ip) Deney grubu I, Grup-4 (CF-
sc) Deney grubu I1, Grup-5 (CFD-ip) Tedavi grubu I, Grup-6 (CFD-sc) Tedavi grubu Il.

Tablo 22. Gruplara gore dalakta IL-6 boyanmasinin siddet oranlar1 (IHC).

Dalak IL-6%

Siddet
1 2 3 Total
Grup* [ K-ip Say1 4 1 0 5
Grup-1 Gruptaki ylizdesi 80,0% 20,0% ,0% 100,0%
K-sc Say1 5 0 0 5
Grup-2 Gruptaki yiizdesi 100,0% ,0% ,0% 100,0%
CF-ip Say1 0 1 4 5
Grup-3 Gruptaki yiizdesi ,0% 20,0% 80,0% 100,0%
CF-sc Say1 1 4 0 5
Grup-4 Gruptaki ylizdesi 20,0% 80,0% ,0% 100,0%
CFD-ip Say1 0 4 1 5
Grup-5 Gruptaki ylizdesi ,0% 80,0% 20,0% 100,0%
CFD-sc Say1 2 3 0 5
Grup-6 Gruptaki ylizdesi 40,0% 60,0% ,0% 100,0%
Toplam Say1 12 13 5 30
Gruptaki ylizdesi 40,0% 43,3% 16,7% 100,0%

a. Ki-kare testi ile gruplar aras1 farkliliklarin yiizdelik dilime gére verilmesi. *Grup-1 (K-ip) Negatif
kontrol grubu-1, Grup-2 (K-sc) Negatif kontrol grubu I1, Grup-3 (CF-ip) Deney grubu I, Grup-4 (CF-
sc) Deney grubu I1, Grup-5 (CFD-ip) Tedavi grubu I, Grup-6 (CFD-sc) Tedavi grubu Il.
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Tablo 23. Gruplara gore bobrekte IL-6 boyanmasinin siddet oranlar1 (IHC).

Bobrek IL-6

Siddet
0 1 2 Total

Grup K-ip Say1 0 4 1 5
Grup-1 Gruptaki yiizdesi ,0% 80,0% 20,0% 100,0%

K-sc Say1 1 4 0 5

Grup-2 Gruptaki ylizdesi 20,0% 80,0% ,0% 100,0%

CF-ip Say1 0 0 5 5

Grup-3 Gruptaki yiizdesi ,0% ,0% 100,0% 100,0%

CF-sc Say1 0 2 3 5

Grup-4 Gruptaki ylizdesi ,0% 40,0% 60,0% 100,0%

CFD-ip Say1 0 3 2 5

Grup-5 Gruptaki yilizdesi ,0% 60,0% 40,0% 100,0%

CFD-sc Say1 0 3 2 5

Grup-6 Gruptaki ylizdesi ,0% 60,0% 40,0% 100,0%

Toplam Say1 1 16 13 30
Gruptaki yiizdesi 3,3% 53,3% 43,3% 100,0%

a. Ki-kare testi ile gruplar arasi farkliliklarin yiizdelik dilime gore verilmesi. *Grup-1 (K-ip) Negatif
kontrol grubu-I, Grup-2 (K-sc) Negatif kontrol grubu Il, Grup-3 (CF-ip) Deney grubu I, Grup-4 (CF-
sc) Deney grubu I1, Grup-5 (CFD-ip) Tedavi grubu I, Grup-6 (CFD-sc) Tedavi grubu Il.



Sekil 30. IL-6, Karaciger, IHC. A: Grup-1 (K-ip), hafif siddetli (+1) boyanma, (x20), B: Grup-2 (K-sc), hafif siddetli (+1) boyanma, (x10), C: Grup-3
(CF-ip), siddetli (+3) boyanma, (x10), D: Grup-4 (CF-sc), orta siddetli (+2) boyanma, (x10) E: Grup-5 (CFD-ip), orta siddetli (+2) boyanma, (x20),
F: Grup-6 (CFD-sc), orta siddetli (+2) boyanma, (x10).
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Sekil 31. IL-6, Dalak, IHC. A: Grup-1 (K-ip), hafif siddetli (+1) boyanma, (x20), B: Grup-2 (K-sc), hafif siddetli (+1) boyanma, (x10), C: Grup-3 (CF-ip),
siddetli (+3) boyanma, (x10), D: Grup-4 (CF-sc), orta siddetli (+2) boyanma, (x10) E: Grup-5 (CFD-ip), orta siddetli (+2) boyanma, (x20), F: Grup-
6 (CFD-sc), orta siddetli (+2) boyanma, (x20).
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Sekil 32. IL-6, Bobrek, IHC. A: Grup-1 (K-ip), hafif siddetli (+1) boyanma, (x10), B: Grup-2 (K-sc), hafif siddetli (+1) boyanma, (x20), C: Grup-3 (CF-ip),
orta siddetli (+2) boyanma, (x10), D: Grup-4 (CF-sc), orta siddetli (+2) boyanma, (x10) E: Grup-5 (CFD-ip), hafif siddetli (+1) boyanma, (x10), F:
Grup-6 (CFD-sc), hafif siddetli (+1) boyanma, (x20).
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4.5. Serum Bulgular

Kontrol ve deney gruplarindaki hayvanlarin serumlarinda SAA, IL-1p, IL-6 ve TNF-
o degerlerinin grup ortalamalar1 Tablo 24' te verilmistir. Kontrol ve deney
gruplarindaki hayvanlarin serum SAA, IL-18, IL-6 ve TNF-a degerleri, Tablo 26, 27,
28 ve 29 ile Sekil 33, 34, 35 ve 36' da verilmistir. Grup-1 ve Grup-2' de ki
hayvanlardan Ornekleme yoluyla 10" ar adet hayvanin kan serumlar
degerlendirilirken, Grup-3, Grup-4, Grup-5 ve Grup-6' da ki hayvanlardan da

ornekleme yapilarak 16' sar hayvana ait kan serumlar1 degerlendirildi.

Serumda SAA diizeyine (pg/ml) en yiiksek olarak Grup-5 (CFD-ip)' te 38,93
+ 12,49 (pg/ml) diizeyinde rastlanirken bunu, Grup-3 (CF-ip) 25,81 + 5,69, Grup-2
(K-sc) 23,89 + 5,12, Grup-4 (CF-sc) 21,14 + 6,97, Grup-1 (K-ip) 19,04 + 5,40 ve
Grup-6 (CFD-sc) 15,05+-5,74 ile takip etti (Tablo 24, 26, Sekil 33). Elde edilen bu
verilere gore Grup-1 ile Grup-5 arasinda (p<0,05), Grup-2 ile Grup-6 arasinda
(p<0,05), Grup-3 ile Grup-6 arasinda (p<0,05), Grup-4 ile Grup-5 arasinda (p<0,05),
ve Grup-5 ile Grup-6 arasinda (p<0,05) diizeyinde istatistiksel agidan farkliligin
onemli oldugu goriildii (Tablo 26).

Serumda TNF-a diizeyine (pg/ml) en yiiksek olarak Grup-3 (CF-ip)' te 686,35
+ 396,94 (pg/ml) diizeyinde rastlanirken bunu, Grup-4 (CF-sc) 67,83 + 45,67, Grup-
5 (CFD-ip) 37,84 + 52,81, Grup-6 (CFD-sc) 25,10 + 10,33, Grup-2 (K-sc) 7,72 +
4,78 ve Grup-1 (K-ip) 2,71 + 2,97 ile takip etti (Tablo 24, 27, Sekil 34). Elde edilen
bu verilere gore Grup-1 ile tiim galisma gruplari arasinda (Grup-3, 4, 5 ve 6)
(p<0,05) diizeyinde istatistiksel olarak fark goriildii. Grup-2 ile Grup-3 ve Grup-4
arasinda (p<0,05) diizeyinde, Grup-3 ile Grup-5 ve Grup-6 arasinda da (p<0,05),
diizeyinde istatistiksel agidan farkliligin anlamli oldugu tespit edildi (Tablo 27).

Serumda IL-1B diizeyine (pg/ml) en yiiksek olarak Grup-4 (CF-sc)' te 19,50 +
13,16 (pg/ml) diizeyinde rastlanirken bunu, Grup-3 (CF-ip) 18,62 + 7,92, Grup-1 (K-
ip) 18,00 + 20,25, Grup-5 (CFD-ip) 14,44 + 4,41, Grup-6 (CFD-sc) 13,88 + 7,92 ve
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Grup-2 (K-sc) 10,30 + 1,83 ile takip etti (Tablo 24, 28 ve Sekil 35). Elde edilen bu
verilere gore Grup-2 ile Grup-3 arasinda (p<0,05) diizeyinde istatistiksel agidan
farkliligin 6nemli oldugu goriildi (Tablo 28).

Serumda IL-6 diizeyine (pg/ml) en yiiksek olarak Grup-3 (CF-ip)' te 71,66 +
48,54 (pg/ml) diizeyinde rastlanirken bunu, Grup-6 (CFD-sc) 39,03 + 26,27, Grup-4
(CF-sc) 26,42 + 19,97, Grup-5 (CFD-ip) 12,57 + 15,74, Grup-1 8,16 + 9,51 ve Grup-
2 (K-sc) 6,74 + 4,85 ile takip etti (Tablo 24, 29 ve Sekil 36). Elde edilen bu verilere
gore kontrol gruplariyla Grup-3, Grup-4 ve Grup-6 arasinda (p<0,05), Grup-3 ile
Grup-5 ve Grup-5 ile Grup-6 arasinda (p<0,05) diizeyinde istatistiksel agidan
farkliligin 6nemli oldugu goriildii (Tablo 29).

Serum SAA, TNF-a, IL-1pB ve IL-6 diizeyleri arasindaki korelasyon, Pearson
korelasyon testi ile belirlendi. Buna gére SAA ile IL-1p ve IL-6 arasinda (p<0,05)
diizeyinde korelasyon tespit edilirken, SAA ile TNF-a arasinda (p<0,01) diizeyinde
korelasyon tespit edildi. Ayrica serum IL-1p ile IL-6 arasinda da (p<0,01) diizeyinde
korelasyon gozlendi (Tablo 25, Sekil 37, 38, 39, 40).
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Tablo 24. Serum, SAA, TNF-a, IL-1p ve IL-6 diizeylerinin grup ortalamasi

dagilimlari.

Grup* No SAA TNF-a IL-1p IL-6
Grup-1 N 10 10 10 10 10
(K-ip) M 10,4000 19,0398 2,7110 18,0000 8,1600

Std. D. 6,20394 5,40223 2,97848 20,25394 9,51756

Grup-2 N 10 10 10 10 10
(K-sc) M 11,9000 23,8896 7,7190 10,3000 6,7430
Std. D. 6,11828 5,12934 4,78154 1,82878 4,85723

Grup-3 N 16 16 15 16 15
(CF-ip) M 8,5000 25,8111 686,3533 18,6250 71,6620
Std. D. 4,76095 5,69396 396,94190 7,91518 48,54348

Grup-4 N 16 16 15 16 14
(CF-s¢) M 9,6250 21,1433 67,8340 19,5000 26,4211
Std. D. 5,66716 6,97041 45,66967 13,15548 19,97210

Grup-5 N 16 15 16 16 16
(CFD-ip) M 10,3750 38,9311 37,8406 14,4375 12,5694
Std. D. 5,72576 12,49404 52,80950 4,41163 15,74408

crups | N 16 16 16 16 16
(CFD-sc) M 10,5000 15,0463 25,0950 13,8750 39,0300
Std. D. 5,16398 5,74988 10,32575 7,92359 26,27105

N 84 83 82 84 81

Toplam M 10,0833 24,1599 151,5132 16,0238 29,8697
Std. D. 5,46447 10,73504 305,61166 10,57045 34,61082

* Grup-1 (K-ip) Negatif kontrol grubu-1, Grup-2 (K-sc) Negatif kontrol grubu Il, Grup-3 (CF-ip)
Deney grubu I, Grup-4 (CF-sc) Deney grubu Il, Grup-5 (CFD-ip) Tedavi grubu I, Grup-6 (CFD-sc)
Tedavi grubu I1. N: Ornek sayis1, M: Grup ortalamasi, Std. D. (Standard Deviation): Standart Sapma.

(Kruskal-Wallis Veri Gruplarinin Karsilagtirilmasi Testi).

Tablo 25. Serum, SAA, TNF-o, IL-1p ve IL-6 diizeyleri arasindaki
korelasyon iligkileri.

No SAA TNF-a IL-1 IL-6
Pearson Korelasyon 1 ,043 ,054 -,020 ,192
No Sig. (2-tailed) ,783 ,730 ,894 ,217
N 45 44 44 45 43
Pearson Korelasyon ,541**a ,331*b ,312*c
SAA | Sig. (2-tailed) ,000 ,028 ,042
N 44 44 43
Pearson Korelasyon ,254 ,209
TNF-a | Sig. (2-tailed) ,096 ,178
N 44 43
Pearson Korelasyon ,451**d
IL-1 | Sig. (2-tailed) ,002
N 43

*. Korelasyon 0,05 diizeyinde anlamlidir.
**_Korelasyon 0,01 diizeyinde anlamlidir.
a - d: Karsilikli siitun ve satirlardaki degisik harfler ile gosterilen gruplar arasi farkliliklar istatistiki

olarak onemlidir (p<0,01),

Karsilagtirilmasi Testi).

(p<0,05) (Kruskal-Wallis ve Nemenyi Farkli Veri Gruplarinin
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Tablo 26. SAA serum 6l¢iim sonuglarinin deneysel gruplara gore farkliliklari.

Deneysel Gruplar*
Grup* Grup-1 | Grup-2 | Grup-3 | Grup-4 | Grup-5 Grup-6 | MSD=26,1144
P (K-ip) | (K-s¢) | (CF-ip) | (CF-sc) | (CFD-ip) | (CFD-sc)
Grup-1 1580 | 19,83 | 689 | 4093 | 11,67
(K-ip)
Grup-2 b
(K-s0) 4,03 8,91 15,8 27,47
Grup-3 c
(CF-ip) 12,94 21,10 31,50
Grup-4 d
(CF-s0) 34,04 18,56
Grup-5 e
(CFD-ip) 52,60
Grup-1 | Grup-2 | Grup-3 | Grup-4 Grup-5 Grup-6
(K-ip) (K-sc) | (CF-ip) | (CF-sc) | (CFD-ip) | (CFD-sc)
Ortalama Deger | 29,80 45,60 49,63 36,69 70,73 18,13

* Grup-1 (K-ip) Negatif kontrol grubu-1, Grup-2 (K-sc) Negatif kontrol grubu Il, Grup-3 (CF-ip)
Deney grubu I, Grup-4 (CF-sc) Deney grubu Il, Grup-5 (CFD-ip) Tedavi grubu I, Grup-6 (CFD-sc)
Tedavi grubu II.

a - e: Karsilikl siitun ve satirlardaki degisik harfler ile gosterilen gruplar arasi farkliliklar istatistiki
olarak 6nemlidir (p<0,05) (Kruskal-Wallis ve Nemenyi Farkli Veri Gruplarinin Karsilagtirilmasi
Testi).

SAA
5 (pg/ml)
g 45
5 40
b 35
§ 30
g 25
2 20
< 15
ni 5 -
0
Grup-1 Grup-2 Grup-3 Grup-4 Grup-5 Grup-6
(K-ip) (K-sc) (CF-ip) (CF-sc) (CFD-ip) | (CFD-sc)
B SAA (pg/ml) 19,04 23,89 25,81 21,14 38,93 15,05
Standart Sapma () 5,4 5,13 5,69 6,97 12,49 5,75

Sekil 33. Deneysel gruplara gére SAA seviyeleri.

Grup-1 (K-ip) Negatif kontrol grubu-I, Grup-2 (K-sc) Negatif kontrol grubu Il, Grup-3 (CF-
ip) Deney grubu I, Grup-4 (CF-sc) Deney grubu 1, Grup-5 (CFD-ip) Tedavi grubu I, Grup-6
(CFD-sc) Tedavi grubu I1.
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Tablo 27. TNF-a serum o6l¢iim sonuglarinin deneysel gruplara gore

farkliliklar.
Deneysel Gruplar*

Grup* Grup-1 | Grup-2 | Grup-3 | Grup-4 | Grup-5 | Grup-6 | MSD=25,9532

P (K-ip) (K-s¢) | (CF-ip) | (CF-sc) | (CFD-ip) | (CFD-sc)
Grup-1 1005 | 66,15° | 42,68° | 2640° | 32,62
(K-ip)
Grup-2 56,10° | 32,63 | 1635 | 22,57
(K-sc)
Grup-3 g h
(CF-ip) 23,47 39,75 33,53
Grup-4
(CF-s¢) 16,28 23,47
Grup-5
(CFD-ip) 622

Grup-1 | Grup-2 | Grup-3 | Grup-4 | Grup-5 Grup-6
(K-ip) (K-sc) (CF-ip) | (CF-sc) | (CFD-ip) | (CFD-sc)

Ortalama Deger 8,85 18,90 75,00 51,53 35,25 41,47

* Grup-1 (K-ip) Negatif kontrol grubu-1, Grup-2 (K-sc) Negatif kontrol grubu Il, Grup-3 (CF-ip)
Deney grubu I, Grup-4 (CF-sc) Deney grubu Il, Grup-5 (CFD-ip) Tedavi grubu I, Grup-6 (CFD-sc)
Tedavi grubu 11.

a - h: Karsilikli siitun ve satirlardaki degisik harfler ile gosterilen gruplar arasi farkliliklar istatistiki
olarak 6nemlidir (p<0,05) (Kruskal-Wallis ve Nemenyi Farkli Veri Gruplarimin Karsilagtirilmasi
Testi).

TNF-a
(pg/ml)
800
o}
c 700
S
2 600
g 500
S 400
2 300
< 200
u_? 100
2 0 - . —
= Grup-1 Grup-2 Grup-3 Grup-4 Grup-5 Grup-6
(K-ip) (K-sc) (CF-ip) (CF-sc) (CFD-ip) | (CFD-sc)
B TNF-a (pg/ml) 2,71 7,72 686,35 67,83 37,84 25,1
Standart Sapma () 2,98 4,78 396,94 45,67 52,81 10,33

Sekil 34. Deneysel gruplara gore TNF-a seviyeleri.

Grup-1 (K-ip) Negatif kontrol grubu-I, Grup-2 (K-sc) Negatif kontrol grubu I, Grup-3 (CF-
ip) Deney grubu I, Grup-4 (CF-sc) Deney grubu 1, Grup-5 (CFD-ip) Tedavi grubu I, Grup-6
(CFD-sc) Tedavi grubu II.
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Tablo 28. IL-1B serum olglim sonuglarmin deneysel gruplara gore
farkliliklari.
Deneysel Gruplar*
Grup* Grup-1 | Grup-2 | Grup-3 | Grup-4 | Grup-5 | Grup-6 | MSD=26,2756
b (K-ip) (K-s¢) | (CF-ip) | (CF-sc) | (CFD-ip) | (CFD-sc)
Grup-1 1255 | 1752 | 1227 | 789 0,70
(K-ip)
Grup-2 3007° | 2482 | 2044 | 1185
(K-sc)
Grup-3
(CF-ip) 5,25 9,63 18,22
Grup-4
(CF-sc) 4,38 12,97
Grup-5
(CFD-ip) 859
Grup-1 Grup-2 Grup-3 Grup-4 | Grup-5 Grup-6
(K-ip) (K-sc) (CF-ip) | (CF-sc) | (CFD-ip) | (CFD-sc)
Ortalama Deger | 36,95 24,40 54,47 49,22 44,84 36,25

* Grup-1 (K-ip) Negatif kontrol grubu-1, Grup-2 (K-sc) Negatif kontrol grubu Il, Grup-3 (CF-ip)
Deney grubu I, Grup-4 (CF-sc) Deney grubu Il, Grup-5 (CFD-ip) Tedavi grubu I, Grup-6 (CFD-sc)

Tedavi grubu 11.

a: Karsilikli siitun ve satirdaki harf ile gosterilen gruplar arasi farkliliklar istatistiki olarak 6nemlidir

(p<0,05) (Kruskal-Wallis ve Nemenyi Farkli Veri Gruplarinin Karsilagtirilmas: Testi).

IL-1B
(pg/ml)
25
=
S
S 20
@
s 15
%
2 10
(=]
b4 5 |
A
-
- 0
- Grup-1 Grup-2 Grup-3 Grup-4 Grup-5 Grup-6
(K-ip) (K-sc) (CF-ip) (CF-sc) (CFD-ip) | (CFD-sc)
mIL-1B (pg/ml) 18 10,3 18,63 19,5 14,44 13,88
Standart Sapma (+)| 20,25 1,83 7,92 13,16 4,41 7,92

Sekil 35. Deneysel gruplara gore IL-1p seviyeleri.

Grup-1 (K-ip) Negatif kontrol grubu-I, Grup-2 (K-sc) Negatif kontrol grubu I, Grup-3 (CF-
ip) Deney grubu I, Grup-4 (CF-sc) Deney grubu 1, Grup-5 (CFD-ip) Tedavi grubu I, Grup-6
(CFD-sc) Tedavi grubu I1.
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Tablo 29. IL-6 serum 6l¢iim sonuglarinin deneysel gruplara gore farkliliklari.

Deneysel Gruplar*
Grup* Grup-1 | Grup-2 | Grup-3 | Grup-4 | Grup-5 Grup-6 | MSD=25,8040
P (K-ip) | (K-sc) | (CF-ip) | (CF-sc) | (CFD-ip) | (CFD-sc)
Grup-1 285 | 4653* | 2860° | 626 | 3623°
(K-ip)
Grup-2 4938 | 3145° | 911 | 39,08
(K-sc)
Grup-3 g
(CF-ip) 17,93 40,27 10,30
Grup-4
(CF-5¢) 22,34 7,63
Grup-5 h
(CFD-ip) 2991
Grup-1 | Grup-2 | Grup-3 | Grup-4 Grup-5 Grup-6
(K-ip) (K-sc) | (CF-ip) | (CF-sc) | (CFD-ip) | (CFD-sc)
Ortalama Deger | 19,40 16,55 65,93 48,00 25,66 55,63

* Grup-1 (K-ip) Negatif kontrol grubu-I, Grup-2 (K-sc) Negatif kontrol grubu Il, Grup-3 (CF-ip)
Deney grubu I, Grup-4 (CF-sc) Deney grubu Il, Grup-5 (CFD-ip) Tedavi grubu I, Grup-6 (CFD-sc)

Tedavi grubu II.

a-h: Karsilikli siitun ve satirdaki harf ile gosterilen gruplar aras1 farkliliklar istatistiki olarak 6nemlidir
(p<0,05) (Kruskal-Wallis ve Nemenyi Farkli Veri Gruplarinin Karsilagtirilmas: Testi).

(pg/ml)
80
S 70
c
% 60
o 50
] 40
a 30
5 20 I -
- 10 -
2 o | Il - []
Grup-1 Grup-2 Grup-3 Grup-4 Grup-5 Grup-6
(K-ip) (K-sc) (CF-ip) (CF-sc) (CFD-ip) | (CFD-sc)
W IL-6 (pg/ml) 8,16 6,74 71,66 26,42 12,57 39,03
Standart Sapma () 9,52 4,86 48,54 19,97 15,74 26,27

Sekil 36. Deneysel gruplara gore IL-6 seviyeleri.

Grup-1 (K-ip) Negatif kontrol grubu-I, Grup-2 (K-sc) Negatif kontrol grubu Il, Grup-3 (CF-
ip) Deney grubu I, Grup-4 (CF-sc) Deney grubu 1, Grup-5 (CFD-ip) Tedavi grubu I, Grup-6
(CFD-sc) Tedavi grubu I1.
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Serum SAA ve TNF-a Korelasyonu Serum SAA ve IL-1p Korelasyonu
800 60
700 A 50 A\
600 /I\./
40
500 ALY  —a PN Ny
400 / \ 30 \
300 // \\ 20 —o— N
200 7/ 10
100 0 Grup-6
0 Grup-1 | Grup-2 | Grup-3 | Grup-4 | Grup-5 rup-
Grup-1 | Grup-2 | Grup-3 | Grup-4 | Grup-5 | Grup-6 - ) s 3 g’ (CFD-
(K-ip) | (K-sc) | (CF-ip) | (CF-sc) | (CFD-ip) | (CFD-sc) (Kdp) | (Ksc) | (CF-ip) | (CF-s0) | (CFD-ip)| “gy
e=m=TNF-a (pg/ml) | 2,71 7,72 | 686,35 | 67,83 | 37,84 | 251 == |L-18 (pg/ml)| 18 10,3 18,63 19,5 1444 | 1388
==t==SAA (pg/ml) 19,04 23,89 25,81 21,14 38,93 15,05 === SAA (pg/ml) | 19,04 23,89 25,81 21,14 38,93 15,05
Sekil 37. Gruplara gore SAA ve TNF-a degerlerinin karsilastirilmasi. Sekil 38. Gruplara gore SAA ve IL-1 degerlerinin karsilastirilmasi.
Serum SAA ve IL-6 Korelasyonu Serum IL-1p ve IL-6 Korelasyonu
120 100
90
100 80

o /N : ——
/ g——=a—_ 40 II N '/

40 30
o | G———, N D ————

Grup-1 | Grup-2 | Grup-3 | Grup-4 | Grup-5 | Grup-6 Grup-1 | Grup-2 | Grup-3 | Grup-4 | Grup-5 | Grup-6
(K-ip) | (K-sc) | (CF-ip) | (CF-sc) | (CFD-ip) | (CFD-sc) (K-ip) | (K-sc) | (CF-ip) | (CF-sc) | (CFD-ip) | (CFD-sc)
i || -6 (pg/m|) 8,16 6,74 71,66 26,42 12,57 39,03 e=f= |_-6 (pg/ml) 8,16 6,74 71,66 26,42 12,57 39,03
=—=SAA (pg/ml) | 19,04 | 23,89 | 2581 | 21,14 | 3893 | 1505 ——IL-1p (pg/ml)| 18 10,3 18,63 19,5 14,44 | 1388

Sekil 39. Gruplara gore SAA ve IL-6 degerlerinin karsilastirilmast. Sekil 40. Gruplara gore IL-1f ve IL-6 degerlerinin karsilastirilmast.
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5. TARTISMA

Amiloidozis normal olarak eriyebilir yapida olan proteinlerin veya onlarin
fragmentlerinin viicudun g¢esitli doku ve organlarinda hiicre disinda fibriller bir
formda birikmesidir (Glenner, 1980; Erer ve ark., 2000). Ulkemizde ve Diinyada
onemli bir sorun olan amiloidozis, uzun yillardir bilinmesine (Sevimli ve ark., 2005;
Glisson, 1654) ve bir ¢ok hastalikla iliskisi ortaya konulmasina ragmen (Montali ve
ark., 1976; Eskens ve ark., 1984; Zschiesche, 1984; Perez ve ark., 1989; Miller ve
ark., 1993; Beckes ve ark., 1995; Doer ve Robenau, 1995; Drueke ve ark., 1995;
Lorenzo ve Yanker, 1996; Perini ve ark., 1996; Wille ve ark., 1996; Lutz ve Rand,
1997; Fremont, 2002) patojenezi hakkinda bilgiler hala yeterli degildir. Immun
sistemin ve ayni zamanda immunsupressif ve anti-inflamatuar ilaglarin amiloidozis
olusumunda ve baskilanmasindaki roliinii incelemek amaciyla yapilan bu calismada
gerek insanlara gerekse hayvanlara uyarlamak i¢in iyi bir model olan “Swiss albino”

ki fareler kullanildi.

Amiloidozis olgularina insanlarda (Dhillon ve ark., 1989; Miller ve ark.,
1993; Solomon, 1996), kanatlilarda (Landman ve ark., 1994; Landman ve ark., 1996;
Sevimli ve ark., 2005) ve bir ¢ok memeli hayvanda rastlanilmaktadir (Palotay ve
Howard, 1982; Doerr ve Rabenau, 1995; Jeffrey ve ark., 1998; Tamyama ve ark.,
2000; Moges, 2012).

Farelerde deneysel olarak amiloidozis olusturulmasina yonelik yapilan
caligmalarda, subkutan kazein enjeksiyonu (Benson ve ark., 1977), subkutan AgNO3
enjeksiyonu (Botto ve ark., 1997), intraperitoneal Kazein-Complete Freund's
adjuvant (Kawabe ve ark., 2004; Alasonyalilar, 2008) enjeksiyonlar1 yapilmis ve
hayvanlarda klinik olarak karaciger, dalak ve bobrek enzimlerinde degisiklikler
(Snyder, 2007; Woldemeskel, 2012) gozlenirken, nekropside karin bolgesindeki
yagda artis oldugu (Alasonyalilar, 2008), birikimin miktarina goére organlarda

bliylimeler goriildiigii tespit edilmistir. Ayrica amiloid birikimine bagl olarak dalakta
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ve karacigerde yirtilmalar ile birlikte organlarda birikime bagli olarak yumusama
olabildigi gibi kronik hasara bagli olarak sertlesmelerinde oldugu tespit edilmistir
(Snyder, 2007). Bu c¢alismada deney ve tedavi gruplarindaki hayvanlarda
intraperitoneal enjeksiyon yapilanlarda subkutanlara gore hayvanlarin klinik olarak
daha uzun siire etkilendikleri tespit edildi (Sekil 8 ve 9). Ayrica hayvanlarin klinik
olarak enjeksiyondan sonra siddetli abdominal agr1 ile beraber durgunlastiklar1 da
goriildli. Nekropside ise deney gruplarindaki ve tedavi gruplarindaki hayvanlarda
degisen siddette ve yayginlikta karmm boslugu organlarinin birbirlerine yapismis
oldugu, karacigerin, dalagin ve bobregin biiylidiigii ve lizerinde boz beyaz renkli
odaklarin oldugu tespit edildi. Nekropsi sonuglarina gore en ¢ok etkilenen gruplarin
strastyla Grup-3, Grup-5, Grup-4, Grup-6 oldugu goriildii (Tablo 5, Sekil 8A ve 8B,
Sekil 10A ve 10B).

Bu caligmada kullanilan hayvanlarin canli agirlik artislart olgiildii ve canli
agirlik artis1 en fazla olarak Complete Freund's Adjuvantin tek bagina verildigi Grup-
3' te kaydedildi (Tablo 4, Sekil 5). Bu gruptaki hayvanlarin canli agirligindaki artisin,
bu grupta aym1 zamanda en yiiksek oranda amiloid birikimine bagli olabilecegi

diistinildii.

Farkli rasyonlarla beslenmeye tabi tutulan fareler lizerinde yapilan deneysel
amiloidozis ¢alismalarinda amiloid olusum oranlart %80 ile %60 arasinda
bildirilmistir (Alasonyalilar, 2008; Simons ve ark., 2013). Farelerde deneysel
amiloidozis iizerine yapilan bir ¢aligmada, 21. giinde karaciger ve dalaktaki amiloid
birikimlerinin 6nemli bir oranda artmis oldugu ifade edilmistir (Poliack ve ark.,
1973). Farelerde subkutan olarak Freund's adjuvant verilerek amiloidozis olusturulan
bir bagska c¢alismada dalak' ta %26 oraninda amiloid birikimine rastladigimn
bildirmistir. Farelerde yapilan diger bir ¢calismada (Druet ve Janigan, 1966) kazein
enjeksiyonu sonucunda %75-93' lik amiloid olusumuna rastlanmistir. Sevimli ve
ark., (2005) tavuklarda deneysel amiloid artropati olusturduklari bir ¢alismada
amiloid olusum oranlar1 %100 ile %66 arasinda bulmustur. Bu ¢alismada en yiiksek
oranda amiloid birikimine Grup-3' te (%81,20) rastlandi. Bunu sirasiyla Grup-5
(%25), Grup-4 (%15,80) ve Grup-6 (%10,15) (Tablo 9, 10,11) takip etmistir. Bu
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calismada elde edilen bu bulgular (Alasonyalilar, 2008; Sevimli ve ark., 2005) ile
uyumlu oldugu goriilmistiir. Bu bulgulara dayanilarak intraperitoneal enjeksiyon
yonteminin subkutan enjeksiyon yontemine gore amiloid olusturmada daha basarili
oldugunu sodylemek miimkiindiir. Ayrica karaciger ve dalakta amiloid olusum
oranlar1 Grup-3, Grup-4 ve Grup-5' te ayni oldugu tespit edilirken bobreklerde
sadece intraperitoneal enjeksiyon yapilan Grup-3 (%18,80) ve Grup-5' te (%10)
diisiik oranda amiloid birikimlerine rastlandi. Bu bulgulara gore olusturmus
oldugumuz modelde karaciger ve dalakta amiloid olusumlarinin bobrege kiyasla
daha fazla oldugunu sdoylemek miimkiin olup, bu durum Sporonova ve ark. (2008)'
nin amiloidin primer birikim alaninin dalak oldugu ve bunu karacigerin takip ettigi

bulgular ile de paralellik gostermemektedir.

Hayvanlarda amiloidozis olusumu ile ilgili olarak yapilan c¢alismalarda
amiloidin karacigerde damarlar c¢evresinde ve Disse araliklarinda, dalakta ise
perifollikiiler alanda, bobrekte ise peritubuler alanla birlikte, glomeruluslarda
biriktigi bildirilmistir (Dan ve ark., 2007; Alasonyalilar, 2008; Simons ve ark., 2013).
Bu calismada da amiloidin karaciger, dalak ve bobrekte birikim yerleri
arastirmacilarin bulgulari ile uyumlu bulundu (Sekil 15, 16, 17, 18, 19, 20). Amiloid
fibrillerinin sekillenmesi ve olusumu tiizerine retikiilloendotelial sistem hiicrelerinin
onemli rolii bulunmaktadir. Ozellikle nétrofil ve makrofajlarin SAA nin dokulardaki
yikimlanmasindan sorumlu olduklar1 sanilmaktadir (Glenner 1980; Skogen ve ark.,
1980; Yamada ve ark 1996). Bu c¢alismada H.E. boyamada, karacigerde kapsula
altinda yaglanma, nekroz ve hiicre infiltrasyonlar1 ile beraber, periportal alanda,
midzonal bolgede, periasiner bolgede; dalakta perifolikiiler alanda; bobrekte
intersitisyel alanda koagulasyon nekrozu ve ¢ogunlugunu mononiikleer hiicrelerin
olusturdugu daha az sayida da polimorfoniikleer l6kositlerin goriildiigli hiicre
infiltrasyonlar1 arastirmacilarin bulgulari ile uyumlu bulundu (Glenner 1980; Skogen
ve ark., 1980; Yamada ve ark., 1996; Sevimli ve ark., 2005; Dan ve ark., 2007;
Alasonyalilar, 2008; Simons ve ark., 2013) (Sekil 12, 13, 14).

Veteriner hekimlikte en sik karsilagilan amiloid tipi immunglobulinlerle

iligkili olan sistemik tip amiloid A ( AA ) amiloidozudur. AA amiloidozis insan ve
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hayvanlarda kronik enfeksiyonlar ve yangisal hastaliklar sonucu ortaya ¢ikan ve
oliimle sonuglanabilen bir amiloidozis tipidir (Slauson ve Cooper, 1990; Sipe, 1994;
Solomon, 1996; Gruys, 2004). Akut faz proteini olan SAA’ nin iiretimindeki artis
AA amiloidozis olusumuna neden olur (Husby ve Natvig, 1974; Tape ve ark., 1988;
Gillmore ve ark., 2001). Serum Amiloid A orani saglikli hayvanlar1 hastalikli
hayvanlardan ayiran 6nemli bir parametredir (Alsemgeest ve ark., 1994). Saglikli
hayvanlarda SAA’ nin seviyesi ¢ok diisiik iken, enfeksiyonlu hayvanlarda 200 kata
kadar artis gosterebilmektedir (Merril ve ark., 1977). Merril ve ark (1977) subkutan
kazein enjeksiyonunu takiben SAA seviyesinin 3. saatte artmaya basladigini, 12-18.
saatte pik seviyeye ulastigini bildirmistir. Bu ¢aligmada SAA seviyesine en yiiksek
oranda Grup-5' te rastladik. Bunu Grup-3, Grup-2, Grup-4, Grup-1, Grup-6 takip etti.
Bu bulgulara gore, doku bulgularimizdaki gibi, serumda da intraperitoneal
enjeksiyon yapilan gruplarda en yiiksek oranda amiloid olusumuna (SAA) rastladik.
Grup-5' te gozlenen yiikselme benzeri ¢aligmalarda gdzlenen bir bulgu olmayip,
Grup-1 ile kiyaslandiginda istatistiki agidan 6nemli bulundu (p<0,05). Grup-6" da
kontrol grubuna (Grup-2) gore gozlenen diisiis istatistiki a¢idan 6nemli bulundu
(p<0,05). Grup-3'te Grup-1 ve Grup-2' ye gore; Grup-4' te Grup-1' e gore gozlenen
bu artis amiloidozis olgularinda serumda SAA artisin1 bildiren arastirmacilarin
(Merril ve ark., 1977; Sipe ve ark., 1982; Alasonyalilar, 2008; Han ve ark., 2006;
Chiba ve ark., 2011) bulgular ile uyumlu bulundu. Grup-3, Grup-4 ve Grup-6' da
serumda elde edilen sonuglar kismen doku bulgulari ile uyumlu bulundu (Tablo 24,
26, Sekil 32).

Ayn1 zamanda AA amiloidin prekiirsor proteini olan SAA'nin serumdaki asiri
artist  IL-1B, IL-6 ve TNF-o gibi pro-inflamatuar sitokinler tarafindan
diizenlenmektedir (Betts ve ark., 1993; Ray ve ark., 1999; Hagihara ve ark., 2004;
Lomborg ve ark., 2008). IL-1p ve IL-6 memelilerde yangiya kars1 akut faz cevabin
baglatilmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir (Hazuda ve ark., 1990; Fujihashi ve
ark., 1992; Gauldie ve ark., 1992; Plackett ve ark., 2007; Sevimli ve ark., 2008).
Laboratuvar hayvanlarinda IL-1f, IL-6 ve TNF-a gibi sitokinler karbonhidrat, yag ve
protein metabolizmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir (Johnson ve ark., 1993-g;

Johnson ve ark., 1993-b; Gruys, 2004; Henson ve ark., 2006). Pro-inflamatuar
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sitokinler ayn1 zamanda atesin olusumundan, kemik iliginden beyaz kan hiicrelerinin
aktive edilmesinden ve dokuda fibroblast ve makrofajlarin olusmasindan
sorumludurlar (Dinarello, 1983; Dinarello, 1989; Sehgal ve ark., 1989; Heinrich,
1989; Van Miert, 1995; Gruys ve ark, 2005). Kazein enjeksiyonu ile amiloidozis
olusturulan farelerde yapilan bir ¢alismada serum TNF-a, IL-6 ve IL-1B diizeyinin 3
ila 5. saatlerde pik yaptigini tespit etmislerdir (Dan ve ark., 2007). Amiloid artropatili
tavuklarda yapilan bir ¢aligmada IL-1p ve TNF-a' nin AA amiloidozisin olusumunda
onemli bir rol oynadigimi bildirmislerdir (Sevimli ve ark., 2008). Bu c¢alismada
serumda en yiiksek oranda TNF-a diizeyine Grup-3 ve Grup-4' te rastlandi (p<0,05).
Grup-5 ve Grup-6' da Grup-1 ve Grup-2' ye nazaran artis gozlendi (p<0,05) (Tablo
24, 27, Sekil 33). Bu calismada en yiiksek oranda IL-1p diizeyine Grup-4 ve Grup-3'
te rastlandi. Grup-3' te gozlenen artis Grup-2 ile kiyaslandiginda istatistiksel agidan
anlaml1 bulundu (p<0,05) (Tablo 24, 28, Sekil 34). Bu ¢alismada serumda en yiiksek
oran da IL-6 diizeyine Grup-3' te rastlanirken (p<0,05), bunu Grup-6 (p<0,05), Grup-
4 (p<0,05), Grup-5 takip etti (Tablo 24, 29, Sekil 35). Karaciger, dalak ve bobrek
dokusunda amiloid A, TNF-0, IL-1p ve IL-6 antikorlar1 ile yapilan
immunohistokimyasal boyamalar sonucunda en siddetli boyanmalara Grup-3' te
rastlanirken, bunu Grup-5 ve Grup-4 takip etti. Elde ettigimiz doku ve serum
bulgularima dayanarak amiloidozis olusumunda SAA, IL-1B, IL-6 ve TNF-a' nin
onemli bir rol oynadigini sdylemek miimkiin olabilir. Bu sonuglar ayni zamanda
deneysel amiloidozis olusturulmus hayvanlarda IL-1 B, IL-6, TNF-a' nin arttigini
bildiren arastirmacilarin (Ksilevsky ve Young, 1994; Sipe, 1994; Skinner ve ark.,
1997; Solomon ve ark., 1999; Dan ve ark., 2007; Sevimli ve ark., 2008; Barbara ve

ark., 2011) bulgular1 ile de uyumlu bulunmustur.

Obez bireyler {izerinde yapilan g¢alismalarda, (Poitou ve ark., 2006; Yang ve
Lee, 2006) obez bireylerin diyet yaparak zayiflamasi sonucu SAA saliniminin
azaldig tespit edilmistir. Obez bireylerin adipositlerden daha fazla SAA' nin (Poitou
ve ark., 2005) ve IL-1 B, IL-6 ile TNF-a gibi sitokinlerin salgilandig1 (Weisberg ve
ark., 2003; Xu ve ark., 2003) bildirilmistir. Bu ¢alismada da yag dokusundaki artigin

en fazla gorildigi Grup-3 ve Grup-5' te ayn1 zamanda en fazla oranda amiloid
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olusumunun goézlenmesi de arasgtirmacilarin  bulgularii destekler nitelikte

bulunmustur.

AA amiloidozis insan ve hayvanlarda ilerleyici 6liimciil bir hastaliktir. Bu durum,
amiloid proteininin nispeten ¢oziinmemesi ve proteolitik parcalanmaya karsi direngli
olmasi ile ilgilidir. Amiloidozisin patojenezine yonelik olarak veya tedavisine
yonelik olarak yapilacak arastirmalarin basarilarini artirmalari i¢in daha fazla

Onleyici ve tedavi edici etkiye sahip ilaglara ihtiyag¢ vardir (Landman, 1998).

Amiloidozis bir kez basladiktan sonra yapilabilecek en iyi siire¢ daha fazla
amiloid olusumunu engellemek i¢in mevcut siiregelen yangisal aktiviteyi
durdurmaktir (Hawkins ve ark., 1993). Amiloidozisin baskilanmasinda bugiine kadar
Pentoksifilin (Sevimli ve ark., 2005), antisense oligonucleotides (ASO) (Barabara ve
ark., 2011), colchicine (Kisilevsky ve ark., 1983; Takahashi ve ark., 1985),
Hidrokortizon, Dekzametazon, Metilprednizolon (Toubi ve ark., 2001), Tenidap
(Husebekk ve Stenstad, 1996), Triptolide (Dan ve ark., 2007) gibi ilaglar
kullanilmistir. Metilprednizolon beseri ve veteriner hekimlikte kullanilan kisa etkili,
immunsupressif ve antiinflammatuar etkili sentetik adrenokortikal bir ilagtir (Xu ve
ark., 1998). Metilprednizolon dokularda 16kosit gogiinii, fagositoz olaymi ve IL-1f,
IL-6, TNF-o’ y1 baskilayic1 6zellige sahiptir (Pitzalis ve ark., 1997; Xu ve ark., 1998;
Stanton ve ark., 1999). Bu c¢alismada Metilprednizolon verilen Grup-5 ve Grup-6' da
serum IL-1B, IL-6 ve TNF-a diizeyinin deney gruplarina gore baskilanmis oldugunu
ancak Grup-5' in dokularinda IL-1B, IL-6, TNF-a' y1 serumdakine gore yeterli
diizeyde baskilayamadigini, Grup-6' da ise baskilayabildigini tespit ettik (Tablo 24).
Tavuklarda deneysel olarak amiloid artropati olusturulan ¢alismalarda (Sevimli ve
ark., 2005; 2008; 2013a; 2013b) Metilprednizolon' un amiloid olusumunu
baskiladigin1  tespit edilmistir. Shtrasburg ve ark., (2007) yaptig1 ¢alismada
Metilprednizolon' un Hidrokortizon ve Dekzametazon’ a kiyasla amiloidogenezisi
baskilamada daha az etkili oldugunu bildirmistir. Bu etkiyi kisa dénemde (0-3 giin)
ve glinliik ila¢ uygulamasi ile elde etmis olup, uzun dénemde bu ilaglarin etkisinin
kalktigin1 bildirmistir. Bazi aragtirmacilar kortizon uygulamasinin amiloid birikimini

artirdigim1  (Latvalahti, 1952; Hardt, 1971), bazilar1 (Fields ve ark.,, 1973)
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baskiladigini, bazilar1 ise etkili olmadigini (Polliack ve ark., 1973) bildirmislerdir.
Laufer ve ark., (1968) amiloid olusmadan 6nce kortizon uygulamasi yapmis ve
immun sistemin baskilanmasindan dolayr amiloid olusumunu tamamiyla inhibe
ettigini tespit etmistir. Bu ¢alismada Metilprednizolon verdigimiz Grup-5' te serumda
en yliksek oranda SAA' ya rastlanilirken, Grup-6' da en diisiik seviyede SAA' ya
rastland1 (Tablo 24, 26, Sekil 32). Bu durum, Metilprednizolon' un intraperitoneal
yolla amiloidozis olusturulan grupta SAA' y1 ve dokudaki amiloid A' y1
baskilayamadigin1 ancak, subkutan yolla amiloidozis olusturulan grupta SAA' y1 ve
dokudaki amiloid A" y1 basarili bir sekilde baskiladigin1 géstermektedir. Grup-5' te
gozlenen bulgular kortizon uygulamasinin amiloid birikimini artirdigin1 bildiren
aragtirmacilarin (Latvalahti, 1952; Hardt, 1971) bulgularinmi desteklerken, Grup-6' da
gozlenen bulgular Shtrasburg ve ark., (2007) bulgular ile uyumlu bulundu. Watteyn
ve ark., (2013) Dekzametazon I.M. olarak verildiginde yarilanma 6émriiniin 0,70 saat
olarak tespit etmislerdir. Shtrasburg ve ark., (2007) Metilprednizolonun baskilayict
etkilerini 2-4 mg/giinliik tekrarlayan dozda ve 0-3 giinliik dénemde, elde ettiklerini
bildirmistir. Bu ¢alismada da 8. ve 10. haftalarda enjeksiyondan sonra yaklasik
olarak hayvan bagia 0.3 mg' lik methylprednisolon uygulamasinin yetersiz oldugunu

gostermektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Sonug olarak bu ¢alismada amiloidozis olusumunda SAA, IL-1pB, IL-6, ve TNF-o'
nin onemli bir rol oynadigi, hatta SAA ile proinflamatuar sitokinler arasinda, IL-1f
ile IL-6 arasinda bir korelasyon oldugu sonucuna varilmistir (Sekil 36, 37, 38, 39).
Bunun yam sira tedavi amaciyla verilen methylprednisolonun yarilanma Omriiniin
kisa olmasi nedeniyle iki doz halinde verilmesinin yeterli olmadigini, ileriki
caligmalarda bunun tekrarlayan ve degisik dozlar halinde verilmesinin uygun

olabilecegi sonucuna varilmistir.
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OZET

Bu c¢alismada farelerde deneysel amiloidozisin immun sistem iizerine etkilerinin
incelenmesi amaclandi. Calismada kullanilan 120 adet "Swiss albino" irk1 7 haftalik
disi fareler 20' serli 6 esit gruba ayrildi. Amiloidozisi indiiklemek amaciyla Complete
Freund's Adjuvant - Kazein emiilsiyonu deney ve tedavi gruplarindaki hayvanlara
calismanin 8. ve 10. haftasinda intraperitoneal ve subkutan olarak enjekte edildi.
Ayrica tedavi gruplarindaki hayvanlara intramuskuler olarak iki doz halinde sol arka
bacaga methylprednisolon enjekte edildi. Enjeksiyonu takiben 8. haftanin sonunda
farelerin kanlar1 alinarak nekropsileri yapildi. Nekropside karaciger, dalak ve bobrek
dokular1 alinarak amiloid varligit Kongo kirmizisi ile, Interleukin (IL)-1p, IL-6,
TNF-a ve Amiloid A" nin varligt immunohistokimyasal yontem ile belirlendi.
Serumda SAA, IL-1B, IL-6 ve TNF-a' ya ELISA yontemiyle bakildi. Serumda en
yiiksek oranda serum amiloid A' ya (SAA) tedavi grubunda (Grup-5) (p<0,05) ve
deney grubunda (Grup-3) rastlanirken, dokuda en siddetli amiloid birikimine Grup-3'
te rastland1. Serumda TNF-a, IL-1P, IL-6' ya en yliksek oranda Grup-3' te rastland1
(p<0,05).

Sonu¢ olarak amiloidozis olusumunda SAA, IL-1B, IL-6 ve TNF-a' nin
onemli bir rol oynadigy, hatta SAA ile proinflamatuar sitokinler arasinda ve IL-1f ile
IL-6 arasinda onemli bir korelasyonun oldugunu sdylemek miimkiindiir. Ayrica
amiloidozisin baskilanmasina yonelik olarak methylprednisolonun tekrarlayan ve

degisik dozlarda verilmesinin uygun olabilecegi kanaatine varildi.
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SUMMARY

In this study, investigation of the effects of experimental amyloidosis in mice on the
immune system was aimed. 120 female mice 7 weeks old from "Swiss albino" race
used in the study were divided into six equal and 20 animals in each groups. To
induce amyloidosis Complete Freund's Adjuvant - Casein emulsion was injected to
experimental group and treatment group as intraperitoneally and subcutaneously
during the 8th and 10th weeks of the study. Additionally two doses of
methylprednisolone was injected into the left hind leg of the mice in the treatment
group intramuscularly. Following the injection at the end of the 8th week blood
samples from mice were taken and their necropsy was examined. At necropsy
examination, the liver, spleen and kidney tissues were taken and the presence of
amyloid was defined by congo red while the presence of Interleukin (IL)-1pB, IL-6,
TNF-0 and Amyloid A were defined by immunohistochemistry technique. SAA, IL-
1B, IL- 6 and TNF-a were determined by ELISA technique. In sera the highest rate
of serum amyloid A (SAA) in the treatment group was (Group-5) (p<0,05) and in
the experimental group was (Group-3), and in the tissue the most severe amyloid
deposition was detected at Group-3. The highest rate of TNF-a , IL-1B, IL-6 in sera
was detected at Group-3 (p<0,05).

Consequently it is possible to assert that SAA , IL-1p, IL-6 and TNF-a play a
major role in the formation of amyloidosis, and even it can be claimed that there are
significant correlations between SAA and proinflammatory cytokines and between
IL-1B and IL-6. Also it is concluded that as for suppressing amyloidosis, it can be

suitable to give repetitive and different doses of methylprednisolone.
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EKLER

Ek 1. Fare yem igerigi.

KORKUTELIM YEM GIDA SAN. TiC. A.S.

Uzunoluk Mah. M. Akif Ersoy Bulvar: No. 141
KORKUTELI / ANTALYA 0 242 643 10 20

ONAY TARIHi VE NO: 26-09-2010 & TR-0700021
TAM YEM
FARE YEMI
Bu yem 16 giinden biiyiik farelerin beslenmesinde kullanilir
KULLANILAN HAMMADDELER

Soya Fastlyesi Kiispesi®, Misir, Bugday Kepegi, Kanola Kispesi,
Yonca Unu, Mermer Tozu, Bitkisel Yag, DCP 18, Arpa,

D. L. Methionine, Toksin Baglayici, Kolin Klorid, Kanatli Minerali,
E Vitamini, Antioksidant.

* (Genetik yapisi degistirilmig soya veya soya fastilyesinden tretilmis olup (ACS-
GMQQ5-8), (MON-89788-1) ve (MON-04032-6) ayirici kimlik genleri ihtiva edebilir.

TEMEL BESIN MADDELERI

Ham Protein %24.00 Ham Yag %5,85
Ham Seliiloz %6,31 Ham Kiil %5,75
Methionine %0,60 Lysine %1,28
Kalsiyum %1,23 Fosfor %0,66
Sodyum %0,05

SERIN KURU TEMIZ BiR ORTAMDA DEPOLAYINIZ
EN UYGUN TUKETIM TARIHi: IMAL TARIHINDEN iTIBAREN 3 AYDIR
iMAL TARIHi: 29.02.2011 PARTI NO:1 NET: 25 KG
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OZGECMIS

23.11.1984 tarihinde Malatya' da dogmusum. Ilk ve orta okulu egitimimi Malatya
Hasan Varol Okulunda; lise egitimimi ise, Malatya Turgut Ozal Anadolu Lisesi' nde
tamamladim. 2002 yilinda Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi’ nde lisans
egitimime basladim ve 2007 yilinda lisans egitimimi tamamladim. Subat 2008' de
Afyon Kocatepe Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii’'nde doktora egitimime
basladim. 12 Ekim 2009 tarihinde Afyon Kocatepe Universitesi Basmak¢1 Meslek
Yiiksekokulu' nda Ogretim Gérevlisi kadrosuna atandim. 24 Aralik 2013 tarihinde
Bingdl Universitesi Saglik Hizmetleri Meslek Yiiksekokulu' nda Ogretim Gérevlisi
olarak géreve basladim ve hala aym birimde Ogretim Gorevlisi olarak gorevime

devam etmekteyim.



