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OZET

BROYLER CiVCIVLERIN DALAGINDA TLR4 VE MHC II
MOLEKULLERININ DAGILIMININ ARASTIRILMASI

Aka E. Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Histoloji-Embriyoloji
Yiiksek Lisans Programi (Veteriner) Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2016.

Sunulan ¢alismada, broyler civcivlerin yagamlarinin ilk iki haftasi i¢inde, dalak dokusunun
gelisimi ile beraber, TLR4 ve MHC II molekiillerinin dagiliminin, kontrol ve antijen ile
uyarilmig gruplarda arastirilmasi amaglandi.

Materyal olarak 225 adet Ross 308 ticari etlik civciv kullanildi. Civcivler 1, 4, 7, 10, 14
giinliik olmak iizere her biri 45’er adet civciv igeren 5 ana gruba ayrildi. Her grup kendi
i¢cinde kontrol, PBS ve LPS uygulanan gruplar olmak {iizere ii¢ alt gruba ayrildi. Antijenik
uyarim 1mg/kg LPS’nin intra-abdominal uygulamasi ile gergeklestirildi. Uygulamadan 1,
3, 6, 12 ve 24 saat sonra PBS ve LPS uygulanan iicer hayvandan doku 6rnegi alindi. Ayni
saatlerde, kontrol grubundan da tiger hayvandan doku 6rnegi alindi. Histolojik inceleme
icin Ornekler iiglii boyama, Gordon ve Sweet’in gliimiisleme metodu ve orsein-giemsa
boyama yontemleriyle boyandi. Immunohistokimyasal olarak TLR4 ve MHC II’nin
ekspresyonlarini belirlemek i¢in, strept-ABC yontemi uygulandi.

Bir ve 14 giin arasinda dalagin histolojik gelisimi kaydedildi. Baslangigtan dort giinliik
olana kadar yogun graniilopoezis goriildii. Bir giinliikten itibaren dalakta TLR4
pozitivitesinin bulundugu, yaygin graniiler tarzda oldugu ve genellikle kirmiz1 pulpada
olan bazi hiicrelerde yogun olarak bulundugu dikkati g¢ekti. Dort giinliik orneklerde
PEL’de, yedi giinden itibaren GC’de belirgin TLR4 pozitivitesi gdsteren hiicreler gézlendi.
Istatistiksel degerlendirme sonucunda, farkl giinlerde difuz graniiler TLR4 pozitivitesinde
dalgalanmalar oldugu tespit edildi. Yogun TLR4 pozitivitesi i¢eren hiicrelerin ise 14
giinliik 6rneklerde antijen uyarimi ile arttig1 belirlendi. TLR4 yogunlugunun nonspesifik
savunma hiicrelerinin yaninda, endotel ve diiz kas hiicrelerinde de oldugu gézlendi.

MHC 1I pozitivitesinin bir giinliikten itibaren SCL, PAL, PEL, PVL, GC’de ve kirmizi
pulpada bulundugu goriildii. Kontrol grubunda bir giinliikk 6rneklerde diger gruplardan
daha az oldugu dikkati ¢ekti. LPS uyarimi ile bir ve 14 giinliik 6rneklerde yogunlugunun
arttig1 belirlendi.

xii



Dalakta bir giinliikten itibaren nonspesifik savunma mekanizmasinin var oldugu ve on dort
giinliik 6rneklerde dalagin histolojik ve fonksiyonel anlamda gelismis oldugu goézlendi.
Bundan sonraki c¢alismalarda dalakta TLR4 ve MHC II pozitivitesinin hiicre bazinda

calisilmasinin uygun olacagi diistiniildii.

Anahtar Kelimeler: Broyler, Dalak, MHC I, Tavuk, TLR4.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE DISTRIBUTION OF MHC 11
MOLECULES AND TLR4 IN SPLEEN OF BROILER CHICKS

Aka E. Adnan Menderes University, Institute of Health Sciences, Histology-
Embryology Master of Science Program (Veterinary) Master Thesis, Aydin, 2016.
The purpose of the present study was to investigate histological development and
distribution of TLR4 and MHC II molecules in the spleen of control and LPS stimulated
groups within the first two weeks of life.

A total of 225 Ross-308 commercial broiler chicks were used. The chicks were divided
into 5 main groups (age: 1, 4, 7, 10 and 14 days), each group had 45 chicks. Each main
group was divided into three subgroups which included control (conventional), PBS and
LPS-injected groups. Antigenic stimulation was carried out through intra-abdominal (i.a.)
administration of LPS at a dosage of 1mg/kg. Tissue samples in the subgroups were
collected separately at 1, 3, 6, 12, and 24h after LPS or PBS injection. At the same time,
tissue samples were obtained from three animals in the control group. Tissue sections were
stained using triple staining, Gordon and Sweet’s silver staining. Furthermore, orcein—
giemsa methods as well as immunohistochemistry were performed to determine the
expression of TLR4 and MHC Il molecules.

Histological development of the spleen was recorded between one and 14 days.
Granulopoesis was observed in the chicks until the age of 4 days. Between 1-14 days of
age, a diffused expression of TLR4 was found in the tissue but generally in red pulp, some
cells showed strong expression. Whereas, some cells showed intense TLR4 expression in
PEL and GC, at the age of 4™ and 7™ day, respectively. Variations in the statistical
evaluation were found in diffused granular expression of TLR4 density on different days.
The number of dense positive cells was increased again by antigenic stimulation in 14 days
old chicks. Besides the non-specific defense cells, TLR4 expression was also observed in
endothelial and smooth muscle cells.

MHC 11 molecules were diffusely observed at SCL, PAL, PEL, PVL, GC and red pulp

from post-hatch day one onwards. It was noticed that the control group had lesser

Xiv



expression of TLR4 as compared to other groups on daily basis. Moreover, it increased
after LPS stimulation at one and 14 days of age.

It is suggested that spleen has nonspecific defense processes from post-hatch day one
onwards. Functional splenic development is completed histologically at 14 days of age. It
is suggested that TLR4 and MHC 11 positivity must be examined in the spleen on the basis
of cell types with further research.

Keywords: Broiler, Chicken, Spleen, MHC |1, TLR4.
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1. GIRIS

Ceneli vertebrali canlilarda antijenlere kars1 savunma mekanizmasini gergeklestiren
immun sistem, dogustan gelen (innate, non-specific) ve edinilmis (accured/adptive,
specific) bagisikligl gerceklestiren kisimlar olmak iizere iki biiyiik alt boliimden olusur. Bu
iki sistem arasindaki temel farklilik, patojenleri tanimak i¢in kullandiklar1 reseptorlerin
farkliligidir (Medzhitov, 2007).

Herhangi bir enfeksiy6z ajanin viicuda girisinden sonra dogustan bagisikligin iki fazi
ve edinilmis bagisiklik asamalar1 arka arkaya gelir. Dogustan gelen bagisikligin ilk
asamast, antijen girisinden itibaren ilk dort saatlik siireyi kapsayan erken spesifik olmayan
(early non- specific) fazdir. Bu asamada konak¢inin deri pH’si, tiikkriik proteazi gibi
fizyolojik ozellikleri devreye girer. Dogustan gelen bagisikligin ikinci agamasi ise 4-96
saat arasinda meydana gelen uyarilmis non-spesifik (induced non-specific) fazdir. Bu
asamada fagositoz, komplement aktivasyonu, diger yangisel mekanizmalar ve sitokin
sekresyonu gerceklesir. Edinilmis bagisiklik; 96 saatten sonra gerceklesmeye baslayan ve
B lenfosit, yardimer T lenfosit ile sitotoksik T lenfositin gerceklestirdigi, uyarilmis spesifik
savunma asamasidir (Mak ve Saunders, 2006).

Infektif patojenlerin en iist seviyede bir yeterlilikle elimine edilebilmesi igin bu iki
mekanizmanin Dbirlikte gergeklestirdikleri savunma gereklidir. Non-spesifik savunma,
evrimsel olarak korunmus olan, ilk koruma hattidir ve patojene maruz kalindigi anda
devreye girer. Invaze olan mikrobiyal patojenlere kars1 makrofaj ve dendritik hiicreler gibi
fagositleri ile korunma saglar. Bu hiicreler yangisel yaniti uyarirlar (Kawai ve Akira,
2009). Edinilmis bagisiklik ise oldukg¢a spesifiktir ve uzun siireli immunolojik bellege
sahiptir fakat infeksiyonun ge¢ fazinda gelisir (Alberts ve ark, 2002; Kawai ve Akira,
2009). Edinilmis bagisikligin immunkompenent hiicreleri antijen sunan hiicreler, yardimei
ve sitotoksik T lenfositler ile B lenfositlerdir (Schatz ve ark, 1992). T ve B hiicrelerinin
antijeni algilamasi ile spesifik olan, hiicrelerin aracilik ettigi ve humoral immun yanit

baslamis olur (Abbas ve Lichtman, 2006).

Dogustan gelen savunma mekanizmast elemanlari, konak¢iyr koruyucu yaniti
olusturmak iizere, patojen iliskili molekiiler yapilar1 (pathogen-associated molecular

patterns / PAMPs) taniyabilme o6zelligine sahiptirler (Janeway ve Medzhitov, 2002).



PAMPs’lerin taninmasina, Toll-benzeri reseptorler (Toll-like receptors/ TLRs) (Iwasaki ve
Medzhitov, 2004), NOD-benzeri reseptorler (The nucleotide-binding oligomerization
domain receptors/ NOD-like receptors/ NLRs) (Franchi ve ark, 2008) ve RIG-I benzeri
reseptorleri (retinoic acid-inducible gene-I-like receptors (RLRs) (Yoneyama ve Fujita,
2008) igeren ve genel olarak patojenik yapilari taniyan reseptorler (patologic pattern
recognition receptors/ PPRRs) olarak bilinen reseptorler aracilik ederler. Bunlar, kalitsal
olarak kodlanmais, her biri 6zellikle mikroorganizmalarin korunmus ve degismeyen yapilari
i¢in yaygin bir 6zgiinliige sahip olan reseptorlerdir (Medzhitov ve ark, 1997; Medzhitov,
2007). Bunlardan en iyi ¢alisilan TLR’ler bakteri, virlis, mantar ve parazitlerin dogal ve
genis bir yelpazede olan korunmus molekiiler motiflerini tantyan, korunmus transmembran
protein ailesidir (Brownlie ve Allan, 2011). TLR’ler hem hiicrenin disinda yer alan hem de
endozom ve lizozomlarda bulunan patojenleri taniyabilirler (Chen ve ark, 2013). TLR’ler
1s1 sok proteinleri (Heat Schock Protein / HSP) gibi enfeksiyon sirasinda yapilan endojen
ligandlar1 da tantyabilirler. Genel TLR yapisinda, hiicrenin dis kisminda N-terminal kism1
(leusinden zengin tekrarlar1 -leucine rich repeats/ LRRS) ve bir veya iki sisteinden zengin
bolge), membranda bulunan kisim ve olduk¢a korunmus olan intra-sitoplazmik Toll/IL-I
reseptor (TIR) kism1 bulunur. LRRs’ nin organizasyonu tiir ve TLR gruplarinda degisiklik
gosterirken TIR kism1 korunmustur (Brownlie ve Allan, 2011).

PAMPs arasinda Gram (-) bakterilerin hiicre duvarinda bulunan LPS(Lipopolysaccaride/
Lipopolisakkarit), Gram (+) bakterilerin yilizeyinde bulunan lipoteikoik asit, bakteriyel
flagellin, peptidoglikan ve viriislerle iligkili yapilar 6rnegin ¢ift sarmal RNA sayilabilir
(Akira ve ark, 2006).

TLR’ler; makrofajlar, dendritik hiicreler, B lenfositler, T lenfositler, dogal katil
hiicreler, mast hiicreleri, fibroblastlar, epitel hiicreleri, astrositler ve endotel hiicrelerinin
bazilar1 gibi immunolojik olan ve olmayan bircok hiicre tarafindan eksprese edilirler
(Akira ve ark, 2006; Zhang ve Schluesener, 2006)

TLR’ler, nonspesifik savunma mekanizmasinin hiicreleri tarafindan gesitli sitokinler
ve kemokinlerin sentezinin gerceklesmesi ve salgilanmalar1 i¢in gerekli olan hiicre igi
sinyal yolaklarmi1 baglatirlar. TLR’lerin indiikledigi non-spesifik yanitlar adaptif
immunitenin olugmasi i¢in de 6n kosuldur. Bundan dolayr TLR’ler patojenlere karsi
konak¢1 savunmasinda ilk hattir ve hem nonspesifik hem de spesifik immunitede 6nemli

rol oynarlar. Son yillarda birgok patolojik durumda endojen uyaricilarin TLR
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sinyalizasyonunu aktive ederek steril yangisal yaniti baslattiklarin1 gosteren deliller
artmistir (Yu ve ark, 2010).

Giinlimiizde tavuklarda chTLR1La, chTLR1Lb, chTLR2a, chTLR2b, chTLR3,
chTLR4, chTLRS5, chTLR7, chTLR15 ve chTLR21 olmak tizere toplam 10 adet TLR
karakterize edilmistir. Bunlardan bes tanesinin (TLR2a, 2b, 4, 5 ve 7) insan ve farelerde
bulunanlarla ortolog oldugu bilinmektedir. Tavuklarda bulunan chTLR15 ve chTLR21 ise
memelilere bulunmamaktadir (Brownlie ve Allan, 2011; Chen ve ark, 2013; Keestra ve
ark, 2013).

Spesifik immun reaksiyonda 6zgiil antijen tanima gorevi, lenfositlerin tizerindeki
antijen reseptorleri ile gergeklestirilir. B lenfositlerde antikorlar, T lenfositlerde T hiicre
reseptorleri (T cell receptors, TCR) bu gorev i¢in kodlanmistir. Bu reseptorleri kodlayan
genler, kalitsal olarak gen segmentlerinden bir araya getirilmistir. Bu segmentlerin somatik
rekombinasyonu, rastgele fakat smirli spesifikligi ile reseptdrlerin repertuar farkliliginin
olusmasini saglar (Schatz ve ark, 1992; Metzhitov, 2007; Liu ve ark, 2008; Abbas ve
Lichtman, 2006). Antijen reseptorleri T ve B lenfositler iizerine klonal olarak
dagilmiglardir yani bu dagilim, belli bir 6zgiilliigii olan lenfositlerin her bir klonunun (bir
klon: ata hiicre ve kendi soyundan gelen hiicreler) tek bir reseptdre sahip olmasi ve tim
diger klonlarin reseptorlerinden farklilik gdstermesi anlamina gelir. Bu durum
immunolojik hafizanin temelini olusturur. Baska bir deyisle her bir lenfosit tek bir spesifik
antijen reseptoriinii eksprese eder. Boylece lenfositlerin sadece spesifik populasyonlari,
patojene kapsamli bir yanit i¢cin sec¢ilmis olur. Bundan dolayr nonspesifik ve spesifik
savunmada hiicreler, temelde farkli yollarla patojenlerin molekiiler farklilig: ile ilgilenirler

(Medzhitov, 2007; Abbas ve Lichtman, 2006).

Fagositler dendigi zaman nétrofil, makrofaj ve dendritik hiicreleri (Dendritic Cells/
DCs) igeren heterojen bir aile ifade edilmis olur. Notrofil ve makrofaj dogustan
immunitenin kritik ¢alisanlanidirlar. Her ikisi de lokal yangisal yamit araciligiyla,

patojenlerin derhal temizlenmesinde yer alirlar (Savina ve Amigorena, 2007).

Dendritik hiicreler, B lenfositler ve makrofajlar doku uyum molekiili sinif IT (Major
Histocompalibitiy Complex Class Il/ MHC 11) molekiilii eksprese ettikleri i¢in immun
sistemin profesyonel antijen sunan hiicreleri olarak kabul edilmektedirler (Kambayashi ve

Laufer, 2014).



Adaptif immun yanitin baslamasi, antijen sunan hiicrelerin ko-stimulatér molekiilleri
ve sitokinleri eksprese etmesine baglidir (Metzhitov ve ark, 1997) Makrofajlar bakterileri
fagosite ettikten sonra T lenfositleri de aktive edebilirler. Bununla birlikte antijeni T
lenfositlere sunan ve adaptif immuniteyi baslatan 6zellesmis hiicreler DCs’dir (Janeway ve
ark, 2001).

DCs fagositlerin 6zel grubuna daha sonralar1 katilmistir. DCs digerlerinden farkli
olarak direkt patojen temizlenmesine dahil olmazlar. Bu agidan bakildiginda dogustan
immunitenin kritik ¢alisani olarak tanimlanmazlar. DCs tipki makrofajlar gibi biitiin perifer
dokularda bulunurlar ve patojen girisinin oldugu yerlerde birikirler. DCs fagositik
reseptorlerin biiylik bir kismimi eksprese ederler ve etkin bir sekilde patojenleri fagosite
ederler (Savina ve Amigorena, 2007).

Herhangi bir uyar1 yokken DCs perifer dokularda ve lenfoid organlarda dinlenme
halindedirler. Olgunlagsmasini tamamlamamig (immatiir) olan bu hiicreler az miktarda
MHC |II, ko-stimulator ve adezyon molekiilleri ile karakterizedirler (Irla ve ark, 2010;
Steinman ve ark, 2003). Inflamasyon, enfeksiyonlar ve doku hasari gibi sinyaller DC’lerin
olgunlagsmasin1 indiikler. Olgunlasma islemi MHC II, ko-stimiilatér ve adhezyon
molekiillerinin  artis;, yangisal mediatorlerin = salgilanmasit ve go¢ Ozelliklerinin
kazandirilmas1 gibi degisikliklerle kendini belli eder (Irla ve ark, 2010). MHC II’den
zengin kompartimanlar immatiir dendritik hiicrelerde baskindir. Bu kompartimanlar geg
endozomal yapilardir. Olgunlasma sirasinda bu kompartimanlar non-lizozomal vezikiillere
doniisiirler ve MHC II-peptit komplekslerini hiicre yiizeyine bosaltirlar. Immatur dendritik
hiicrelere antijen talimati geldiginde, antijen parcalarint MHC II molekiillerine yiikler ve
hiicre ylizeyine gonderir ve bu pargalar giinlerce burada sabit kalabilir (Banchereau ve
Steinman, 1998).

DC’lerin olgunlasmasindan sonra, uyarilmamis T lenfositlerin aktivasyonu, klonal
artis1 ve efektor T lenfositleri ile bellek T lenfositlerin olugmasi islemi gerceklesir (Irla ve
ark, 2010). DCs bu sekilde innate immun mekanizmay1 adaptif immun mekanizmaya

baglamis olurlar (Savina ve Amigorena, 2007).

Kuslarda bulunan primer lenfoid organlar, T lenfositlerin olustugu timus ve B
lenfositlerin olustugu Bursa Fabricius (BF)’tur. Lenfositler timus ve BF’den sekonder
nitelikli olan dalak ve mukoza iliskili lenfoid dokulara go¢ ederler (Ciriaco ve ark, 2003).
Bazi su kuslar1 disinda kanatlilarda lenf diigiimii bulunmamaktadir (Tanyolag, 1999) Bu

nedenle dalak kuslar i¢in temel sekonder lenfoid organdir.
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2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kanathlarda Dalak

Dalak kan dolasimindan antijenleri alabilen, ger¢ek lenf diigimlerine benzeyen fakat
afferent ve efferent lenf damarlari olmayan, en biiyiik sekonder lenfoid organdir. Dalak
kan1 filtre eder (Turley ve ark, 2010). Dalagin kan hiicrelerini olusturma, hemoglobin ve
demir metabolizmasina katilma, yaslanmis eritrositlerin yikimi, fagositoz ve kanin
antijenden temizlenmesi gorevleri vardir. En 6nemli gorevlerinden biri immun yanitin
olusturulmasidir (Banks, 1993).

Kanatlilarda bulunan dalak kirmiz1 kahverengi renkte oval sekilli, proventrikulus’un
dorsalinde ve karacigerin sag lobunun dorsal yiiziine bitisik durumdadir (Nickel ve ark,
1977). Ayrica aksesor (eklenik) dalaklar, dalagin kranialinde, kaudalinde ve dalaga bitisik
olarak bulunur (Glick, 1986).

2.1.1. Dalagin Gelisimi

Kulugka doneminde dalak, lenfoid ve non-lenfoid hiicreler arasindaki etkilesim igin
vazgecilmez bir mikrogevre saglayan sekonder lenfoid organ olarak gelismeye baslar
(Rajput ve ark, 2013). ilk olarak 48 saatlik embriyolarin mezensimal hiicrelerinin bir
birikimi olarak goriiliir. Inkiibasyon siirecinin 5. giiniinde mezensimde eritrosit igeren
sinozoidler goriiliir. Graniilopoezis, 7. glindeki eritropoeszisi takiben 11. giinde baglar. Asil
dalak gelisimi kulucka doneminden sonra, antijenle karsilagsmay: takiben gerceklesir.
Kulugkadan sonraki ilk alt1 hafta boyunca hizli bir sekilde biiyiir ve 10. haftada maksimum
bliytikliige ulasir (Olah ve Vervelde, 2008; Liman ve Bayram, 2011).

Memelilerle karsilastirildiginda kanatli dalagi, eritrositlerin dolagima hizli salinmasi
icin bir rezervuar gibi disliniilmez. Dalak, lenfositlerin antijenden bagimsiz olarak
cogaldiklar1 ve farklilastiklar1 primer lenfoid organ degildir. Bununla birlikte B lenfosit
progenitorlerinin  bursa Fabricius’a kolonize olmadan o6nce Ig genlerinin yeniden
diizenlendigi yer olarak embriyonik lenfopoeziste Onemli bir role sahiptir (Olah ve

Vervelde, 2008).



Kuluckadan ¢iktiktan sonra dalagin hiicre igeriginde dramatik degisikler meydana
gelir. Graniilositopoetik fonksiyonlar ¢ok kisa zaman periyodunda azaltilir ve organ
predominant olarak lenfosit iireten ve eritrosit yikan bir organ haline gelir. Kulugkadan
ciktiktan hemen sonraki 24 saat igerisinde lenfosit ve monosit gelisimini takiben dalaktan
heterofillerin uzaklastig1 goriiliir. Kulugkadan g¢iktiktan hemen sonraki 48 saat igerisinde,
lenfositler organin dominant hiicreleri haline gelirler (Hodges, 1974; Olah ve Vervelde,

2008).

2.1.2. Dalagin Histolojik Yapis1

Kanatli dalaginin ince bir kapsiille sarilmis oldugu kaydedilmistir (Hodges, 1974;
Akter ve ark, 2006; Olah ve Vervelde, 2008; Liman ve Bayram, 2011; Bing6l ve ark,
2014). Peritoneal mezotelle kaplandigi, cogunlukla kollagen iplikler olmak iizere retikiiler
iplikler ve diiz kas telleri ile eser miktarda da elastik iplik igerdigi bildirilmistir (Hodges,
1974; Akter ve ark, 2006; Olah ve Vervelde, 2008; Liman ve Bayram, 2011; Kannan ve
ark, 2015). Kapsiiliin eksternal yilizeyinde, mezotel hiicrelerinin mikrovilluslu oldugu

kaydedilmistir (Kannan ve ark, 2015).

Kanatlilarda dalakta gercek trabekiiliin olmadigi, bunun yerine kapsiilden dalak
dokusuna giren az miktarda bag doku ve bu bag doku icerisinde kan damarlar1 bulundugu

ifade edilmistir (Hodges, 1974; Akter ve ark, 2006).

Dalagin parankimine pulpa denir. Dalagin pulpasi, farkli gorevleri {istlenen beyaz
pulpa ve kirmizi pulpa olmak iizere iki ana bolgeden olusur. Dalak diger lenfoid organlar
gibi retikulum hiicreleri ve ipliklerinden meydana gelen ag iginde lenfositler, makrofajlar

ve antijen sunan hiicrelerden olusur (Tanyolag, 1999).

2.1.2.1. Dalagin Damarlanmasi

Dalaga gelen kan, dalaga giris yapan A. gastrika ve hepatika ya ait kiiciik dallar ile
A. Linealis kranialis ve kaudalis tarafindan saglanir. Kapsiilden dalak dokusuna, bag
dokusu az olan trabekiil giris yapar. Dalak arteri bu trabekiil igerisinde kollara ayrilir, tek
tabaka diiz kas igeren sentral arteriyolleri olusturur. Bunlar da elipsoid kapillarlara
ayrilirlar (Olah ve Vervelde, 2008).



Kiibik endotel hiicreleri ile sinirlandirilmis olan elipsoid kapillarlarda kas teli
bulunmaz ve gozeneklere sahiptir. Ayrica, -elipsoid/ Schweigger-Seidel sheat/
Schweigger-Seidel kilif/ SSS- adi verilen bir katmanla ¢evrelenir (Olah ve Vervelde,
2008).

Vendz siniisler ile elipsoid kapillarlarin  baglantilarina dair tartisma devam
etmektedir. Kapali dolasim teorisi, elipsoid kapillarlarin dogrudan vendz siniislara
baglandigini ifade eder. Memelilerde tarif edilen agik dolasim teorisinde ise elipsoid
kapillarlardan kanin pulpa kordonlarma serbest¢ce dagildigini ve oradan endotelyal
hiicrelerin arasindan siniislere girdigini anlatir. Bu nedenle Billroth kordonlar1 ya da pulpa,
venoz siniisler ve arteriyol arasindaki dolagimin bir pargasi olarak kabul edilebilir (Nagy ve
ark, 2005). Kanathilarda perfiizyon tekniginin kullanildigi, 151k ve elektron mikroskobik
diizeyde yapilan calismalar (Olah ve Glick, 1982) kapillarlarin siniisler ile baglantili
olduklarmi, kirmizi pulpaya girdiklerini ve yavas yavas genisledigini gdstermistir. Bundan
dolayr memeliler acik dolagim sistemine, kanatlilar ise kapali dolasim sistemine sahiptir

(Olah ve Vervelde, 2008).

2.1.2.2. Beyaz Pulpa

Ogata ve ark (1977), tavuk dalaginda beyaz pulpanin; arteriyol ¢evresi lenfoid doku
(periartriolar lymphoid tissue/PAL), vena ¢evresi lenfoid doku (perivenous lymphoid tissue
/PVL), elipsoid ¢evresi lenfoid doku (periellipsoidal lymphoid tissue/PEL) ve germinal

merkez (germinal center/ GC) olmak tizere dort farkli kisimdan olustugunu bildirmislerdir.

Tavuklarda peri-elipsoidal lenfoid doku, germinal merkez ve plazma hiicre hattindaki
hiicreler, BF bagimli bolgelerdir (Mori ve Hoshi, 1971; Hoshi, 1972; Hoffmann ve ark,
1977; Jeurissen ve ark, 1992; Gumati ve ark, 2003). Ordeklerde de peri-elipsoidal lenfoid
dokunun BF bagimli oldugu bildirilmistir (Sugimura ve Hashimoto, 1980). Peri-elipsoidal
lefoid doku ve germinal merkezde az miktarda T lenfosit bulundugu da kaydedilmistir
(Hoffmann ve ark, 1977).

Memelide marjinal zon, beyaz pulpanin perifer smiri ile kirmizi pulpa arasinda
bulunan bir kisimdir. Marjinal zon’da siniisler, dendritik hiicre hatti, makrofajlar ve lenfoid
hiicreler bulunur. Burada lenfoid hiicre olarak hem T hem de B lenfositler vardir (Banks,
1993). Kanatlilarda ise marjinal zon yoktur (Olah ve Glick, 1982; Zhang ve ark, 2015).

Buna karsilik, antijen dagitim1 ve mitojenik antijenlerin reaksiyonuyla ilgili, islevsel olarak



benzer olan bir kompartman tarif edilmistir (Jeurissen ve ark, 1992; Jeurissen, 1993; Kasai
ve ark, 1995; Gumati ve ark, 2003; Olah ve Vervelde, 2008). Arastiricilar (Jeurissen,
1993; Olah ve Vervelde, 2008) bu kompartmanin retikiiler hiicreler tarafindan olusturulan
kisim, B hiicre katmani ve onu ¢evreleyen makrofaj halkasinin olusturdugu kompleks bir

yapt olarak tanimlayip, memelilerdeki marjinal zonun karsilig1 oldugunu ileri siirmiislerdir.

2.1.2.2.1. Arteriyol cevresi lenfatik kilif (Peri-Arteriyolar Lymphoid Sheath/ PAL)

PAL, kas tabakas1 goriilebilen sentral arter ¢evresinde bulunur ve T lenfositlerden
olusan yogun bir katman ile az sayida B lenfositlerden olusmustur (Mori ve Hoshi, 1971;
Hoshi, 1972; Hoffmann ve ark, 1977; Sugimura ve Hashimoto, 1980; Jeurissen ve ark,
1992; Jeurissen 1993; Gumati ve ark, 2003; Nagy ve ark, 2005; Olah ve Vervede, 2008;
Liman ve Bayram, 2011).

Bu T hiicreleri CD3+ (genel T lenfosit belirteci) ve daha ¢ok CD4" alfabetalTCR
(yardimer T lenfosit belirteci) molekiillerini eksprese ederler. Diger T hiicrelerini de (CD4"
ve TCR alfabeta2 ya da CD8+ ve TCR alfabetal -sitotoksik T lenfosit belirteci-)
bulundururlar. TCR alfabetal hiicreleri tiikendiginde, bunlarin yerine PAL ’ta artis gosteren
TCR alfabeta2 hiicreleri geger. Bu hiicreler kismen ayni fonksiyonu yerine getirirler.
Memelilerdeki gibi immun cevapta CD4" yardimer hiicreler merkezi rol oynar. Sitotoksik
T lenfositler ve B hiicrelerinin cevabi icin 6n sart CD4" yardimei hiicrelerin aktive
edilmesidir. Yardimer T lenfositlerin GC’1n yaninda ve iginde bulunmalari, B hiicrelerinin

olgunlagsmasinda rol aldigini ortaya koyar (Olah ve Vervelde, 2008).

PAL’ta interdigital dendritik hiicreler (interdigital dendtric cells/IDC), T hiicreleri
arasinda dagilmislardir ve KUL-01", MHC II*, CD57 dirler. PAL’daki IDC’ler S-100 ve -
74.3 antijenlerini bulundururlar. Bu hiicrelerin folikiiler dendritik hiicrelerin (Follicular
dendritic cell/ FDC) onciileri oldugu ileri siirtilebilir (Mast ve Goddeeris, 1998a).

2.1.2.2.2. Peri-elipsoidal lenfoid doku (Peri-ellipsoidal lymphoid tissue/ PEL)

Elipsoidin ¢evresinde yer alan lenfoid doku, peri-elipsoidal lenfatik doku (peri-
elipsoidal lymphoid tissue/ PEL) olarak tanimlanir (Olah ve Glick, 1982; Olah ve
Vervelde, 2008). PEL, B lenfositlerden olusan yogun bir katmandan olusur (Mori ve
Hoshi, 1971; Mast ve Goddeeris, 1999).



2.1.2.2.2.1. Elipsoid ile iligkili hiicreler (EACs), elipsoid ve elipsoid kapsiilii (Capsule
of Schweigger-Seidel sheat/ Schweigger-Seidel kilifin kapsiilii/ CSS)

En icteki elipsoid kapillar -ya da penisilar kapillar-, retikulum ipliklerinin fazlaca
oldugu bir bazal membrana oturur. Elipsoid kapillarlarin etrafinda; yuvarlagimsi oval
sekilli olan, elipsoid hiicreler veya destek hiicreleri olarak isimlendirilen, retikulum
hiicrelerinden olusmus bir hiicre katmani bulunur (Olah ve Glick, 1982). Arastiricilar bu
hiicreleri elipsoidle iliskili retikiiler hiicreler (Ellipsoid associated reticular cells / EARCS)
(Mast ve Goddeeris 1998a), elipsoidal retikulum hiicreleri (Kasai ve ark, 1995) veya
elipsoidi destekleyen hiicreler (Nagy ve ark, 2005) olarak da isimlendirmislerdir.
Elipsoidle iliskili hiicreler (EACsS), kan kokenli olup tavuk dalaginin antijen tutan
bolgesinde yerlesen, oldukca fagositik hiicrelerdir (Olah ve Glick 1982; Igyarto ve ark,
2007). Kannan ve ark (2015) EACs igerisinde az sayida makrofaj oldugunu bildirmislerdir.

EACs’de E5GI12 (Igyarto ve ark, 2007) ve -68.2 (Olah ve Vervelde, 2008), S-100
(Gallego ve ark, 1993) gibi mAb tarafindan taninan belirtegler bulunur. Bu hiicreler diisiik
asit fosfataz pozitif olup sirkiilasyondan antijenlerin temizlenmesinden sorumludurlar.
EACs’nin sitoplazmalarinda 1s1 sok proteini (HSP) 47, yiizeylerinde antijen CSA-1
bulunur. Ayrica elipsoid kapillarlarin endotelyal hiicrelerine benzer sekilde HSP47 proteini
icerirler (Kasai ve ark, 1995). HSP47, kuslarda prokollegene baglanir ve 6zellikle I, II ve
IV kollegen tipleri i¢in saperon rolii oynar (Olah ve Vervelde, 2008). Del Cacho ve ark
(1995) EACs’in, PAL ve GC’ye antijen tagidiklarini ileri stirmektedirler.

Elipsoid, endotel hiicreleri kalin bazal membran {izerine oturmus halde bulunan
elipsoid kapillar ile c¢evresindeki retikulum hiicrelerinin olusturdugu yapt olarak
tanimlanmaktadir (Olah ve ark, 1994; Gumati ve ark, 2003). Elipsoid ilk kez kanath
dalaginda Billroth (1857) tarafindan kesfedilmis (Gumati ve ark, 2003) ve Schweigger-
Seidel (1863), bu kismin filtre aparati oldugundan bahsetmistir. Olah ve ark (1994)
elipsoid yerine Schweigger-Seidel Sheath tanimlamasinin daha dogru olacagini ileri
stirmektedirler. SSS yani elipsoid (elipsoid kapillar + EACs), PEL iginde gomiiliidiir
(Gumati ve ark, 2003). Elipsoid, ekstraselliiler matriksi ile gergeklestirilen mekanik
eliminasyon ve hiicresel komponentleriyle gerceklestirilen fagositik fonksiyonlariyla iyi bir

filtrasyon aparatidir.

Ayrica elipsoidin hiicreleri, dis taraftan kesintili bir kapsiille c¢evrelenmistir, bu

kisimda bagdoku elemanlarinin bulundugu gozlenmis ve bu kisma CSS adi verilmistir



(Gumati ve ark, 2003; Nagy ve ark, 2005). Gumati ve ark (2003) bu kapsiilde retikulum

iplikleri ve tenaskin bulundugunu bildirmislerdir.

Bazal membran ve CSS {i¢ boyutlu bir ag olusturan ince retikular iplikler ile birbirine
baglanir. Antijenler veya damara enjekte edilen ekstraselliiler iz maddeler kapillar
acikliklar araciligiyla sirkiilasyondan ayrilir ve elipsoide girerler. Antijenlerle karsilagan ilk
hiicreler elipsoiddeki hiicrelerdir. CSS’nin kapsiilii antijenin perielipsoidal beyaz pulpa
icine serbestce girisini engeller. Boylece CSS mekanik filtrasyon cihazi gibi islev gorir.
Bunu da ekstraselliiler matriksi ile gergeklestirdigi mekanik filtrasyon mekanizmasiyla
saglar. (Olah ve Glick, 1982; Nagy ve ark, 2005). EACs fonksiyonunu antijenin yapisindan
bagimsiz olarak -canli ya da 61, eriyebilir ya da parcali, timus bagimli ya da bagimsiz tip I
ve II ile bir Fc kuyrugu olan ya da olmayan- gergeklestirir. Bu agidan elipsoid, memeli

dalaginin marjinal sinusuna benzemektedir (Olah ve Vervelde, 2008).

2.1.2.2.2.2. B hiicre katmani

Immun komplekslerin intravendz enjeksiyonundan sonra immun komplekslerin gegici
tuzaklanmasi SSS’nin periferal kisminda gerceklesir (Eikelenboom ve ark, 1983). EACs
halkas1 PEL biinyesindeki B lenfositler tarafindan ¢evrelenmistir ve bu hiicrelerde chB6 ve

CD57 eksprese ederler (Mast ve Goddeeris, 1998a).

2.1.2.2.2.3. Makrofaj halkasi

Elipsoid iliskili makrofajlar CSS disinda lokalize olmuslardir (Nagy ve ark, 2005).
PEL etrafindaki makrofaj halkasini olusturan hiicreler mAb -74.2 ve KUL-01 ile
saptanabilmislerdir (Jeurissen ve ark, 1992; Mast ve Goddeeris, 1998a). Elipsoid iliskili
makrofajlar T bagiml bolgelere go¢ ederek antijenleri T lenfositlere sunarlar (Jeurissen

1993).

2.1.2.2.3. Dogurucu merkez (germinal center/ GC)

GC’lar sadece memeli ve kuslarda bulunur. Memeli dalaginin GC’1 primer
folikiillerde gelisir. Karsilagtirildiginda tavuk dalaginda primer B hiicre folikiilleri
bulunmaz. Tavuk dalaginin GC’lar1 sadece antijenik sitiimiilasyondan sonra goriiliir ve

sadece sekonder folikiiller olarak vardir (Yasuda ve ark, 2003).
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Kuslarda germinal merkez, c¢evresinde ince kollagen ipliklerden olusan ince bir
kapsiile sahiptir (Olah ve Vervelde, 2008). Bazen bu kisim bitisigindeki arterlerin
adventisyasindaki bag doku ile karismis olabilir. Memeli lenfoid organlarda goriilenlerden
farkli olarak kuslarin germinal merkezine penetre olmus bir damar bulunmaz (Hoshi,
1972). Graczyk ve ark (2003)’te tavuk dalaginda iki tip germinal merkez tanimlamiglardir.
Pulpa arterinin yakininda yerlesen ilk tipin etrafi fibr6z bagdoku ile sinirlandirilmigtir ve
kan damar1 icermez. ikinci tip GC da daha kiiciik olup pulpa arteri ile penisilar arteriyol
arasinda bulunup daha az bag doku ile snirlandirilmistir (Graczyk ve ark, 2003). Olah ve
Vervelde (2008)’de PAL’mn basladig1 yerde, arterlerin catallanma kisminda gelistigini
bildirmislerdir. Ogata ve ark (1977) ise PVL’de GC’a rastladiklarini bildirmislerdir.

Tavuk dalagmin GC’lar sadece antijenik sitiimiilasyondan sonra goriiliir ve sadece
sekonder folikiiller olarak var oldugu kaydedilmistir (Yasuda ve ark, 2003). Bursa bagiml
bir olusumdur (Hoshi, 1972; Mori ve Hoshi, 1971; Sugimura ve Hashimoto, 1980; Ewijk
ve Nieuwenhuis, 1985; Claassen ve ark, 1986; Jeurissen ve ark, 1992; Gumati ve ark,
2003). Beyaz pulpada gozlenen GC’de dentritik hiicreler, plazma hiicreleri ve lenfositler
bulunur (Venkatesan ve Vijayaragavan, 1997). Antijenik sitiimiilasyondan sonra lenfoid
dokuda, geng hiicrelerin olusturdugu B hiicre bolgeleri meydana gelir (Yasuda ve ark,

2003).

2.1.2.3. Kirmizi Pulpa

Kapali dolagima sahip olan kanatlilarda kapillarlar kirmizi pulpaya girer ve sinuslar
olarak devam eder. Sinuslar yassi endotelle kaplanmis ve birbirleri ile baglantida olan
yapilardir. Bu siniisler toplayict venlere baglanirlar, biiyiik trabekiiler venler olusturulur ve
dalaktan ayrilir. Kirmiz1 pulpada hem lenfoid hem de non-lenfoid hiicreler bulunur (Olah

ve ark, 2012).

Dalak olustuktan kisa bir siire sonra hemapoetik organ olarak caligmaya baslar.
Tirlerin ¢ogunda bu fonksiyon gecicidir ve kirmiz1 pulpa ile simirhidir. Hemopoezisten
sonra, dolasimda yaslanan eritrositlerin ortadan kaldirilmasi i¢in dalagin catisindaki

elementler gelisir (Olah ve Vervelde, 2008).

Kanathilarda kirmizi pulpada lenfoid ve non-lenfoid hiicrelerin her ikiside
tanimlanmustir. Siniislerde T hiicreleri baskin olarak bulunurlar. Bunlar CD8" ve TCR

gamadelta * dir. Buna ragmen bazi CD4", TCR alfabetal veya TCR alfabeta2 hiicreleri de
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bulunur. Eriskin kuslarda TCR gamadelta® hiicreleri baskin olarak heterodimerik CDS8
alfabeta reseptorlerine sahiptir. Fakat embriyo ve yeni doganlarin dalaklarinda biiyiik
oranla CD8*, TCR gamadelta+ hiicreleri bulunur ve bunlar sadece CD8" heterodimerik

zincirini eksprese ederler (Tregaskes ve ark, 1995).

Immunohistokimyasal arastirmalarda dalagin ekstraselliiler matriksinin son derece
kompleks oldugu, her bir boliimde 6zel yapilara sahip oldugu tespit edilmistir (Gumati ve
ark, 2003) ki bu da 16kositlerin ve sabit hiicrelerin yapismasi ve gocili i¢in gerekli olan
spesifik kompozisyona sahip kompartmanlardan olustugu anlamina gelmektedir. Temel
bilesenlerden olan retikulum iplikleri ince destekleyici bir ag yapar (Olah ve Vervelde,

2008).

Ig izotiplerini eksprese eden plazma hiicreleri de kirmizi pulpada ve 6zellikle biiyiik
kan damarlarimin yaninda bulunurlar. Ig’ler sitoplazma boyanirlar ve hiicrelerin CD57
pozitivitesi vardir fakat chB6 negatiftir (Mast ve Goddeeris, 1998a). Kirmiz1 pulpada MHC
II antijenlerine sahip ¢ok fazla makrofaj ve non-lenfoid hiicrelerd8en heterofiller de
bulunur (Olah ve ark, 2012).

2.1.3. Tavuk Dalaginda Antijen Sunan Hiicreler

Profesyonel antijen sunumu makrofajlar ve dendritik hiicreler tarafindan
gerceklestirir (Abbas ve Lichtman, 2007; Wu ve Kaiser, 2011). Tavuk dalaginda

makrofajlarin yerlestikleri yerler kirmizi pulpa, GC ve elipsoid’dir.

Dendritik hiicreler kemikiligi kokenli, dendritik benzeri sitoplazmik uzantilari olan
profesyonel antijen sunan hiicrelerdir. Dendritik hiicreler patojen iliskili yapilar1 tanirlar ve
daha sonra spesifik savunmayi1 aktive ederler, uyarilmamis T lenfositleri uyarirlar
(Steinman, 2007). Boylece non- spesifik ve spesifik immun yanit arasinda koprii gorevi
gorlirler. Bu hiicreler az sayida olsalar bile ¢ok genis bir alanda perifer dokulara
baglanirlar. Bulunduklar1 ¢evredeki patojen iliskili molekiilleri taniyarak aktivasyon
programi bagslatirlar. Dendritik hiicreler 6rnekleme islemini gerceklestirdikten sonra
proksimal sekonder lenfoid organlarin T bdlgelerine go¢ ederler. Go¢ boyunca MHC-I1,
CD80 ve CDS86 gibi yiizey molekiillerini hazirlarlar. Bu molekiiller uyarilmamis T
lenfositler ile baglantis1 i¢in gereklidir. Boylece olgun dendritik hiicre fenotipi olusur
(Hansell ve ark, 2007).
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Dendritik hiicreler heterojen olup IDC ve FDC olarak ayrilirlar. Tavuk dalaginda
IDC’ler PAL ve elipsoide yerlesirler. Folikiiler dendiritik hiicreler ise sadece GC’da
bulunmaktadirlar (Olah ve Vervelde, 2008).

Del Cacho ve ark (2009) Eimeria tenella sporozeitlerine karsi elde edilen anti
serumu kullanarak tavuklarin sekal tonsillerde antijen baglayan hiicreleri izole etmislerdir.
Bu hiicreleri CD45", IDC ve CD45 dendritik hiicreler oldugunu belirlemislerdir. IDC’lerin
MHC I, MHC 1l ve selectin ekprese ettiklerini, CD4" T hiicrelerin proliferasyonlarini
uyardiklarim1 ve otolog T hiicrelerinin interferon y sekresyonunu arttirdiklarini tespit
etmiglerdir. Ayrica FDC’lerin LPS uygulanmis allojenik B hiicrelerin ¢ogalmalarimi
sitimimiile ettiklerini yine LPS ile uyarilmis B hiicrelerinin Ig G sekresyonunu

arttirdiklarini géstermislerdir.

Wu ve ark (2009) tavuk kemik iligi hiicrelerini yedi giin boyunca, graniilosit-
makrofaj koloni uyarici faktor (granulocyte-makrofaj colony stimulating factor/GM-CSF)
ve IL-4 kullanilarak kiiltiire etmislerdir. Daha sonra tipik morfoloji gdsteren dendritik
hiicrelerin MHC II" (yiiksek), CD11c" (yiiksek), CD40" (orta), CD1.1" (orta), CD86"
(diisiik), CD83 ve DEC205 olduklarini géstermislerdir.

2.1.4. Go¢ Yolu

Karbon tastyan EACs’ler elipsoidden PEL’ye go¢ ederler. Once kirmizi pulpaya
gecerler sonra da PAL yakiindaki GC’da goriiliirler. Bu go¢ yolu, EACs’lerin IDC ve
FDC’lerin prekiisor hiicreleri oldugu hipotezine izin verir (Olah ve Glick, 1982).
Aragstiricilarin (Del Cacho ve ark, 1995; Gallego ve ark, 1997) bulgular1 da dendritik
hiicrelerin EACs den GC’a gdg ettigi hipotezini desteklemistir.

Dalak, non-spesifik ve spesifik savunmanin yeterli bir sekilde gerceklestigi bir yer
olup, immunite i¢in énemli bir organdir. Dalaktaki lenfoid ve non-lenfoid hiicreler temel
alindiginda PAL, adaptive (spesifik) immunite i¢in ¢cok 6nemli gibi goriiliirken elipsoid ve
PEL’lerin hem spesifik hemde non-spesifik savunma ile ilgili oldugu anlagilmaktadir (Olah

ve Vervelde, 2008).

Sunulan projede, broyler civcivlerin yasamlarinin ilk iki haftas1 i¢inde, LPS

(Lipopolysaccaride/ Lipopolisakkarit) sitimulasyonundan sonra dalakta; TLR4 ile MHC II
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molekiillerinin dagiliminin arastirilmas1 amaglanmistir. Arastirma sonunda, kulugka
sonrasi gelisme gosterdigi bilinen (Withanage ve ark, 2004; Sklan, 2005; Fasina ve ark,
2008) dalagin savunma mekanizmasinin, antijenik uyarima verdigi yanit ve bu kapsamda
TLR4 ve MHC II molekiillerinin dokudaki dagilimlari, dolayisiyla antijen varliginda ve
yoklugunda dalagin kulucka sonrasi fonksiyonel gelisimi incelenmis olacaktir. Paul ve ark
(2011) 100 pg ve 500 pg im olarak LPS enjekte edip dalakta sitokin iiretimine bakarak
TLR4 ve TLR21 sitimulasyonunu gerceklestirdiklerini bildirmislerdir fakat histolojik
olarak dokuda TLR demonstrasyonu yapmamislardir. TLR4 demonstrasyonu tavuklarda
Subedi ve ark (2007) ile Ozoe ve ark (2009) tarafindan disi genital kanalda
gerceklestirilmistir. Tavuklarin dalaginda ise Toll-benzeri reseptorlerin ve MHC 11
molekiillerinin  histolojik demonstrasyonlar1 ve dagilimlar1 ile ilgili kaynaga
rastlanamamistir. Sunulan calismada bu iki molekiil, dalagin kulugcka sonrasi gelisim

asamasinda incelenmis olacaktir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Arastirmada materyal olarak toplam 225 adet Ross 308 ticari etlik civeiv kullanildi.
Ticari bir isletmeden (Egetav), kuluckadan yeni ¢ikmis ve asilanmamis olarak saglanan
civcivler; Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi’nde, izole bir ortamda, talas
althikli yer bolmelerinde barindirildi. Bolmelerin iizerine asilan yiiksekligi ayarlanabilir
elektrikli 1siticilarla, ortam sicakliginin civciv sirt seviyesinde ilk ii¢ giin 32-33 °C, 4-7.
giinlerde 30-32 °C, 8-14. giinlerde ise 28-30 °C olmas1 saglandi. Civcivlere 0-7 giinler
arasinda etlik civciv yemi (3060 kcal ME/kg, %23 ham protein), 8-14 giinler arasinda etlik
pili¢ biiyiitme yemi (3200 kcal ME/kg, %22 ham protein) ve su ad libitum olarak verildi.
Biitlin prosediir etik kurallara uygun olarak gergeklestirildi (Etik Kurul Onay Karar No:
B.30.2.ADU.0.00.00/050.04/2010/106)

Calismada antijenik uyarim, LPS ile intra abdominal yolla bir kez gerceklestirildi.
Bakteriyel LPS’nin (Purified lipopolysaccaride from E.coli 011:B4 strain) fosfat buffer
salin (Phosphat Buffer Saline / PBS)’de hazirlanmig soliisyonu intra abdominal 1mg/kg
dozda (Koutsos ve Klasing, 2001; Ozoe ve ark, 2009) uygulandi.

Civcivler 1, 4, 7, 10, 14 giinliik olmak {izere her biri 45’er adet civciv igeren 5 ana
gruba ayrildi. Her grup kendi i¢inde; iki uygulama yapilan (PBS ve LPS uygulanan) ve
higbir uygulama yapilmayan kontrol grubu olmak iizere ii¢ alt gruba ayrildi. Belirtilen
giinlerde LPS ve PBS uygulanan alt gruplardan, uygulamadan 1, 3, 6, 12 ve 24 saat sonra
ticer hayvandan doku 6rnegi alindi. Ayni saatlerde, kontrol alt grubundan tiger hayvandan

da doku 6rnegi alind1 (Tablo 1).
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Tablo 1: Materyalden olusturulan ana ve alt gruplar ile birlikte alt gruplardan doku alma saatleri

CALISMA GRUPLARI
1 Giinliik (1. grup) 4 Giinliik (2. grup) 7 Giinliik (3. grup) 10 Giinliik (4. grup) 14 Giinliik (5. grup)
LPS PBS Kontrol LPS PBS Kontrol LPS PBS Kontrol | LPS PBS Kontrol | LPS PBS Kontrol
(Alt (Alt (Alt (Alt (Alt (Alt (Alt (Alt (Alt (Alt (Alt (Alt (Alt (Alt (Alt
Grupl) [Grup2) |Grup3) |Grupl) (Grup2) |Grup3) |Grupl) |Grup2)|Grup3) |Grupl) |[Grup?2) | Grup3) |Grupl) |Grup2)|Grup?3)
1. saat 1. saat 1. saat 1. saat 1. saat 1. saat 1. saat 1. saat 1. saat 1. saat 1. saat 1. saat 1. saat 1. saat 1. saat
(n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3)
3. saat 3. saat 3. saat 3. saat 3. saat 3. saat 3. saat 3. saat 3. saat 3. saat 3. saat 3. saat 3. saat 3. saat 3. saat
(n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3)
6. saat 6. saat 6. saat 6. saat 6. saat 6. saat 6. saat 6. saat 6. saat 6. saat 6. saat 6. saat 6. saat 6. saat 6. saat
(n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3)
12.saat 12.saat 12.saat 12.saat 12.saat 12.saat 12.saat | 12.saat 12.saat 12.saat 12.saat | 12.saat 12.saat 12.saat 12.saat
(n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3)
24. saat 24. saat 24. saat 24. saat 24. saat 24, saat 24, saat | 24.saat | 24. saat 24.saat | 24.saat | 24.saat | 24.saat 24, saat | 24. saat
(n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3)
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3.2. Dokularin Hazirlanmasi

Hayvanlar belirtilen zamanlarda dekapitasyon yontemi ile oldiiriilerek dalaklari
cikarildi ve 18-24 saat %10’luk tamponlu noétral formalinde tespit edildi. Tespit edilen
dokular, rutin doku takip (yikama, dehidrasyon, seffaflandirma) isleminden sonra parafinde
bloklandilar. Bloklama yapilirken, ayni alt gruptaki her lic hayvandan alinan dalak
ornekleri parafinde bir arada bloklandi.

Parafin bloklardan 60 um arayla 6 pm kalinliginda alinan kesitler APES (Sigma) ile

kaplanmig lamlar iizerine alindi. Uygulanan boyama metotlari i¢in seri kesitler alindi.

Parafin kesitlerde, aynm1 doku alma saatine denk gelen kontrol, PBS ve LPS
uygulanan gruplarin bloklarindan elde edilen kesitler ayn1 lam {izerine alindilar. Boylelikle
ayni giiniin ayn1 saatine denk gelen kontrol, PBS ve LPS uygulamalarina ait doku

kesitlerinin ayn1 ortamda boyanmalar1 saglandi.

3.3. Boyama Metotlar1

Parafin kesitlere deparafinizasyon ve yikama isleminden sonra, genel dalak
histolojisinin incelenmesi amaciyla Crossman’in ii¢lii boyama yontemi (Crossman, 1937),
retikulum ipliklerinin belirlenmesi i¢in Gordon ve Sweet’in giimiisleme metodu (1936),
elastik iplikler i¢in Orcein-Giemsa boyama metodu, MHC Il (Honig ve ark, 2005) ve
TLR4 (Subedi ve ark, 2007) molekiillerinin  varliginin  arastirilmas1 i¢in de

immunohistokimyasal yontem (strept ABC metodu ) uygulandi.

3.4. Strept ABC Boyama Yontemi

Immunohistokimyasal boyama igin Tablo 2’de gosterilen primer antikorlar
kullanildi. Boyamalarin kontrolii ig¢in gergeklestirilen negatif kontrol kesitleri, primer

antikor kullanmadan sadece antikor seyreltme soliisyonu ile inkube edildiler.

Tablo 2: Calismada kullanilan primer antikorlar

Antikor Izotip Sulandirma | Konsantrasyon | Reaktivite
MCA2171/AbD Secrotec | IgG1 1:100 1mg/iml Tavuk MHC
I
ABIN604783/antibodies- | Poliklonal | 1:300 1mg/1ml Insan TLR4
Online Inc. terminal
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3.4.1. TLR4 boyama

Kesitler deparafinizasyon ve hidrasyondan sonra distile suda 5 dk tutuldu. Antijenik
bolgeleri agiga c¢ikarmak icin sitrat buffer (pH 6) soliisyonunda mikrodalga firinda orta
ayarda 10 dk bekletildi. Kesitler mikrodalgadan c¢iktiktan sonra 20 dk oda 1sisinda
bekletildi. Endojen peroksidazin ortadan kaldirilmasi igin kesitler distile su ile hazirlanmus,
%3 H,0, (Hidrojen peroksit)’de 5 dk bekletildi. Daha sonra 5 dk distile suda yikandi.
Takiben iki kez 5 dk PBS-Tweende bekletildi. PBS-Tweenden alinan kesitler kurulandi.
Protein bloking’de 30 dk bekletildi. Kesitler yikamadan kurulandi ve primer antikorda, 1
gece + 4°C de inkube edildi.

TLR4 i¢in antikor ile ilgili 6nerilen 1:200 oranda ve % 1 BSA igerecek sekilde PBS
ile seyreltildi. Inkubasyondan sonra kesitler PBS-Tweende iki kez 5 dk yikand1. Sekonder
antikorda (IHC kit /Abcam ab93677) 1 saat inkube edildi. PBS-Tweende iki kez 5 dk
yikandi. Streptavidin peroksidaz (IHC kit /Abcam ab93677) soliisyonunda bir saat tutuldu.
PBS-Tweende 2 kez 5 dk yikandi. AEC Peroksidaz Substrat Soliisyonunda 30 saniye
tutularak kirmizi g¢okeltiler olarak goriiniir hale getirildi, PBS’de yikandi. Cekirdegin
boyanmasi i¢in kesitler, Mayer’in Hemalaun soliisyonuna batirilip ¢ikartildi. PBS’de 5 dk

yikandi ve son olarak su bazli kapatici (mouse mountain medium) ile kapatildu.

3.4.2. MHC Il boyama

Kesitler deparafinazasyon ve hidrasyon islemlerinden sonra distile suda 5 dk tutuldu.
Antijenik bolgeleri aciga ¢ikarmak icin sitrat buffer (pH 6) soliisyonunda mikrodalga
firinda orta ayarda 10 dk bekletildi. Mikrodalgadan cikartilan kesitler oda 1sisinda sitrat
buffer i¢inde 20 dk bekletildi. Endojen peroksidazin ortadan kaldirilmasi i¢in kesitler,
distile su ile hazirlanmis %3 H,0,’de 5 dk bekletildi. Daha sonra distile sudan gegirilirdi
ve 5 dk PBS’te tutuldu. Protein Blooking’de (IHC kit / Abcam ab93677) 10 dk bekletildi.
Soliisyon fazlas1 kurutma kagidiyla alindiktan sonra primer antikorda 4 saat oda 1sisinda
inkiibe edildi. Kesitler TBS (Tris Buffer Saline)’te yikandiktan sonra TBS’te 5 dk tutuldu.
Devaminda biotinli sekonder antikorda (Mouse and rabbit specific HRP detection IHC kit
/Abcam ab93677) 20 dakika tutuldu. Kesitler TBS ile yikandiktan sonra TBS de 5 dk
tutuldu. Streptavidin peroksidazda (Mouse and rabbit specific HRP detection IHC kit
/Abcam ab93677) 30 dk tutuldu. TBS de iki kez 5 dk yikandi. DAB soliisyonunda 5 dk

tutularak kahverengi cokeltiler olarak goriiniir hale getirildi. Cesme suyunda yikandi.
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Cekirdek boyasi i¢in Mayer’in Hemalaun soliisyonuna batirip ¢ikartildi. Cesme suyunda
preparatlar yikandi. 5-6 dk distile suda tutuldu. Dehidrasyon ve seffaflandirmadan sonra

entellan ile kapatildi.
3.5. Doku Kesitlerinin Incelenmesi ve Degerlendirilmesi

Uygulanan boyama yontemlerinin her biri i¢in, her hayvana ait dalak 6rneklerinden
hazirlanan ~ preparatlar Leica DMLB  aragtirma  mikroskobunda incelendi.
Immunohistokimyasal metot sonras1 kesitlerde kahverengi presipitasyonun goriilmesi,
reaksiyon pozitif olarak degerlendirildi. Goriintiiler Leica DC200 video kamera ile

bilgisayar ortamina aktarildi. Uygun goriilen yerlerin fotograflari ¢ekildi.

Arastirma mikroskobu (Lecia DMLB) ve goriintli analiz programi (Lecia Q win
standart) kullanilarak, her grubun ii¢ saatlik érneklerinde, 20’lik objektifte ve 0,145mm?
birim alanda graniilopoezis orani tespit edildi. Bu amacla, kapsiil altindan basladiktan
sonra bir goriintii alan1 arayla, her kesitte toplam bes goriintii alaninda 6l¢iim yapildi.
Interaktif olarak graniilopoetik hiicrelerin bulundugu bélgeler sinirlandirildi ve kapladiklart
alan kaydedildi. Her hayvandan 1ii¢ adet kesitte toplamda 15 goriintii alaninda
graniilopoetik hiicrelerin kapladigi alan belirlenmis oldu. Daha sonra 1, 4 ve 7 giinliik
civcivlerde 0,145mm?de kaydedilen veriler 1 mm? alanda olacak sekilde déoniistiiriilerek
istatistiki incelemesi yapildi. On ve 14 giinliik 6rneklerde graniilopoezis goriilmedigi i¢in

degerlendirme yapilmada.

Dalakta TLR4 pozitivitesi; her hayvandan ikiser kesitte incelendi. Bu amacla kapsiil
altindan basladiktan sonra 40’lik objektifte bir goriintli alan1 atlayarak, her kesitte toplam
ti¢ farkli fotograf alindi. TLR4 boyamasinda -alinan fotograflarda difiiz graniiler pozitivite
yogunlugu -0:yok, 1:az, 2:orta, 3:¢ok- olarak puanlandi. Ayrica yogun TLR4 pozitivitesi

gosteren hiicre sayisi kaydedildi. Elde edilen veriler istatistiksel olarak degerlendirildi.

Dalakta MHC 1I pozitivitesi; her hayvandan ikiser kesitte incelendi. Bu amacla
kapsiil altindan basladiktan sonra 20’lik objektifte bir goriintii alan1 arayla, her kesitte
toplam tii¢ farkli fotograf alindi. MHC II boyamasinda alinan fotograflarda pozitivite
yogunlugu -0:yok, 1:az, 2:orta, 3:cok— olarak puanlandi. Elde edilen veriler istatistiksel

olarak degerlendirildi.
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3.6. istatistiksel Analiz

Elde edilen verilerin istatistiksel analizi amaciyla SPSS (for Windows; version 11,5)
hazir paket programi kullanildi. Graniilopoezis i¢in, ayni giin i¢inde gruplar arasi
farkliliklar ve ayni grup icinde giinler arasindaki farkliliklar tek yonlii varyans analizi

(ANOVA) ile, farklarin 6nem kontrolii ise post hoc Duncan testi ile yapildi.

Immunohistokimyasal boyama teknigi ile semi-kantitatif olarak belirlenen MHC Il
ve TLR4 yogunlugu ile TLR4 hiicre sayist Kruskall-Wallis varyans analizi ile
degerlendirildi. Farkin hangi grup veya gruplardan kaynaklandigini belirlemek igin post

hoc 97 multiple comparison testi (Conover, 1980) yapildi.

Yapilan istatistiksel analizlerde, farkliliklar1 P<0,05 olan degerler 6nemli kabul

edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Histolojik Bulgular
4.1.1. Kapsiil, Trabekiil ve Kan Damarlan

Dalak kesitleri genel histolojik goriiniim agisindan incelendiginde fibréz bir kapsiile
sahip olduklar1 goriildii (Sekil 1). Biitiin gruplara ait orneklerde, bir giinliikkten on dort
giinliige dogru kapstil kalinliginin arttig1 gézlendi.

Uclii Boyama Y ontemi.

Kapsiilde kollagen ipliklerin yaninda, elastik iplik ve retikulum ipligi de tespit edildi.
Elastik iplik yogunlugunun gittikce arttign dikkati gekti (Sekil 2). Retikulum ipliklerinin
oraninin ise bir glinliik 6rneklerde fazla oldugu ve giin sayisi arttik¢a oraninin degismedigi

gozlendi (Sekil 3).
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Sekil 2. Bir giinlik LPS (A), dort glinliik PBS (B) ve 14 giinlik kontrol grubu (C)
orneklerinde kapsiilde elastik ipliklerin goriinimii (oklar). Orsein-Giemsa Boyama
Y ontemi.
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Sekil 3. Bir giinliik (A) ve 14 giinliik (B) kontrol grubu 6rneklerinde kapstilde retikulum
ipliklerin goériiniimii (oklar). Gordon ve Sweet’in Glimiisleme Y 6ntemi.

Kapsiilde parensime yakin kisimda daha yogun olmak iizere diiz kas hiicrelerine

rastland, ilerleyen gilinlerde sayilarinin arttigi gozlendi (Sekil 4).
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Sekil 4. Bir giinliik (A) ve 14 giinlik (B) kontrol grubu orneklerinde kapsiilde diiz kas
hiicrelerinin goriiniimii (oklar). Uglii Boyama Y 6ntemi.
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Dalagin kan damarlari olan a. ve v. lienalis kapsiil disinda goriintiilendi (Sekil 5).

Sekil 5. On dort giinliik LPS grubunda kapsiil disinda a. lienalis ve v. lienalisin goriinimil.
a: a. lienalis, v: v. lienalis, k: kapsiil, d: dalak parensimi. Uglii Boyama Y ontemi.

Kapsiilde arter, vena ve ¢ok sayida lenf kapillar1 goriintiilendi (Sekil 6). Organ
kapsiilinden parensime dogru diizenli bir trabekiil girisine rastlanmadi. Parensimde

trabekiiler bag dokuya, 6zellikle arterlerin etrafinda daha belirgin olarak rastlandi (Sekil 7).
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Sekil 6. On dort giinlitk PBS (A) ve 14 giinliik kontrol grubu (B) orneklerinde kapsiilde
bulunan arter (a), vena (v) ve lenf kapillarlarinin (L) gériiniimii. Uglii Boyama Yéntemi.
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Sekil 7. Bir giinliik kontrol grubu (A) ve on giinliik kontrol grubu (B) &rneklerinde
trabekiiler arter (a), vena (v) ve trabekiiler bagdokunun (*) gériiniimii. Uglii Boyama
Y ontemi.

Trabekiillerde ve parensimde bulunan arter ve arteriyol duvarlari incelendi. Orta
capl arterlerin duvarinda elastik ipliklerinin olusturdugu laminalar yaninda, retikulum

ipliklerinin yogun olarak bulundugu dikkati ¢ekti (Sekil 8).

N

Sekil 8. On dort giinliik kontrol grubunda trabekiiler arter (A), On dort giinliik kontrol
grubunda trabekiiler arter duvarinda elastik iplik (B) ve bir giinliik kontrol grubunda
trabekdiler arter duvarinda retikulum ipliklerinin (C) gbriiniimii. a: arter, vs: vendz sinus,
lamina elastika interna (mavi ok) ve lamina elastika eksterna (yesil ok). Sirasiyla Uglii
Boyama, Orcein-Giemsa ve Gordon ve Sweet’in Glimiisleme Metodu.

Bir giinliik 6rneklerden itibaren dalak kesitlerinde arteriyollerin duvarinda bir miktar
diiz kas hiicrelerinin bulundugu goriildii. Arteriyollerin elipsoid kapillar olarak
dallandiklar1 gézlendi (Sekil 9, Sekil 10A). Elipsoid kapillarlar duvarinda diiz kas
hiicrelerinin kalmadig1 fakat ¢ok az miktarda bag doku elemaninin varligi dikkati ¢ekti
(Sekil 9 Pc/Ec). Arteriyollerin yapisinda elastik iplik miktarmin azaldig fakat retikulum
ipligi miktarinda degisiklik olmadig1 gozlendi (Sekil 10). Elipsoid kapillarlarin etrafinda
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elastik iplik bulunmazken (Sekil 10Bp) retikulum ipliklerinin varligin siirdiirdiigti dikkati
cekti (Sekil 10C ok bas).

(pc) gortinimii. B. On giinliik civeive ait doku kesitinde arteriyol (a) ve penisilar —elipsoid-
kapillarlarin (Pc/Ec) (oklar) gorinimii. PAL: Periarteriyoler lenfoid doku, ok bast:
arteriyol duvarinda diiz kas hiicreleri. Uglii boyama.
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Sekil 10. A: 14 giinliik PBS grubunda parensimde arteriyol ve penisilar kapillarin (ok basi)
goriiniimii. Uclii Boyama Yontemi B: Yedi giinliik kontrol grubunda arteriyol duvarida
elastik iplik goriiniimii (ok) ve penisilar kapillar (p). Orcein-Giemsa Boyama Y6ntemi, C:
Bir giinlik PBS grubunda arteriyol duvarindaki retikulum ipliklerinin goriniimii (a)
penisilar kapillar (ok basi). Gordon ve Sweet’in Giimiisleme Y ontemi.

Histolojik kesitlerde venoz sinuslar, pulpa venleri ve vena trabekiilaris ayirt edildi.
Venodz siniis goriintiilerine penisilar arteriyolden sonraki kirmizi pulpa kisminda (Sekil
11A), trabekiiler arterlerin yakinlarinda (Sekil 11 B) ve kapsiil altinda da rastland1 (Sekil
11C). Bir giinliikten itibaren, kapsiil altinda vendz siniislerin varlig1 dikkati ¢ekti (Sekil
12). Venoz sinuslarin duvarinda az miktarda retikulum ipligi bulunmasina ragmen elastik

ipliklere rastlanmadi (Sekil 8, 12).
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Sekil 11. Vendz sinuslarin goriinimii. A. Penisilar arteriyol sonrasi vendz sinus (vs),
penisilar arteriyol (p) B. On dort giinliik kontrol grubunda arter yakininda bulunan venoz
sinus (vs) arter (a) C. Kapsiil altinda vendz sinus (vs), kapsiilde lenf damari (L). Uglii
Boyama Y 6ntemi.
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Sekil 12. Vendz sinuslarin gériiniimii. A. Bir giinlik kontrol grubunda kapsiil altinda

bulunan venéz sinus (vs), B, C. 14 giinliik kontrol grubunda kirmizi pulpada vendz sinusler
(vs). Orcein-Giemsa Boyama Y ontemi.

Dalak parensiminde ve trabekiillerde bulunan venalarda az miktarda da olsa elastik
iplik gorlintiilendi. Retikulum ipliklerinin elastik ipliklere gére daha yogun oldugu dikkati
cekti (Sekil 13).

Sekil 13. A: On dort giinliik kontrol grubu 6rneklerinde parensimde venanin goriiniimii (v).
Uclii Boyama Yoéntemi B: Venanm duvarinda elastik iplik goriiniimii (oklar). Orcein-
Giemsa Boyama Yontemi, C: Vena duvarinda retikulum ipliklerinin goriiniimii (oklar).
Gordon ve Sweet’in Glimiisleme Y ontemi.

26



Biitiin gruplara ait dalak kesitlerinde, bir gilinliiklerde daha kiigiik olmak iizere, bazi
venalarin duvarinda, lenfoid hiicre birikimlerine rastland1 (Sekil 14).

Sekil 14. A. Dort giinliik kontrol grubu B. Dort giinlilk LPS uygulanmis olan grup C. 14
giinliik kontrol grubuna ait dalak kesitlerinde, venalarin duvarinda gozlenen lenfoid hiicre
kiimeleri (kesikli ¢izgi ile smirlandirilmis alan), v (vena). Uglii Boyama.
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4.1.2. Pulpa

Dalagin parensim dokusu kirmizi ve beyaz pulpa olarak ayirt edildi.

4.1.2.1. Beyaz Pulpa

Beyaz pulpa, ‘“dalakta goriilen lenfoid kisimlar” olarak degerlendirildi. Beyaz
pulpanin; PAL, PVL, PEL, GC ve kapsiil alt1 lenfoid doku (Sub-capsular Lymphoid Tissue
/ SCL) olmak iizere bes bolge halinde oldugu dikkati ¢ekti. Beyaz pulpanin gelisimi bu
bolgeler goz oniine alinarak incelendi. PAL, PVL ve SCL bir giin ii¢ saatlik 6rneklerden

itibaren goriilmeye basland1 (Sekil 15).
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Sekil 15. Bir giin 3 saatlik kontrol grubuna ait dalak kesitlerinden goriintiiler A. Arteriyol
cevresinde lenfoid dokunun goriiniimii (daire i¢ginde PAL), B. Vena c¢evresinde lenfoid
dokunun goriiniimii (PVL), C. Kapsiil altinda lenfoid dokunun gériiniimii (elips ic¢inde
SCL). Uglii Boyama.
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Elipsoid, elipsoid kapillarlar ve g¢evrelerindeki EACs ile ayirt edildi. Retikulum
ipliklerinin kapillar endoteli ve EACS’in etrafinda yogun olarak bulundugu gézlendi (Sekil
16). Ayrica EACs’nin dis kisminda yer alan ve kapillar endotele dogru ince kollar

gonderen Schweigger-Seidel Kapsiiliiniin (Sekil 17) olusumuna retikulum ipliklerinin katki

verdigi gorildii.
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Sekil 16. A. Elipsoid ve elipsoid ¢evresi lenfoid dokunun goriiniimii. Pc: Penisilar kapillar,
EAC: elipsoid iliskili hiicreler, e: elipsoid, PEL: Elipsoid ¢evresi lenfoid doku. Uclii
BoyamaY ontemi. B. Penisilar kapillar ¢evresinde, Elipsoidin etrafinda ve elipsoid ¢evresi
lenfoid doku hiicreleri arasinda bulunan retikulum ipliklerinin goriintimii. Pc: Penisilar
kapillar, e: elipsoid, PEL: elipsoid ¢evresi lenfoid doku. Gordon ve Sweeet’in glimiisleme
Metodu.

Sekil 17. Elipsoid ¢evresinde Schweigger-Seidel kapsiiliinlin goriiniimii. A. Schweigger-
Seidel kapsiiliinii olusturan retikulum iplikleri (ok baglar1). Gordon ve Sweeet’in
giimiisleme Metodu. B: Schweigger-Seidel kilifin goriiniimii (ok basi) Uclii Boyama
Y ontemi.
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Baslangicta elipsoid c¢evresindeki hiicrelerin sitoplazmalarinin agik renkte ve

siirlarinin ¢ok net olmadigi gozlendi. Daha sonraki giinlerde, 6zellikle yedinci giinden

itibaren bu kisimlarda lenfoid doku (PEL) daha belirgin olarak ayirt edildi (Sekil 18).
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Sekil 18. Elipsoid ¢evresi lenfoid dokuyu olusturan hiicrelerin goriintimii. A-E: Sirasiyla 1,
4, 7, 10 ve 14 gilinlik oOrneklerde elipsoid ¢evresi lenfoid dokunun goriiniimii

(sinirlandirilmis alan). Pe: Penisilar kapillar Cizgi: elipsoid ¢evresi lenfoid doku bolgesi.
Uglii Boyama.

GC taslaklar1 birinci giinden itibaren goriilebilmesine ragmen, retikulum ipliklerinin
dort gilinliikten sonraki Orneklerde germinal merkez smirin1 olusturmaya basladigi
gozlendi. Yedi gilinden itibaren retikulum ipliklerinin net olarak ayirt edildigi goriildii.
Devaminda on ve on dort giinliik civcivlerin dalaginda GC’larin retikulum ipliklerden

olusan belirgin bir kapsiille cevrelendigi (Sekil 19) dikkati ¢ekti.

Sekil 19. Germinal merkezin goriiniimii. A-B: Sirasiyla bir ve dort giinliik 6rneklerde
germinal merkez taslaginin (Ged) goriiniimii. Uglii Boyama Yontemi. C-D: Sirasiyla yedi
ve 14 gilinlik Orneklerde germinal merkez (Gc) c¢evresinde retikulum ipliklerinin
goriiniimii. Gordon ve Sweeet’in glimiisleme Metodu.
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GC parensim dokusunda farkli yerlerde; arteriyol yakininda (Sekil 20), kapsiile
yakin, parengimin herhangibir yerinde veya PVL i¢inde rastland1 (Sekil 21). GC’1n on dort

giinlik orneklerde en net haliyle goriilebilmesinden dolayr beyaz pulpayr olusturan

kisimlarin gelisimlerini tamamlamis olduklarina karar verildi.

Sekil 20. On dort glinliik 6rnege ait dalak kesitinde arteriyol yakininda germinal merkezin
goriiniimii. a: arteriyol, Gc: germinal merkez, e: elipsoid kapillar, kesik g¢izgilerle
sinirlandirilmis bolge: Elipsoid ¢evresi lenfoid doku smiri. RP: kirmizi pulpa. Uclii
Boyama.
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Sekil 21. On dort giinliik kontrol grubuna ait dalak dokusunda A. Kapsiile yakin, B.
Parengim igerisinde, C. Vendz siniis ¢evresi lenfoid dokuda germinal merkezin (Gc)
goriiniimii. Sv: Subkapsiiler vendz sinus, Vs: vendz siniis. Uglii Boyama.
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4.1.2.2. Kirmiz1 Pulpa

Beyaz pulpa ve trabekiiller disinda kalan, venodz sinuslar ile kirmizi pulpa alanlari,
kirmiz1 pulpa olarak degerlendirildi. Venoz sinuslara kapsiil altinda, trabekiiler arterlerin

cevresinde ve parensimde rastlandi (Sekil 12). Kirmiz1 pulpa alanlarinda, birinci giinde en

yogun olmak tizere, graniilopoezis gézlendi (Sekil 22).

Sekil 22. A. Bir giinliik civcivlerin dalaginda graniilopoezisin goriinimii. RP: kirmizi
pulpa, WP: beyaz pulpa, pa: penisilar arteriyol, Pc: penisilar kapillar. B. Graniilosit
gOriiniimii. gc: graniillii hiicreler.

Graniilopoetik hiicrelerin dort, yedi, on ve on dort giinliik civcivlerde yavas yavas

ortadan kalkarak yerine eritrositlere biraktigi goriildii (Sekil 9B, Sekil 23).

X 'J‘Vj' SO N5 2SN LTEN I:.& Nod - R AN
Sekil 23. On dort giinliik civeivlerde dalak parensiminin goriintimii. RP: Kirmizi pulpa, pc:

penisilar kapillar, EAC: elipsoid iliskili hiicreler, PEL: perielipsoidal lenfoid doku, PAL:
Periarteriyoler lenfoid doku. Uglii Boyama.
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Grantilopoezisin yogunlugu istatistiksel olarak degerlendirildi. Saat farki gbzetmeden
ayni grup igerisinde glinler aras1 farklara bakildiginda graniilopoezisin yogunlugunun her
ti¢ alt grubunda bir giinliikte en fazla oldugu goriildii (P<0.001)(Tablo 1). Graniilopoezisin
yogunlugu dort ve yedinci giinlerde biiyiik bir azalma belirlendi. On giinliik 6rneklerde

tektiik rastlanan graniilopoetik hiicreler ondordiincii giinde gézlenmedi (Sekil 23).

Tablo 3: Bir, dort ve yedi giinliik civcivlerin dalaginda graniilopoezis yogunlugu.

Xmm? + SE/ 1mm?® 1 giin 4 giin 7 giin P
Kontrol 0,279°+£0,015 0,042°%+0,003 0,007%:0,001 *ak
PBS 0,268°+0,017 0,021°%+0,001 0,013°+0,002 ok
LPS 0,244+0,013 0,054°"+0,007 0,013%:0,002 ok
P OD ok OD

a,b,c: Aymi satirda farkli harf ile gosterilen grup ortalamalart arasi farklar 6nemlidir (P<0,05)
A,B: Aymi siitundaki farkli harf ile gosterilen grup ortalamalari arasi farklar 6nemlidir (P<0,05)
OD: P>0.05, ***: P<0.001

4.2. immunohistokimyasal Bulgular

4.2.1. TLR4

Dalakta TLR4 pozitivitesi kesitlerde difuz graniiler diizeyde ve yogun hiicre
pozitivitesi seklinde olmak tizere iki farkli formda tespit edildi. Ayrica arter duvarindaki
diiz kas hiicrelerinde (Sekil 24) ve bazi elipsoid kapillarlarin endotelinde de (Sekil 25)
pozitivite goriildi. Bir giinliik 6rneklerden itibaren biitiin gruplarda damarlarin etrafinda ve
pulpada pozitivite tespit edildi.

>
%

DELTEGR
Sekil 24. On giinliikk civcivlerde dalakta TLR4 pozitivitesinin goriiniimii. Daire: Difuz
granuler TLR4 pozitivitesi, oklar: yogun hiicresel TLR4 pozitivitesi, kare: negatif TLR4
pozitivitsi olmayan hiicreler, a: arter, *: arter duvar1 diiz kas hiicrelerinde TLR4
pozitivitesi. Strept ABC metodu.
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Sekil 25. On giinliik civcivlerde dalakta TLR4 pozitivitesi. Ok basi: elipsoid kapillar
endotelinde TLR4 pozitivitesi, e: elipsoid. Strept ABC metodu.

Yogun TLR4 pozitivitesi gosteren hiicrelerin genellikle kirmizi pulpa alanlarinda
bulundugu dikkati ¢ekti (Sekil 26). Difuz granuler pozitivite gosteren hiicreler hem kirmizi
pulpa alanlarinda hem de farkli beyaz pulpa bolgelerinde ayirt edildi (Sekil 26).

- g 439 a5 f ' "A 1% 7?,' ; P f&‘,(

Sekil 26. On giinliik civcivlerde dalakta TLR4 pozitivitesinin goriiniimii. Ok basi: yogun
TLR4 pozitivitesine sahip hiicreler, WP: beyaz pulpa, RP: kirmiz1 pulpa, daire: Difuz
granuler TLR4 pozitivitesi. Strept ABC metodu.

33



Beyaz pulpada dort giinliik orneklerden itibaren PEL’de daha belirgin pozitivite

gosteren hiicreler gozlendi (Sekil 27).
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Sekil 27. PEL’de TLR4 pozitif hiicrlerin goriiniimi. A. Dort giinliikk civcivlerde PEL’de
TLR4 pozitivitesi. PEL: peri elipsoidal lenfoid doku, ec: elipsoid kapillari, ok: belirgin
TLRA4 pozitivitesine sahip hiicreler. B. On giinliik civcivlerde PEL’de TLR4 pozitivitesi. e:
elipsoid, PEL: peri elipsoidal lenfoid doku, ok: belirgin TLR4 pozitivitesine sahip hiicreler.
Strept ABC metodu.

Yedi giinliikten itibaren de GC’da belirgin pozitivite gosteren hiicreler ayirt edildi (Sekil
28).

Sekil 28. GC’da TLR4 pozitif hiicrelerin goriinimii. A. On giinliik civcivlerde TLR4
pozitivitesi. Ge: germinal merkez, oklar: belirgin TLR4 pozitivitesine sahip hiicreler, a.
arter. B. On dort gilinlik civcivlerde TLR4 pozitivitesi. Gc: germinal merkez, oklar:
belirgin TLR4 pozitivitesine sahip hiicreler. Strept ABC metodu.
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Pulpada tespit edilen difuz graniiler TLR4 pozitivitesi yogunlugu birim alanda
subjektif olarak puanlandirildi (0-yok, 1-az, 2-orta, 3-¢cok) ve elde edilen veriler
istatistiksel olarak degerlendirildi (Tablo 4). Saat farki gozetmeden giinler aras1 farklar
incelendiginde kontrol grubu serisinde farklilik olmadigi fakat PBS ve LPS grubunda
giinler aras1 degerlerde dalgalanmalar oldugu dikkati ¢ekti (Tablo 4). Alt gruplar arasinda

da ornek alinan giinlerde dalgalanmalar oldugu saptandi (Tablo 5).

Tablo 4: Kesitlerde gozlenen difiiz graniiler TLR4 pozitivitesinin yogunlugu.

X+SE/0,036mm 1 giin 4 giin 7 giin 10 giin 14 giin P

2

Kontrol 2,2°40,088 | 1,95+0,108 2,140,092 2,15+0,118 2,140,079 OD
PBS 2°2%10,131 | 23°R40,122 | 2,1%+0,115 2,6%%+0,083 2°+0,126 ok
LPS 1,880,070 | 25%":0,082 | 1,9°£0,067 2,2°5+0,063 1,8+0,111 ok
P * *% OD *% OD

0:yok, 1:az, 2:orta, 3:¢cok

a,b,c: Ayni satirda farkl harf ile gosterilen grup ortalamalar: arasi farklar 6nemlidir (P<0,05)
A,B: Ayni siitundaki farkli harf ile gosterilen grup ortalamalari arasi farklar 6nemlidir (P<0,05)
OD: P>0.05, *: P<0.05, **: P<0.01, ***: P<0.001

Genellikle kirmizi pulpada bulunan ve yogun pozitivite gosteren hiicrelerin sayimi
sonucunda elde edilen veriler saat farki gozetmeden istatistiksel olarak
degerlendirildiginde, kontrol grubunda yedinci giinden itibaren sayilarinin azaldigi
(P<0,05) (Tablo 5), PBS ve LPS gruplarinda ise on dort giinliik 6rneklerde saymin arttigi
(P<0,01) (Tablo 5) dikkati gekti. Incelenen giinlerde uygulama gruplari arasinda farkliliklar
incelendiginde bir ve 14 giinliik civcivlerde istatistiksel diizeyde farklilik tespit edildi
(sirastyla P<0.05 ve P<0.01). Ondordiincii giinde uygulama gruplarinda sayinin artmis

olmasi dalagin gelisimi agisindan anlamli bulundu.

Tablo 5: Birim alanda g6zlenen, yogun TLR4 pozitivitesi gosteren hiicrelerin sayilari.

3(:|:SE/0,036mm 1 giin 4 giin 7 giin 10 giin 14 giin P
Kontrol 7,7%%+1,054 | 7°+0,594 53°+0,365 | 5,1°+0,451 4,98+ 0,512 *
PBS 48°+0.897 |6,8*+0455 [52°°+0,397 | 6,2°°+0,429 | 8,4*"+0,854 | **
LPS 6,92+ 0,706 | 6,5*°+0,381 | 52°+0,349 | 5,1°+0,384 8,13+ 0,864 *
P * OD OD OD ok

0:yok, 1:az, 2:orta, 3:¢ok

a,b,c: Ayni satirda farkl harf ile gosterilen grup ortalamalar: arasi farklar 6nemlidir (P<0,05)
A,B: Ayni siitundaki farkli harf ile gosterilen grup ortalamalari arasi farklar 6nemlidir (P<0,05)
OD: P>0.05, *: P<0.05, **: P<0.01
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422. MHC I

Dalakta biitiin beyaz pulpa boéliimlerinde ve kirmizi pulpada farkli yogunluklarda
MHC II pozitif hiicreler tespit edildi.

Kapsiil altinda, bazen ince bir hat halinde ve bazen SCL halinde MHC Il pozitivitesi
gozlendi (Sekil 29).

5 Sk .
Sekil 29. Kapsul alti lenf01d dokuda, MHC II posz hucreler SCL kapsul alt1 lenfoid
doku, ok bast: kapsiil. Strept ABC metodu. A. Bir giinliik 6rnekte MHC 1I pozitivitesinin
goriinimi. B. Dort giinliikk 6rnekte MHC II pozitivitesinin goriiniimii. C. On dort giinlik
ornekte MHC II pozitivitesinin goriiniimii.

Arteriyol cevresi lenfoid doku (PAL)’da bir giinliikten itibaren MHC II pozitif
hiicrelerin yogun olarak bulundugu dikkati ¢ekti (Sekil 30).

’da MHC II p021t1V1tesm1n gorunumu Strept ABC metodu A Bir gunluk
ornekte MHC 1I pozitif hiicreler. PAL: peri elipsoidal lenfoid doku, ok: MHC II pozitif
hiicre, a: arter. B. On dort giinlilk 6rnekte MHC 1I pozitif hiicreler. PAL: peri elipsoidal
lenfoid doku, e: elipsoid, a: arter, PEL.: peri elipsoidal lenfoid doku.
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PEL’de ve bazi EACs’de bir giinliikten itibaren MHC 11 pozitif hiicrelerin bulundugu
goriildi (Sekil 31).

Sekil 31. PEL’da MHC II pozitivitesinin goriiniimii. PEL: peri ehpsmdal lenfoid doku,
oklar: PEL’de MHC 1I pozitif hiicreler, ok baslari: elipsoid iliskili hiicrede MHC 1I
pozitivitesi, kesik ¢izgiler: elipsoid, ec: elipsoid kapillar. Strept ABC metodu. A. Bir
giinliik 6rnekte MHC 11 pozitivitesi. B. On dort giinliik 6rnekte MHC II pozitivitesi.

MHC II pozitif hiicrelerin PVL’da bir giinliikten itibaren sayica arttig1 tespit edildi
(Sekil 32).
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Sekll 32. PVL’da MHC 1I pozitivitesinin goriinimii. PVL: peri ven6z lenfoid doku, ok:
MHC II pozitif hiicre, v: vena. Strept ABC metodu. A. Bir giinliik 6rnekte PVL’de MHC 11
pozitif hiicreler. B. On dort giinliik 6rnekte PVL’de MHC II pozitif hiicreler.
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Germinal merkezde az sayida MHC II pozitif hiicre goriildii. Ayrica GC’in MHC 11

pozitif hiicrelerle ¢evrelendigi dikkati ¢ekti (Sekil 33).

Sekil 33. GC’de MHC 1II pozitivitesinin goriiniimii (kahverengi gokeltl) Gc: germlnal
merkez, oklar: Gc iginde ve ¢evresinde MHC 1I pozitif hiicreler, a: arter. Strept ABC
metodu. A. On giinliik 6rnekte GC’de MHC II pozitif hiicreler. B. On dort giinliik 6rnekte
GC’de MHC 11 pozitif hiicreler.

Farkli bolgelerde, bir giinliikten itibaren MHC II pozitif hiicre kiimelerine de rastlandi
(Sekil 34).

Sekll 34' Strept ABC metodu. A. Dort gunluk ornekte B. 10 gunluk srnekte ve C. 14
giinliik 6rnekte gozlenen MHC II pozitif hiicre kiimeleri (oklar).
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Dalakta kirmizi pulpa alanlarinda da MHC II pozitif hiicreler tespit edildi (Sekil 35).
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Sekil 35. Kirmizi pulpa alanlarinda MHC II pozitivitesinin goriiniimii (kahverengi ¢okelti).
RP: kirmiz1 pulpa, ok baglari: MHC II pozitif hiicreler, oklar: vendz siniisler. Strept ABC
metodu. A. Bir giinliik 6rnekte MHC II pozitif hiicreler. B. On dort giinliik 6rnekte MHC 11
pozitif hiicreler.

Tablo 6: Kesitlerde gézlenen MHC II pozitivitesinin yogunlugu.

X+SE/0,145mm 1 giin 4 giin 7 giin 10 giin 14 giin P
2

Kontrol 1,5°8+0,059 | 2,4*%+0,063 2,240,074 2,2240,074 2,24810,081 ok
PBS 2°240,063 2,140,078 | 2,3%+0,077 2,1°°40,074 2,2*2810,086 *
LPS 2.1°%40,061 | 2,5""+0,066 2,4°+0,076 | 2,3°+0,086 2,84%+0,093 ok
P *h*k *hk OD OD *hx

0:yok, 1:az, 2:orta, 3:¢cok
a,b,c: Ayni satirda farkli harf ile gosterilen grup ortalamalari arasi farklar nemlidir (P<0,05)
A,B: Ayni siitundaki farkli harf ile gosterilen grup ortalamalari arasi farklar 6nemlidir (P<0,05)
OD: P>0.05, *: P<0.05, ***: P< 0.001

Grup i¢i degerler incelendiginde kontrol grubunda bir giinliik 6rneklerde diger
giinlere gore MHC 1I pozitivitesinin az oldugu (P< 0.001)(Tablo 6) tespit edildi. Dort
giinliikten itibaren diger giinler arasinda farklilik gozlenmedi. PBS grubunda giinler
arasinda dalgalanma olmakla birlikte yedi ve on dort gilinliik 6rneklerde MHC II
pozitivitesinin bir miktar fazla oldugu (P< 0.05)(Tablo 6) gozlendi. LPS grubunda ise bir

giinliikten sonra artmis oldugu (P< 0.001)(Tablo 6) dikkati ¢ekti.

Kontrol ve LPS gruplarinin degerleri karsilastirildiginda bir ve ondordiincti glinde

LPS grubu verilerinin daha fazla oldugu (P< 0.001)(Tablo 6) goriildii.
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5. TARTISMA

Kanatli dalagiin ince bir kapsiille sarilmis oldugu, peritoneal mezotelle kaplandigi,
cogunlukla kollagen iplikler olmak tizere retikiiler iplikler ve diiz kas telleri ile eser
miktarda elastik iplik igcerdigi bildirilmistir (Hodges, 1974; Akter ve ark, 2006; Olah ve
Vervelde, 2008; Liman ve Bayram, 2011; Kannan ve ark, 2015). Memeli dalaginda
trabekiiller bulunmasina ragmen (Tanyolag, 1999), kanatlilarda gercek trabekiiliin
olmadigi, bunun yerine kapsiilden dalak dokusuna giren az miktarda bag doku ve
icerisinde kan damarlar1 bulundugu ifade edilmistir (Hodges, 1974; Venkatesan ve
Vijayaragavan, 1997; Akter ve ark, 2006; Zhang ve ark, 2015; Kannan ve ark, 2015).
Bingol ve ark (2014) kaz dalaginin histolojik yapisinin bir¢ok yonden diger kanatlilarla
benzerlik gostermesine karsin, trabekiillerinin daha belirgin olmasi nedeniyle, memeli

dalagina daha benzer yapida oldugunu bildirilmislerdir.

Sunulan ¢alismada kapsiil icerigi ile ilgili elde edilen bulgular arastiricilarin (Hodges,
1974; Akter ve ark, 2006; Olah ve Vervelde, 2008; Liman ve Bayram, 2011; Kannan ve
ark, 2015) bildirdikleriyle uyumludur. Bunun yaninda; yapilan ¢aligmada dalak kapsiiliiniin
kalinligmin bir giinliikkten giderek arttii, parensime yakin kisimda daha yogun olmak
tizere diiz kas hiicrelerinin bulundugu ve ilerleyen giinlerde bu hiicrelerin sayilarinin arttigi
gozlenmistir. Kollagen ipliklerin yaninda elastik ipliklerin yogunlugunun da giderek arttig

fakat retikulum ipliklerinin oraninin degismedigi dikkati ¢ekmistir.

Dalaga gelen kanin, dalaga giris yapan A. gastrika ve A. hepatika’ya ait kii¢iik dallar
ile A. Linealis kranialis ve kaudalis tarafindan saglandigi bildirilmistir (Julian ve ark, 1993;
Olah ve Vervelde, 2008). Dalak arterinin kollarinin, az miktarda bagdoku ile pulpaya
girdigi ve sentral arter adin1 aldigi, daha sonra da duvarinda tek tabaka diiz kas igeren
sentral arteriyolleri olusturdugu, devaminda elipsoid kapillarlara ayrildiklar1 kaydedilmistir
(Olah ve Vervelde, 2008).

Sunulan aragtirmada da kapsiilde arter, vena ve ¢ok sayida lenf kapillar
gorlintiilendi. Organ kapsiiliinden parensime dogru diizenli bir trabekiil girisine

rastlanmadi. Bunun yaninda 6zellikle arterlerin etrafinda daha belirgin olmak {izere bag
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doku bolmeleri gozlendi. Arastiricilarin (Julian ve ark, 1993; Olah ve Vervelde, 2008)
bildirdigi sekilde sentral arter, sentral arteriyol ve elipsoid kapillarlar ayirt edildi.

Arastirmada, trabekiillerde ve parensimde bulunan arter/arteriyol duvarlari incelendi.
Orta capl arterlerin duvarinda elastik ipliklerinin olusturdugu laminalar yaninda, retikulum
ipliklerinin yogun olarak bulundugu dikkati ¢ekti. Bir giinliikk 6rneklerden itibaren sentral
arteriyollerin duvarinda bir miktar diiz kas hiicrelerinin bulundugu goézlendi. Elipsoid
kapillar duvarinda diiz kas hiicrelerinin olmamasiyla kii¢iik ¢apli arteriyollerden
ayrilabildigi, fakat endotel ¢evresinde ¢ok az miktarda bag doku elemaninin varlig: dikkati
cekti. Arteriyollerin yapisinda elastik iplik miktarinin azaldigi fakat retikulum ipligi
miktarinda degisiklik olmadigi gozlendi. Elipsoid kapillarlarin etrafinda elastik iplik
bulunmazken retikulum ipliklerinin varh@m siirdiirdiigii dikkati ¢ekti. Akter ve ark (2006)
broyler civcivlerde sentral arter ve elipsoid kapillar duvarinda retikulum ipliklerinin
varligimmi bildirilmisler fakat sentral arteriyol tanimlamasi yapmamiglardir. Liman ve
Bayram (2011) da bildircinda benzer sekilde sentral arter, sentral arteriyol ve elipsoid

kapillar duvarinda retikulum ipliklerinin varligini bildirilmislerdir.

Bazi aragtiricilar (Fukuta ve ark, 1976; Venkatesan ve Vijayaragavan, 1997) tavuk
dalaginda, terminal arterial kapillarlar ile vendz siniisler arasinda anastomazlagmanin
olmadigin1 (agik dolasim) ileri siirmiislerdir. Bunun yaninda kapali dolagim oldugunu
bildiren arastiricilar da bulunmaktadir (Miyamoto ve ark, 1980; Gumati ve ark, 2003; Nagy
ve ark, 2005). Miyamoto ve ark (1980) elektron mikroskopi diizeyinde yaptiklar
calismada kapali dolasimin oldugunu bildirmislerdir. Perfiizyon tekniginin kullanildigi,
151k ve elektron mikroskobik diizeyde yapilan bir ¢aligmada da (Olah ve Glick, 1982)
kapillarlarin sintisler ile baglantili olduklarini, kirmizi pulpaya girdiklerini ve yavas yavas

genisledigini gostermistir

Sunulan ¢alismada, kesitlerde vendz sinuslar, pulpa venleri ve vena trabekiilaris ayirt
edildi. Venoz sinuslarin duvarinda az miktarda retikulum ipligi bulunmasina ragmen
elastik ipliklere rastlanmadi. Venalarda az miktarda elastik iplik, daha fazla miktarda
olmak {iizere retikulum ipliklerinin oldugu dikkati ¢cekmistir. Venalarin duvarinda bulunan

bagdokusu iplikleri ile ilgili herhangi bir kaynaga rastlanamamustir.

Dalak parensimi beyaz pulpa ve kirmizi pulpadan olusmaktadir (Hodges, 1974).
Ogata ve ark (1977) tavuk dalaginda beyaz pulpanin; PAL, PVL, PEL ve GC olmak {izere
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dort farkli kisstmdan olustugunu bildirmislerdir. Belirtilen beyaz pulpa kisimlarina ilaveten
sunulan arastirmada SCL tamimlanmis ve farkli gilinlerde alinan doku orneklerinde

pulpanin gelisimi bu bolgeler gbz 6niine alinarak incelenmistir.

Aragtiricilarin bir kismi1 (Nagy ve ark, 2005; Hoffmann ve ark, 1977; Ewijk ve
Nieuwenhuis 1985; Claassen ve ark, 1986; Jeurissen ve ark, 1992; Gumati ve ark, 2003)
sentral arter ¢evresinde bulunan hiicre birikimini ‘PAL’ olarak tanimlarken, Liman ve
Bayram (2011) sentral arteriyol ¢evresinde bulunan lenfoid hiicre birikimini de “PAL”
olarak adlandirmislardir. Arastiricilar (Ogata ve ark, 1977) PAL’1 iki giinliiklerde bir adet
civcivde (white Leghorn Babcock B 300), dort giinliikten itibaren biitiin civcivlerde

gozlemislerdir.

Sunulan ¢alismada ise PAL, PVL ve SCL bir giin ii¢ saatlik 6rneklerden itibaren
kesitlerde goriilmeye baslanmistir. Arastiricilar (Ogata ve ark, 1977) kulugkadan ¢iktigi
giin bir civcivde lenfosit birikimi olarak PVL gordiiklerini, iki giinden sonra biitiin
civcivlerde PVL’nin bulunduguna dikkat cekmislerdir. Tespit edilen farkliliklarin,
kullanilan materyalin farkli irk olmasindan kaynaklanmis olabilecegi ileri siiriilebilir.
Yapilan literatiir taramasinda dalakta SCL tanimlamasia rastlanmadi. Bunun yaninda
gozlenen SCL odaklarin, lenf diigiimlerinde varligi bilinen sub-kapsuler siniis makrofaj

odaklar1 (Kuka ve Iannacone, 2014) benzeri bir yap1 oldugu diisiiniildii.

Sunulan ¢aligmada elipsoid; bag doku elemanlari (kollagen ve retikulum iplikler) ile
cevrelenmis elipsoid kapillarlar ve g¢evrelerindeki EACs’lerle birlikte ayirt edildi.
Elipsoidin g¢evresinde de bagdoku elemanlarindan olusan kapsiil (CSS) gozlendi. Ayrica
elipsoid iligkili hiicrelerin dis kisminda yer alan ve kapillar endotele dogru ince kollar
gonderen CSS’nin olusumuna retikulum ipliklerinin yogun katki verdigi ayirt edildi. Elde
edilen bulgular arastiricilarin bulgulari ile uyumludur (Olah ve Glick 1982; Olah ve ark,
1994; Gumati ve ark, 2003; Nagy ve ark, 2005). Gumati ve ark (2003) begtavugunda
yaptiklar1 ¢alismada ise penisilar endotel cevresinde ve PEL’de kollagen tip III’iin
(retikulum ipliginin) bulunmadigini fakat PAL’da goriildiiglinii bildirmislerdir. Bu farkl

sonug kullanilan materyalin farkli olmasindan kaynaklanmis olabilir.

Elipsoidin temel histolojik yapist ve islevinin, memeliler ve kanatlhilarda 6zdes

oldugu kaydedilmis, fakat iki tiirde de farkli kisimlarda lokalize oldugu ifade edilmistir.
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Memelilerde, kirmiz1 pulpa alanlarindaki Billroth kordonlarinda bulunurken, kanatlilarda

ise, bunlarin PEL i¢ine gomiilii oldugu kaydedilmistir (Gumati ve ark, 2003).

Yapilan arastirmada, elipsoid c¢evresinde PEL’i olusturan hiicrelerin arastiricilarin
bildirdigi gibi (Mori ve Hoshi, 1971; Liman ve Bayram, 2011) baslangicta
sitoplazmalarinin agik renkte ve smirlarinin ¢ok net olmadigi gozlendi. Ogata ve ark
(1977) PEL’in lenfosit birikimleri halinde ilk kez 6. giinde goriildiigiinii, ikinci haftadan
sonra PEL’de bulunan lenfositlerde artis oldugunu ileri siirmiislerdir. Mori ve Hoshi (1971)
ise iki-ti¢ giinliik civcivlerde baslangigta elipsoid ¢evresinde orta biiyiikliikte lenfositler
goriildiigiini, iki haftanin sonunda perielipsoidal lenfoid dokunun tanimlanabilecegini ileri
stirmiiglerdir. Mishra ve ark (2010) da gelisimin onuncu giliniinde beyaz pulpa ve kirmizi
pulpanin diizenlenmesinin daha da belirginlestigini bildirilmislerdir. Sunulan ¢alismada
ozellikle yedinci giinden itibaren PEL hiicreleri daha belirgin olarak ayirt edildi. Bunun
yaninda PEL’in bulundugu alanda bir giinliikten itibaren MHC II molekiilleri ve difuz
graniiler tarzda TLR4 molekiilleri gézlendi. Dort giinliikten itibaren de biraz daha yogun
TLR4 iceren hiicreler goriildii. Bu bulgular bir giinliikten itibaren PEL bdlgesinde non-
spesifik savunma hiicrelerinin aktif oldugunu gosterir. Yapilan literatiir taramasinda bu
konuyla ilgili herhangi bir kaynaga rastlanmamistir. Adaptive immunite ile ilgili olarak ise
Mast ve Goddeers (1999) broyler civcivlerde antikor olusturabilecek sekildeki immun

yeterliligin kulugka sonrast donemde 12. giinden itibaren olustugunu bildirmislerdir.

Yasuda ve ark (2003) tavuk dalaginda GC’larin sadece antijenik sitimiilasyondan
sonra goriildiglinii ileri slirmiiglerdir. Oysa Sunulan calismada, GC taslaklar1 biitiin
gruplarda birinci gilinden itibaren goriilebilmesine ragmen, retikulum ipliklerinin dort
giinliikten sonraki 6rneklerde germinal merkez siirin1 olusturmaya basladigi gézlenmistir.
Yedi giinden itibaren retikulum ipliklerinin net olarak ayirt edildigi goriilmiistiir.
Devaminda on ve on dort giinliik civcivlerin dalaginda GC’larin retikulum ipliklerden
olusan belirgin bir kapsiille ¢evrelendigi dikkati ¢ekmistir. GC parensim dokusunda farkli
yerlerde; arteriyol yakininda, kapsiile yakin, parensimin herhangi bir yerinde veya PVL
icinde rastlanmistir. Ogata ve ark (1977) da PVL de GC’a rastladiklarin1 bildirmislerdir.
Caligmada, yedi giinliik 6rneklerde GC’de belirgin yogunlukta TLR4 pozitivitesi gosteren
hiicreler gozlenmistir. Bunun anlami buradaki non-spesifik savunma hiicrelerinin aktif

olduklaridir. Bunun yaninda, GC’in on dort gilinlik Orneklerde en net haliyle
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goriilebilmesinden dolayi, beyaz pulpayr olusturan kisimlarin gelisimlerini 14 giinde

tamamlamis olduklarina karar verilmistir.

Sunulan ¢alismada inkiibasyonun birinci gliniinden itibaren graniilopoezisin var
oldugu, bununla beraber daha sonra azaldigi, yedinci giinde ise oldukca az oldugu dikkati
¢ekti. Liman ve Bayram (2011) ise bildircinlarda kulugka sonrasi graniilosit adaciklarinin
kayboldugunu bildirmislerdir. Olah ve Vervelde (2008)’de kuslarda kuluckadan ¢iktiktan
hemen sonraki 24 saat igerisinde lenfosit ve monosit gelisimini takiben dalakta
heterofillerin uzaklastigini, kulugka sonrast 48 saat igerisinde lenfositlerin organin

dominant hiicreleri haline geldigini belirtmisglerdir.

He ve ark (2006) tavuk monositlerindeki TLR ekspresyon goriiniimiinii incelemek igin
RT-PCR analizini kullanmiglardir ve tavuklarda TLR2, 3, 4, 6 ve 7 eksprese edildigini
kaydetmislerdir. Ancak TLR5’1 TR-PCR ile tespit edememislerdir. TLR4, LPS molekiili
tanir (Brownlie ve Allan, 2011). LPS Gram (-) bakterilerin hiicre duvarinda bulunur, potent
yangisal mediatordiir ve tavuklarda deneysel bakteriyel infeksiyon modeli olusturmak
tizere kullanilmistir (Korver ve Klasing, 1997; Medzhitov and Janeway, 1997; Yang ve
ark, 2008). Sunulan ¢aligmada bir giinliik civcivlere, intra abdominal LPS enjeksiyonuyla,
immun uyarinin gergeklestirilmesi hedeflenmis ve ilk iki hafta igindeki non-spesifik

savunma elemanlarindan TLR4’iin dokudaki ekspresyonlar1 arastirilmistir.

Leveque ve ark (2003) tavuk TLR4 proteininin %46 oraninda insan TLR4’{ ile
identik (%64 similarity) oldugunu ileri siirmiislerdir. Keestra ve Putten (2008) tavuk
TLR4’liniin insan TLR4’1 ile protein seviyesinde %43 homolog oldugunu bildirmislerdir.
Tavuklarda bulunan bes adet TLR’nin (TLR2a, 2b, 4, 5 ve 7) insan ve farelerde
bulunanlarla ortolog oldugu da bilinmektedir (Brownlie ve Allan, 2011). Ticari olarak
tavuklara 6zel TLR4 antikoru bulunmadigindan, arastiricilarin bulgularina dayanarak
(Leveque ve ark, 2003; Keestra ve Putten, 2008; Brownlie ve Allan, 2011) sunulan

¢alismada insan i¢in olan monoklonal TLR4 antikoru denenmistir.

Paul ve ark (2011) tavuklara 100 pg ve 500 pg im olarak LPS enjekte edip sitokin
tiretimini inceleyerek, TLR sitimilasyonunu gergeklestirdiklerini bildirmislerdir. Yapilan
arastirmada periton icine 1mg/kg LPS enjekte edildi ve TLR4 ekspresyonu demonstre
edildi. Igbal ve ark (2005) tarafindan yapilan ¢alismada tavukta dalak dokusunda TLR4

eksprese edildigi gosterilmis fakat histolojik lokalizasyonu incelenmemistir.

44


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1074761300801193#BIB24

Sunulan ¢aligmada TLR4 pozitivitesi, difuz graniiler tarzda ve yogun diizeyde olmak
tizere iki farkli formda gozlendi. Yogun TLR4 pozitivitesi gosteren hiicrelerin genellikle
kirmiz1 pulpa alanlarinda bulundugu dikkati ¢ekti. Difuz pozitivite gosteren hiicreler hem
kirmiz1 pulpa alanlarinda hem de farkli beyaz pulpa bolgelerinde ayirt edildi. Bir giinliik
orneklerden itibaren biitiin gruplarda damarlarin etrafinda ve pulpada TLR4 pozitivitesi
tespit edildi. Arter duvarindaki diiz kas hiicrelerinde, bazi elipsoid kapillarlarin endotelinde
pozitivite goriildii. Kanatlilarda endotel TLR ekspresyonu ile ilgili kaynak bilgiye
rastlanamamistir. Faure ve ark (2000) insan dermal endotel hiicrelerinde TLR4 eksprese
edildigini gostermislerdir. Otsui ve ark (2007) insanda arter duvar1 diiz kas hiicrelerinde,
Scirocco ve ark (2010) insan barsak duvari diiz kas hiicrelerinde, Eren ve ark (2015
yaymlanmamis) ise civciv barsak diiz kas hiicrelerinde TLR4 ekspresyonunu
gostermislerdir. Diiz kas hiicrelerinde tespit edilen TLR4 ekspresyonu, TLR4’iin diiz kas

hiicrelerinde kontraksiyonla ilgili fizyolojik rolii olabilecegini diistindiirmektedir.

Arastirmada beyaz pulpada dort giinlitk 6rneklerden itibaren PEL’de daha belirgin
TLR4 pozitivitesi gosteren hiicreler gozlendi. Yedi giinliikten itibaren de GC’da belirgin
pozitivite gosteren hiicreler ayirt edildi. Bu boélgelerde TLR pozitivitesi gosteren hiicrelerin
makrofajlar, dendritik hiicreler ve B lenfositler olabilecegi diisiiniildii. TLR4 ekspresyonu
makrofajlar (Alkie ve ark, 2015), dendritik hiicreler (Hemmi ve Akira, 2005) ve B
lenfositlerde (Paul ve ark, 2012b) daha 6nce bildirilmistir.

Pulpada, birim alanda subjektif puanlama sonucu elde edilen, difuz graniiler TLR4
yogunlugu ile ilgili veriler, istatistiksel olarak degerlendirildi. Saat farki gozetmeden
giinler aras1 farklar incelendiginde, kontrol grubunda farklilik olmadig1 fakat PBS ve LPS
grubunda giinler aras1 degerlerde dalgalanmalar oldugu dikkati ¢ekti. Gruplar arasinda da
ornek alinan giinlerde dalgalanmalar oldugu saptandi. TLR4 pozitivitesinde gozlenen bu
dalgalanmalarin nedeninin, dalagin histolojik gelisiminin ve adaptif immun mekanizmanin
gelisiminin heniiz tamamlanmamis oldugundan kaynaklandig1 diisiiniildii. Adaptif immun

sistem hiicrelerinin de TLR4 eksprese ettigi bildirilmistir (Alkie ve ark, 2015).

Genellikle kirmiz1 pulpada bulunan ve yogun pozitivite gosteren hiicrelerin sayimi
sonucunda elde edilen veriler saat farki gbzetmeden istatistiksel olarak
degerlendirildiginde, kontrol grubunda yedinci gilinden itibaren sayilarinin azaldigi
(P<0,05) gortlmustiir. Kontrol grubunda yogun TLR4 pozitif hiicre sayisindaki bu azalma

granulapoezisin azaldigi zamana denk gelmektedir. PBS ve LPS gruplarinda ise
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dalgalanmalar olmakla birlikte, ondort gilinliik 6rneklerde saymin arttigi (sirasiyla P<0,01,
P<0,05) dikkati ¢ekmistir. Bu durum PBS grubunda istenmeyen bir kontaminasyonuna
isaret edebilir. LPS stimulasyonu ile yogun TLR4 pozitif hiicre sayisindaki artma ise

beklenen bir durumdur.

Incelenen giinlerde, uygulama gruplar arasinda farkliliklar incelendiginde bir giinliik
civcivlerde istatistiksel diizeyde farklilik tespit edildi (P<0.05). PBS grubundan
kaynaklanan farkliligin nedeni agiklanamadi. Ondordiincii giinde uygulama gruplarinda
saymin artmis olmasi (P<0,01) dalagin gelisimi agisindan anlamli bulundu. Bu artisa neden
olan TLR4 pozitivitesinin makrofaj veya dendritik hiicrelerden kaynaklanmis olabilecegi

diisiiniildil.

Heterofil, kuslarda en onemli polimorfoniikleer hiicre olup, memeli nétrofil ile
benzer bir fonksiyonel kapasiteye sahiptir. Heterofiller esas olarak TLR4 ekprese
etmektedirler (Kogut ve ark, 2005). Trombositlerin de TLR eksprese ettigi bildirilmistir
(Paul ve ark, 2012a). Sunulan ¢alismada yogun pozitivite gosteren ve kontrol grubunda
yedinci giinden itibaren azalan hiicrelerin, triple boyamada belirlenen graniillii hiicreler
yani heterofiller olduguna karar verildi. Uglii boyama yapilan kesitlerde de benzer sekilde
7. giinden itibaren graniiler hiicrelerin azaldig tespit edilmisti. S6z konusu yogun boyanan
hiicrelerin on dort giinliik 6rneklerde PBS ve LPS gruplarinda artmasi ise stimulasyonun
gerceklestigini gostermektedir. Uyarima bagli olarak notrofil, makrofaj, dendritik hiicre

belki de trombosit sayis1 artmis olabilir.

Dalakta biitlin beyaz pulpa boliimlerinde ve kirmizi pulpada bir giinliikten itibaren
farkli yogunluklarda MHC II pozitif hiicreler tespit edildi. Kapsiil altinda, bazen ince bir
hat halinde ve SCL’de MHC II pozitivitesi gozlendi. Bu hiicrelerin lenf diigiimiinde oldugu
gibi (Kuka ve lannacone, 2014) dalakta kapsiil alt1 siniis makrofaj odaklar1 olabilecegi

diistinildii.

PAL’da bir giinliikkten itibaren MHC II pozitif hiicrelerin yogun olarak bulundugu
dikkati ¢ekti. PEL’de ve bazi1 EACs’de bir giinliikten itibaren MHC II pozitif hiicrelerin
bulundugu goriildii. Bu kisimlarda bulunan B lenfositler, IDC’ler (White ve ark, 1970;
Banchereau ve Steinman, 1998) ve makrofajlar (Wu ve Kasier, 2011) MHC 11 eksprese

etmis olabilirler.
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Banchereau ve Steinman (1998) immatiir dendritik hiicrelerde MHC II’den zengin
kompartimanlarin baskin oldugunu bildirmektedirler. Arastiricilar (Banchereau ve
Steinman, 1998) bu kompartimanlarin ge¢ endozomal yapilar oldugunu, olgunlasma
sirasinda bu kompartimanlarin non-lizozomal vezikiillere doniistiiklerini ve MHC II-peptit

komplekslerini hiicre yiizeyine bosalttiklarini tespit etmislerdir.

Makrofajlar MHC I, MHC 1I ve kostimulatér (es uyarici) molekiillerini eksprese
ederler (Wu ve Kasier, 2011). Kanatli DC’e gore kanatli makrofajlarinin biyolojisi ¢ok iyi
calisilmistir (Kaspers ve ark, 2008). Memeli makrofajlarindaki gibi kanatli makrofajlarinin
mikrobial enfeksiyonlara karsi viicut savunmasinda énemli bir rol oynadig: bildirilmistir

(Wu ve Kasier, 2011).

MHC II pozitif hiicrelerin PVL’de bir giinliikten itibaren sayica arttig1 tespit edildi.
Burada MHC pozitivitesi gosteren hiicrelerin B lenfositler oldugu ileri siiriilebilir ¢linkii
ayni bolgede germinal merkez olustugu bildirilmis (Ogata ve ark, 1977), ayrica sunulan
calismada da PVL’de germinal merkez kaydedilmistir. Germinal merkez bursa bagimli bir

savunma alanidir (Gumati ve ark, 2003).

Arastirmada farkli noktalarda gozlenen germinal merkezlerde az sayida MHC II
pozitif hiicre goriildi. GC’in MHC 1I pozitif hiicrelerle ¢evrelendigi de dikkati gekti.
Germinal merkezde pozitivite gosteren hiicreler; B lenfositler, follikiiler dendritik hiicreler
ve makrofajlar olabilir. Ayrica Jeurissen (1991) GC’de gozlenen hiicrelerin B lenfosit ve

folikiiler dendritik hiicreler oldugunu bildirmistir.

Farkli bolgelerde, bir giinliikten itibaren dendritik hiicre veya makrofa; odaklar
olabilecegi diigiiniilen MHC II pozitif hiicre kiimelerine de rastlandi. Nitekim Olah ve
Vervelde (2008) GC biiytikliiglinde dendritik hiicre odaklarindan bahsetmektedirler.

Dalakta kirmizi pulpa alanlarinda da MHC II pozitif hiicreler tespit edildi. Burada da
bu pozitivitenin kaynaginin makrofajlar ve B lenfositler oldugu diigiiniildii. Olah ve ark
(2012) nin yaptiklar1 ¢aligmada MHC II pozitivitesinin kaynagimin makrofajlar oldugunu
bildirmislerdir.

Nonspesifik savunma ile adaptif reaksiyonlar arasinda bag kuran MHC 1I
molekiillerinin, dalak dokusunda histolojik ekspresyonlari ile ilgili olarak herhangibir

kaynaga rastlanamamistir. Kontrol grubunda bir giinliikk 6rneklerde diger giinlere gore
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MHC 1I pozitivitesinin az oldugu (P< 0.001) tespit edildi. Dort giinliikten itibaren gruplar
arasinda fark gozlenmedi. Sunulan aragtirmada PBS grubunda giinler arasinda dalgalanma
olmakla birlikte yedi ve on dort giinliik 6rneklerde MHC II pozitivitesinin bir miktar fazla
oldugu (P< 0.05) gozlendi. LPS grubunda ise bir giinliikten sonra artmis oldugu (P< 0.001)
dikkati ¢ekti. Burada LPS grubunda bir giinliikten sonra MHC 1I pozitivitesinin artmasi
stimulasyonun en azindan makrofajlar ve dendritik hiicreler agisindan gergeklestiginin
gostergesi olabilir. Nitekim kontrol ve LPS gruplarinin degerleri karsilastirildiginda bir ve
ondordiincii giinde LPS grubu verilerinin daha fazla oldugu (P< 0.001) gorildi. Dalakta
gozlenen MHC II pozitivitesinin kaynaginin, makrofaj ve dendritik hiicre ve B lenfositleri

kapsayan antijen sunan hiicreler oldugu (Kambayashi ve Laufer, 2014) diistiniildii.
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6. SONUC ve ONERILER

Sonug olarak; arastirmada bir giinliikkten 14 gilinlik olana kadar civciv dalaginin
histolojik gelisimi, TLR4 ve MHC II molekiillerinin dagilimi, kontrol grubu ve antijen ile
uyarilmis gruplarda incelendi.

Bir ve 14 giin arasinda dalagin histolojik gelisimi kaydedildi. Baglangictan dort giinliik
olana kadar yogun graniilopoezis goriildii. Bir giinliikten itibaren dalakta TLR4
pozitivitesinin bulundugu, yaygin graniiler tarzda oldugu ve genellikle kirmizi pulpada
olan bazi hiicrelerde yogun olarak bulundugu dikkati c¢ekti. Dort giinliik O6rneklerde
PEL’de, yedi giinden itibaren GC’de belirgin TLR4 pozitivitesi gosteren hiicreler gézlendi.
Istatistiksel degerlendirme sonucunda, farkli giinlerde difuz graniiler TLR4 pozitivitesinde
dalgalanmalar oldugu tespit edildi. Yogun TLR4 pozitivitesi igeren hiicrelerin ise 14
giinliik 6rneklerde antijen uyarimi ile arttig1 belirlendi. TLR4 yogunlugunun nonspesifik
savunma hiicrelerinin yaninda, endotel ve diiz kas hiicrelerinde de oldugu gozlendi.

MHC II pozitivitesinin bir giinliikten itibaren SCL, PAL, PEL, PVL, GC’de ve kirmiz1
pulpada bulundugu goriildii. Kontrol grubunda bir giinlilk 6rneklerde diger gruplardan
daha az oldugu dikkati ¢ekti. LPS uyarimu ile bir ve 14 giinliik 6rneklerde yogunlugunun
artt1g1 belirlendi.

Dalakta bir giinliikten itibaren nonspesifik savunma mekanizmasinin varoldugu ve on
dort giinliik oOrneklerde dalagin histolojik ve fonksiyonel anlamda gelismis oldugu
gozlendi. Elde edilen bulgular civciv dalagimin iki haftalik gelisimi igin bilgi birikimine
katki olusturacak niteliktedir. Ayrica elde edilen sonuglar civciv savunma mekanizmast
calisacak kisiler i¢in kaynak veriler olusturacaktir. Bundan sonraki calismalarda dalakta

TLR4 ve MHC II pozitivitesinin hiicre bazinda calisilmasinin uygun olacag: diisiiniildii.
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