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OZET

Bu galismada, deneysel olarak tuz (NaCl) ile olusturulan Asites Sendromu’nda
immunohistokimyasal yontemler kullanilarak, MMP-2 (matriks metalloproteinaz-2),
MMP-9, matriks metalloproteinaz doku inhibitori-1 (TIMP-1) ve TIMP-2 aktivitelerinin
hastaligin olusumundaki rollerinin incelenmesi amaglandi. Caligmada 1 giinlik, erkek,
“Avian Farm 43” hatti, 80 adet et tipi civciv ile 1 guinlik, erkek, “Lohman LSL” hatt1, 80
adet yumurtaci civciv olmak iizere toplam 160 hayvan kullamildi. Et tipi ve yumurtaci
civcivler kendi aralarinda deneme ve kontrol olmak iizere 2’ger gruba ayrilarak toplam 4
grup olusturuldu. Asites olugturmak amaci ile broyler ve yumurtaci gruplardan ilk ikisinin
sularina sekizinci giinden itibaren %0,6’lik NaCl eklendi. Bu gruplarin kontrolit olan
gruplanin sularina herhangi bir uygulama yapilmadi.

Klinik olarak asitese sadece tuz uygulanan broylerlerde rastlandi. Makroskobik olarak
asites olugan hayvanlarin karin boglugunda saman sarisi renkte, bazen fibrin pihtilar: da
iceren stv1 birikimi dikkati ¢ekti. Akciger, karaciger, bobrek ve kalpte ¢esitli makroskobik
ve mikroskobik lezyonlara rastland.

Ticari olarak hazirlanmis monoklonal primer antikorlar kullamilarak Streptavidin-
Biotin-Peroksidaz yontemi ile akciger, karaciger, bobrek ve beyindeki MMP-2 ve 9 ile
TIMP-1 ve 2 aktiviteleri degerlendirildi. Immunohistokimyasal boyamalarin
skorlanmasinda, boyanmanin dagilimi, yogunlugu ve boyanan hiicre tipleri géz 6niine
alinarak yar kantitatif bir degerlendirme yapildi. MMP-2 ve MMP-9 enzim aktivitesinin
normal ve asitesli hayvanlarda yasin artisi ile birlikte belirli bir dugiis gosterdigi, ancak bu
diisiistin asitesli hayvanlarda normal hayvanlara gore daha yavag oldugu gozlendi. TIMP-2
aktivitesinin asitesli hayvanlarda normal hayvanlara gére daha yiiksek oldugu gorildi.
MMP-9 aktivitesinin TIMP-1 aktivitesini baskiladig: belirlendi. Sonug olarak, et tipi
tavuklarda tuzla olugturulan deneysel Asites Sendromu’nda MMP-2 ve MMP-9
enzimlerinin kapillar damar bazal membranlarinin tahribinde roli olabilecegi kamsina
varildi.

Anzhtar Kelimeler: Asites, Matriks Metalloproteinaz, Immunohistokimya, Tavuk.
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SUMMARY

An Investigation on the Activities of Matrix Metalloproteinases in the

Formation of Ascites Syndrome in Meat Type Chickens

The aim of this study was to investigate the roles of MMP-2 (matrix
metalloproteinase-2), MMP-9, TIMP-1 (tissue inhibitor of matrix metalloproteinase-1) and
TIMP-2 in the formation of Ascites Syndrome in a salt (NaCl) induced experimental
model. 80 male, day-old, Avian Farm 43 line, meat type chicks and 80 male, day-old,
Lohman LSL line, egg type chicks were used. Meat type and egg type chicks were divided
into two subgroups as experimental group and the control group, each. In order to induce
ascites 0.6% NaCl was added into the drinking water of one subgroup of both meat and
egg types beginning by day 8. The control groups were given normal water.

Clinically ascites was observed only in the NaCl given meat type chickens.
Macroscopically yellowish fluid accumulation, sometimes with fibrin clumps, was seen in
the abdominal cavity of ascitic chickens. Various macroscopical and microscopical lesions
were seen in the lungs, liver, kidneys and heart.

The MMP-2, -9 and TIMP-1, -2 activities in the lungs, liver, kidneys and brain
were evaluated with Streptavidin-Biotin-Peroxidase method using commercially available
primary monoclonal antibodies. A semi-quantitative evaluation was done according to the
staining of the cell types, and the distribution and intensity of the staining for
immunohistochemical scoring. A decrease was seen in the MMP-2 and MMP-9 enzyme
activities with the increasing age both in normal and ascitic chickens, however, the
decrease in ascitic chickens was relatively slower than that in the normal chickens. TIMP-
2 enzyme activity was found higher in ascitic chickens than in normal chickens. MMP-9
enzyme activity was found to suppress the TIMP-1 enzyme activity. As a conclusion, it
was suggested that MMP-2 and MMP-9 enzymes may have a role in the destruction of the
basal membranes of the capillaries in the NaCl induced experimental Ascites Syndrome in

meat type chickens.

Key Words: Ascites, Matrix metalloproteinase, Immunohisiochemistry, Chicken.



GIRiS

Tavuk eti fiyatinin uygun olmasi, sunum gesitliliginin ¢oklugu, her mevsimde
bulunabilme avantaji ve kirmizi ete gore daha saglikli olmasi 6zellikleriyle gerek diinyada,
gerekse tilkemizde ragbet edilen bir et ¢esididir. Sifirlarda gézlenen ve insanlara da
bulagabilen Deli Dana (Bovine Spongiform Encephalopathy-BSE) gibi hastaliklarin
kamuoyunda ciddi bir endigeye yol agmast da, son yillarda beyaz etin kirmizi ete tercih
edilmesinde 6nemli bir etken olmugtur. Ulkemizde artan talebin bir sonucu olarak 1990°1;
yillarda 4 kg olan kisi bagina tavuk eti titketimi, 2000 yilinda 12 kg’a kadar gikmugtir (1).

Gerek artan talebin kargilanabilmesi, gerekse piyasada mevcut rekabet sartlarinda iyi
bir yer elde edinilebiimesi amaciyla tavukguluk sektériinde son yillarda 6nemli
degisiklikler meydana gelmigtir. Hayvanlanin bakim ve beslenme sartlarinda yapilan
onemli degisikliklerin yamsira, hayvanlar daha fazla yem tiiketecek ve bu yemden daha
fazla canli agirhik artig1 saglayacak gekilde bir genetik seleksiyona tabi tutulmuglardir.
Ancak belirli yonlerden yapilan bu genetik seleksiyon birgok problemi de beraberinde
getirmigtir. Bu problemlerden tavuklarda en sik olarak goriilenleri “Ani Olim Sendromu”,
“Tibial Diskondroplazi” ve “Pulmoner Hipertansiyon Sendromuna bagh Asites”tir (2, 3).

Asites, izl buyiiyen et tipi tavuklarda (broyler) goriilen, sag ventrikiiler hipertrofi ve
karin boslugunda siv1 birikimi ile karakterize metabolik bir hastaliktir (4). Hastahig ifade
etmek i¢in alimenter toksemi, toksik hepatit, toksik lipidozis, tavuk 6dem hastaligy, sulu
kann, endoteliozis, hidroperikardiyal hastalik, myokarditis, konjestif kalp yetmezligi,
toksik kalp hastaligi ve yiiksek rakim hastalig1 gibi ifadeler de kullamimigtir (5). Hastalik
biitiin diinyada yaygindir. Maxwell ve Robertson (6) diinyadaki insidensin %4,2 oldugunu
ve bunun da diinya ¢apinda yaklasik olarak yillik 1 milyar Amerikan Dolan civarinda
ekonomik kayba neden oldugunu bildirmiglerdir.

Hastalik metabolik bir bozukluk olarak sadece broylerlerde gorilmektedir. Hastali§in
etiyolojisinde bir gok sebep rol oynar. Hastaligin en onemli sebebi, genetik olarak her yil
gelistirilen kas kitlesi ile orantil: olarak bu gelisime uyum saglayamayan kardiyovaskiiler
sistem ve bunun sonucu olarak gelisen hipoksidir (7-10). Ayrica yiiksek rakim (6, 7, 11-
13), yiiksek metabolik enerjili yemlerin kullammi, yem alimina bagl olarak artan
metabolik oksijen ihtiyaci (4, 14), soguk stresi (5, 12, 13, 15-18), kiimeslerdeki siirekli 11k
uygulamasi (13, 15, 19), yemin pelet seklinde olmasi (13), metrekareye konan hayvan
sayis1 (6, 13), su ve yemdeki sodyum miktarimin fazlalii (20-22), dioksin maddesinin

yeme fazla miktarda konmasi (3, 4, 11), temizlikte kullamlan formaldehit ve



dezenfektanlar ile yeme katilan furazolidon ve monensin gibi ilaglarin yiiksek dozu (4, 11),
bazi enfeksiyoz etkenler (3, 5, 12) ve kardiyak problemler asitesin olugmasinda rol
oynayan diger faktorlerdir (4, 9). Hastalik erkek hayvanlarda (11, 15, 23) ve gogis
bolgesindeki kas kitlesinin gelisiminin fazla oldugu irklarda (23) daha fazla goriilmektedir.

Hastalik saha kogullarinda genellikle yumurta gikigini takiben 3. haftadan sonra goriliir
(14). Etkilenen hayvanlarda gelisme geriligi, solunum giigliigii ve asites nedeni ile gergin
karin duvar1 en 6nemli belirtilerdir (3-5, 11, 24).

Nekropside, deri ve bacaklarda konjesyon (4), but, karin ve gogiis bolgesi deri altinda
6dem goriilir (14). Karin boslugunda 40-500 ml, berrak, sari renkte, fibrinli bir sivi
bulunur (3-5, 11, 24). Akcigerler konjesyonlu ve 6demlidir (3-5, 14, 25). Karaciger
siskin, yiizeyi diizensiz ve kapstilast kalinlagmig olup, kapsiila tizerinde fibrin kitlesi
gorilebilir (3-5, 11, 24, 25). Perikard igerisinde 1-25 ml miktarinda siv1 birikimine
rastlanir (hidroperikardiyum) ve bazen perikardin kalbin ylizeyine yapigmig oldugu
gorilebilir (3, 4, 11). Bobreklerin sigkin, soluk renkli ve kanamah oldugu belirtilmigtir (5).
Histopatolojik olarak, aragtirmacilar 6zellikle akciger, kalp, karaciger ve bobrek gibi
organlarda ¢esitli patolojik bozukluklarla beraber 6dem, yangisel hiicre infiltrasyonlari ve
bag doku artigim bildirmiglerdir (4, 5, 8, 24, 26, 27).

Gerek kemik anormalliklerinde matriks yapim ve yikimi ile yeniden gekillendirilmesi
ve gerekse asiteste damar gegirgenliginin, bazal membranin biitiinligiiniin bozularak,
artmis olabilecegi g6z 6niine alindiinda, damar olusumu, kemik olusumu ve organlarin
sekillenmesinde 6nemli yer tutan matriks proteinleri ve bunlarin metabolizmasinda rol
oynayan metalloproteinazlarin roli olabilecegi diigtiniilmiigtiir (2, 28). MMP (Matriks
metalloproteinazlar) ¢inko tagiyan endopeptidazlardir ve viicutta fizyolojik kosullarda,
tumor gelisimi sirasinda aktif hale gelmektedirler. Kesin olarak MMP’lerin nasil stimule
edildigi bilinmemekle beraber, hiicre yiizeyine etkiyen kimyasal maddeler, sicak soku gibi
fiziksel etkenler, sitokinler ve biiylime faktorleri, viral transformasyon, onkojenler,
Ostrojen gibi reperasyon yapan faktorler etkili olmaktadir (28). MMP’ler fibroblastlar,
kondrositler, epitel hiicreleri, damar endotel hiicreleri (2, 29, 30), kemik hiicreleri (30),
astrositler, mikroglialar (29), mezotel hiicreleri (31), T hiicreleri (32), monositler,
makrofajlar ve aktive olmusg nétrofiller tarafindan (30, 33) salgilanmaktadir. Kanathilarda
memeli nétrofil 16kositlerinin kargiligi olan heterofil 16kositlerde de MMP’lerin varlig
gosterilmigtir (34). Asitesli broylerlerin kalplerinde MMP-2 diizeyi, saglikli broyler ve
yumurtact tavuklara gore daha yiiksek bulunmustur (35). MMP’lerden MMP-2 ve MMP-9
cesitli nedenlere bagli olarak gelisen beyin 6demi sirasinda da artig gostermektedir (29,
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36). Bunlardan her ikisi de bazal laminanin yapisinda bulunan kollajen tip IV ve laminin
gibi proteinleri pargalayici 6zellige sahiptir (28). MMP’lerin pulmoner kapillar bazal
membram ve tip IV kollajenden zengin ESM (ekstraselliiler matriks)’i pargalayip,
permeabiliteyi artirarak 6deme yol agtig: bildirilmigtir (33). Cesitli aragtirmalarda (37, 38),
hipoksinin MMP ve kollajen metabolizmasi iizerine etkisinin oldugu belirtilmistir. Memeli
hayvanlarda monensine bagli olarak zehirlenmelerde 6ltiim genellikle hipoksi, akciger
odemi ve asites sonucu olugmaktadir (39, 40). Broylerlerde ¢esitli oranlarda yeme katilan
ve geligmeyi artirdii bilinen monensinin farkli kaynaklarda diskondroplazi (2) ve asitese
(41) neden oldugu bildirilmigtir. Monensin, membran tip matriks metalloproteinazlari
aktive etmek suretiyle bu enzimlerin aktivitesinde artisa neden olmaktadir (42).

Asites et tipi tavuklarda halen kesin nedeni ortaya konmamug bir sendromdur. Yangisel
hiicre infiltrasyonlarindan ve viicuttaki hiicrelerden salgilanan MMP’lerin asites sirasindaki
rollerini sorgulayan bir aragtirma yapilmamistir. Anabilim Dali’mizda bu konu ile ilgili
olarak yapilan 6n galigmada, “Avian farm” hatti broylerlerde igme suyuna %0,6 oraninda
tuz (NaCl) katilarak hayvanlarin %57’sinde asites olugturulmugtur. Bu hayvanlara ait doku
orneklerinde gesitli firmalara (Calbiochem, Dako ve Neomarkers) ait ticari monoklonal
antikorlar kullamilarak immunohistokimyasal boyamalar denenmis ve bagarili sonuglar elde
edilmigtir. Bu ¢aligmada, deneysel olarak NaCl ile olusturulan asites sendromunda
immunohistokimyasal yontemler kullanilarak, MMP-2, MMP-9, TIMP-1 (tissue inhibitor
of matrix metalloproteinase-1) ve TIMP-2 (tissue inhibitor of matrix metalloproteinase-2)

aktivitelerinin yar: kantitatif olarak incelenmesi amaglanmigtir.
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GENEL BILGILER

Tanm

Asites, hizli biiyliyen et tipi tavuklarda (broyler) goriilen sag ventrikiiler hipertrofi ve
karin boglugunda siv1 birikimi ile karakterize metabolik bir hastaliktir (3, 4). Hastalig
belirtmek igin alimenter toksemi, miyokarditis, tavuk 6dem hastalig1, endoteliozis,
hidroperikardiyal hastalik, 6dem, toksik hepatit, sulu karin, avian 6dem, konjestif kalp
yetmezligi, toksik kalp hastaligs, toksik lipidozis ve yiiksek rakim hastalig: gibi ifadeler
kullanilmugtir (5). Hastalik biitiin dinyada yaygindir. Maxwell ve Robertson (6),
diinyadaki insidensin % 4,2 oldugunu ve bunun yillik olarak yaklagik 1 milyar Amerikan

Dolar civarinda ekonomik zarara neden oldugunu bildirmislerdir.

Etiyoloji

Hastaligin etiyolojisinde bir¢ok sebep rol oynamaktadir:

Irk-Hat-Cinsiyet: Hastalik et tipi tavuklarda goriilmektedir. Genetik olarak her yil
geligtirilen kas kitlesi ile orantil1 olarak, bu gelisime uyum saglayamayan kardiyovaskiiler
sistem, hipoksiye sebep olmaktadir (4, 13, 43). Hunton (44), broylerlerin 1970°li yillarda
ortalama olarak giinde 50 gram aldiklarint 1990’11 yillarda ise bu artigin giinde 65 grama
¢iktigini bildirmektedir. Hastalik yumurtaci irk hatlarinda goriilmemektedir (4, 20, 41).
Asitese duyarlilikta broyler hatlan arasinda da bir takim farkliliklar bulunmaktadir. Bains
(15) ile Lubritz ve arkadaglar1 (23) ¢abuk gelisen ve kas kitlesi fazla olan hatlarda asitesin
daha ¢ok olustugunu séylemektedirler. Erkek hayvanlar daha fazla yem tikettikleri ve
daha fazla metabolik enerjiye ihtiyag duyduklarindan asitese daha duyarhdirlar (5, 15).

Yiikseklik ve Oksijen ihtiyaci: Hastabgn ilk goriildigii yillarda yitksek rakimlarda
olugmasi, hastaligin oksijen azligindan ileri geldigini gostermektedir. Daha sonra yapilan
denemelerde asites olusturmada yiiksek rakimlardaki sartlar saglayan diigiik basingls
odalar kullamilmig ve bagarilt sonuglar elde edilmistir (45, 46). Witzel ve arkadaglan (45),
2896 metreye kargilik gelen diisiik basingli odalarda yaptiklar: denemelerde, kronik
hipoksinin %80 oraninda asitese neden oldugunu saptamiglardir. Deneysel olarak
pulmoner artere (47) ve ekstrapulmoner bronglara klamp konulmasi (48, 49) sonrasinda da

hipoksiye bagli olarak asites meydana getirilmigtir. Yumurtaci tavuklar broylerlere gore
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yiiksek rakima daha dayanikhidir ve 2500 metre yiikseklikte hemoglobini (Hb) oksijen ile
tam olarak doyurulabilirler (4). Deniz seviyesinde yetistirilen broylerlerde havadaki
oksijen miktarn normal olmasina kargin, hayvanlarda hipoksi goriilmesi, bazal
metabolizmanin yiksek olmasina, hizli bityiimelerine ve genis kas kitlesine sahip
olmalarina baglanmgtir (4, 50). Ayrica bazi yazarlar (13, 50), kulugkadan ¢ikig sirasindaki

oksijen azlifinin asitesi tetikleyebilecegini bildirmislerdir.

Soguk hava: Cevre 1sisindaki ani degisikler asitesi artiran sebepler arasinda yer
almaktadir. Bu siireg¢ kuluckadan ¢ikis ve hayvanlarin kiimeslere taginmasindaki soguga
maruz kalma sirasinda baglayabilecegi gibi (15), yetistiriciligin herhangi bir doneminde de
olmaktadir. Maxwell ve Robertson (6) ile Yaman ve Cevik (51), asitese bagl oliimlerin en
¢ok kig aylarinda gergeklestigini ve 6liim oranlarinin %10 ile %20 arasinda degistigini
kaydetmiglerdir. Shlosberg ve arkadaglar1 (43), diisiik 1sinin hematokrit degeri yiikselterek
asitese neden oldugunu bildirmiglerdir. Wideman ve arkadaglari (17, 18), ¢evre 1sisinin
10-15 °C civaninda tutuldugunda hayvanlarda pulmoner hipertansiyona bagl asites
gelistigini bildirmiglerdir. Soguk havada hayvanlarin viicut isilarini dengelemek igin fazla
yem tiikketmeleri ve bu yemi metabolize etmek igin daha fazla metabolik oksijene ihtiyag

duymalar hayvanlar hipoksiye sokar (4, 13).

Diyet: Metabolik enerji ve protein oranlar yiiksek olan yemler asitesi artirir (4, 13,
14). Atesoglu ve Erer (14)’in yapmis olduklar1 bir galigmada, yiikksek enerjili rasyon
uygulan grupta normal enerjili rasyon uygulanan gruba gore daha fazla asitese rastlandigini
bildirmiglerdir. Ayrica pelet yem kolay alindifindan ve daha fazla sindirildiginden asites

insidensini artirir (13).

Kiimesteki hayvan sayisi: Broylerlerin rahat hareket ettikleri ortamlarda asitese daha
sik rastlanmaktadir. Maxwell ve Robertson (6) tarafindan yapilan bir aragtirmada,
metrekareye 15-18 hayvan ile metrekareye 18-24 hayvanin konulmasi durumunda,
metrekarede az hayvan olan kiimeslerde asites insidensinin arttig1 saptanmistir. Julian (13)
da hava kesesi yangisindan sonra asitesteki artigi, hayvanlara diger hayvanlanin 6liimiinden

sonra daha fazla hareket imkam verilmis olmasina baglamigtir.

Isik: Sirekli 191k uygulamasi, artan yem alimina bagli olarak asites insidensinde bir

artisa neden olur (13,15,19). Buys ve arkadaglarinin (19) yapmis oldugu ¢aligmada, sirekli
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151k uygulamasinin (23 saat aydinlik, 1 saat karanlk) aralikli 151k uygulanmasindan (1 saat

aydinlik, 3 saat karanlik) daha fazla asitese sebep oldugu bildirilmistir.

Tiroid hormonu: Plazma tiroid hormonlarinin artigi (hipertiroidizm) viicut agirliginda
azalmaya ve asitese neden olur (50, 52). Scheele ve arkadaslar1 (53) T5’tin (3,3, 5-
triiodotironin) metabolik oranim artirdigini ve asitese duyarl hatlarin duyarli olmayanlara
gore 3. haftadaki T; seviyelerinin 2 kat daha fazla oldugunu belirtmektedirler. Gonzales ve
arkadaglar1 da (54) biiyiime hormonunun T; seviyesini ylkselterek dolayl: olarak asitesi

artirdigini bildirmiglerdir.

Dioksin: Poliklorlu bifenil bilesikler igeren dioksin yeme eklendiginde 6dem ve
asitese sebep olur (25). 1960’11 yillarda gozlenen asitesteki arti dioksinden kaynaklanmus,
bu durumu tamimlamak igin tavuk 6dem faktorii ve toksik yag sendromu gibi ifadeler
kullanilmugtir (4,11). Dioksin parankimal organlarn ve damar endotellerini etkileyerek

Odem ve asitese neden olmaktadir (4, 11, 25).

Kimyasal dezenfektanlar: Kiimes temizligi ve dezenfeksiyonlarinda kullanilan
formaldehit buhari, hekzanlar ve katranh dezenfektanlar asites olusumuna katkida
bulunurlar (4, 11).

Monensin: Yiksek dozda monensin kullanimi gerek memelilerde (39, 40) gerekse
kanathilarda (55) kardiyovaskiiler sistemi etkilemektedir. Memelilerde monensin
zehirlenmeleri sonucunda hipoksi, akciger 6demi, hidrotoraks ve asites olugmaktadir (39,
40). Hanrahan ve arkadaglari (55), yiikksek dozlarda monensin verilen kanathlarda
konjesyon, miyokardiyal genigleme ve hidroperikardiyum gormiiglerdir. Moneunsinin kalp
kas1 hiicrelerine girerek sodyuma (Na") affinite gosterdigi ve sodyumun digart ¢ikip,

kalsiyumun (Ca®*) hiicre igerisine girmesi ile kas kontraksiyonunun arttig1 bildirilmistir

(41).

Tuz (Sedyum Kloriir, NaCl): Yiiksek miktarda alinan tuz da kan hacmini arttirir ve
pulmoner hipertansiyona (PH) sebep olarak asites olusturur (4, 20, 21). Yillardir tuzun
sebep oldugu asitesin doku ve plazma arasindaki ozmotik farkliliktan ileri geldigi
duginialityordu. Ancak, son yillarda yapilan modern aragtirmalar tuzla olugturulan asitesin

ana sebebini PH olarak gostermektedir (20). Memeliler i¢gin giivenli olan dozlarin,

6



kanatlilarda genel vendz durgunluk, periton ve perikard bosluklarinda siv1 birikimi ve sag
ventrikiilde dilatasyona yol a¢t1g1 bildirilmistir (20, 21). Fields ve arkadaglar1 (56) ratlar
uzerinde yaptiklari caligmada, %1 NaCl verilen hayvanlarda sol ventrikiilde hacim artigina
rastlamislardir. Oysa bazi aragtirmacilar (20, 21), broylerlerde % 0.5'lik NaCl
uygulamasinun sag ventrikiilde dilatasyon ve asitese yol agtigini ifade etmiglerdir. Tuzla
olusturulan asitesteki klinik ve patolojik degisikliklerin yiiksek rakimda ve dogal olarak
olusan asitesteki lezyonlara benzer oldugu bildirilmigtir (21). Eroksiiz’iin (57) yapmig
oldugu arastirmada litreye 6 gram tuz konan broylerlerde %25 ve litreye 12 gram tuz
konan broylerlerde ise %75 e varan 6liimlere rastlanmigtir. Kanatlilar arasinda da tuza
duyarlilikta farkliliklar bulunmaktadir. Mirsalimi ve arkadaglarinin (20) yapmig oldugu bir
aragtirmada, igme sulari ile yitksek miktarda (5 gr/lt) tuz verilen yumurtaci civcivlerde kan
sodyum miktarinda bir artiy meydana gelmesine kargin, pulmoner hipertansiyona bagh
asitese rastlanmamisgtir. Julian (4) ve Mirsalimi ve Julian (21), tuzla olusturulan asiteste
yasin dnemli bir faktér oldugunu, kiigiik hayvanlarin biiyiik hayvanlara kiyasla ayni
miktardaki tuza karst daha hassas olduklarimi belirtmiglerdir. Bununla beraber yem veya
sudaki tuz, biiylime ile birlikte azar azar artirildiginda hayvanlarin yiiksek miktardaki tuza
adapte olabildigi gorilmistiir. Bu adaptasyon kalp, tiriner ve kardiyovaskiiler sistemdeki
gelismeye baglanmigtir (4, 20, 21). Yiiksek konsantrasyondaki tuz hindilerde de
broylerlerdekine benzer semptomlar olugturmaktadir (58).

Enfeksiydz etkenler: Asites sendromu metabolik bir hastalik olarak kabul edilmesine
ragmen, Julian (4), Aspergillozis’in pulmoner hipertansiyona sebep olan tek dogal hastalik
oldugunu ve broylerlerde hipoksik hipoksemi meydana getirerek pulmoner hipertansiyon
ve asitese neden oldugunu bildirmigtir. Julian (4), aym etkenin hindilerde de hava
keselerinde yang1 sonrasi sag kalpte hipertrofiye neden oldugunu belirtmistir. Clostridium
perfringens’in neden oldugu kolangiyohepatitis, karacigerde hasar meydana getirerek
asitese neden olmaktadir (3, 4). Sag atriyoventrikiler kapakta Staphylococcus spp. ve
diger enfeksiyonlarin neden oldugu endokarditisler sonucu da asites gelismektedir (4).
Huchzermeyer ve arkadaglari (12), deneysel olarak Aegyptianella pullorum ile anemi
meydana getirerek hipoksik reaksiyon sonucu asites olugturmuslardir. Maxwell ve
arkadaglar: (26) yaptiklar: elektron mikroskobik ¢aligmada, ortalama 100 nm boyunda
zarfli, morfolojik olarak elektron yogun niikleoidlere sahip intrasitoplazmik ve intersitisyel
yerlegimli viruslarin varligini belirtmis ve bunun avian tumor virus olabilecegini ifade

etmiglerdir. Bains (15), infeksiyoz bronsitis virusunun biitiin ticari kiimeslerde yaygin
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oldugunu, virusun hedef organ olarak trahea, akciger ve bobrekleri segerek asitese neden

olabilecegini belirtmistir.

Primer Kalp ve Kalp Kapag: Hastahklari: Konjenital kalp hastaligi, sag
atrioventrikiiler kapak lezyonlan ve dejeneratif kardiyomiyopati gibi problemlerin
hastaligin olugumunda rol oynadig: bildirilmistir (4). Olkowski ve arkadaglari (9), asitesli
hayvanlarin % 15-20’sinde sa§ atrioventrikiiler kapakta lezyonlar gormislerdir. Sag
atrioventrikiiler kapaktaki endokarditisler valviiler yetersizlige sebep olarak asitese neden

olmaktadir (4).

Patojenez

Broylerlerde asitesin olugumundaki temel mekanizma, sag ventrikiiler yetmezlige
bagli olarak geligen kronik pasif konjesyondur. Kronik pasif konjesyonun olusumunda ise
asagida incelenen gesitli faktorler rol oynamaktadir.

Hayvanlarin soguk ortamlarda (4) veya yiksek rakimli yerlerde tutulmalar1 (4, 20-22),
hipertiroidizm (50, 52-54), hizli bityiime orani gibi durumlar viicutta oksijene olan ihtiyaci
arttirir. Viicutta oksijen ihtiyacinin artmasina bagl olarak ilk agamada kalp atim sayisinda
bir artig gozlenir (4, 22). Yem ve sudaki sodyum fazlalig1 (4, 20-22), primer kalp ve kalp
kapagi hastaliklari (9), anemi (12) ile akcigerleri etkileyen hastaliklar da viicutta oksijen
ihtiyacina ve kalp atim sayisinin artmasina neden olur. Sodyum fazlalig: 6zellikle geng
hayvanlarda gelismemis bobrek yapisina ve diigiik plazma ozmolaritesine bagli olarak
dolagim yikiniin artmasina yol agarak kalbin daha fazla ¢caligmasina sebep olur (20, 22).

Kalp atim sayisinin artmasina bagli olarak pulmoner arteriyel basingta artis ve kalbin
sag ventrikiiliinde hipertrofi ve dilatasyon gekillenir (4, 20, 21). Pulmoner arteriyel
basingta artig, hipervolemi yada hipoksemiye bagli olarak kan dolagimindaki akigin artigina
bagli olabilecegi gibi, kan damarlarindaki direncin artmasina da bagl olabilir (4, 20-22,
50). Eritrositlerin deformasyonu (fazla miktarda sodyum ve hipoksiye maruz kalan
eritrositlerin sertlegmesi) yada soguga bagl: olarak eritropoietin hormonunun etkisi ile
artan eritrosit sayisi (4, 22, 50) ve ¢ap1 da (4, 22) kan damarlarindaki direnci artirabilir.
Hipertrofi, kassel yapida olan sag kalp kapake¢iginda da gozlenir (4, 50).

Sag ventrikiilde ve kalp kapakg¢iginda geligen hipertrofi ve sag ventrikiiler dilatasyon
zamanla sag ventrikiiler yetmezlige yol acar (4, 22, 50). Sag kalpteki biiyiime ile pulmoner
hipertansiyon arasinda direkt bir iligki oldugu ¢aligmalarla ortaya konmustur (4, 20-22).

Julian (22), normal bir broylerde sag ventrikiliin toplam ventrikiile oraninin 0,25’ten

8



kiigiik olmas: gerektigini, bu oramin agildig1 durumlarda ventrikuler hipertrofi ve pulmoner
hipertansiyondan bahsedilebilecegini bildirmektedir. Sag kalp yetmezliginde, ventrikiiler
sistol sirasinda ventrikiilden atriyuma akag olur (4, 50). Sag ventrikiiler yetmezlie bagli
olarak meydana gelen kan dinamigindeki basing dengesizligi karaciger ve venoz
sistemdeki basinc1 artirir (4, 20-22, 50, 59). Venoz kan basincindaki yiitkselme karaciger
konjesyonuna ve hepatik lenf akiginda artiga neden olur. Vendz dolasimdaki durgunluktan
dolay1 lenf sivisinin hepsi uzaklagtirilamaz ve proteinden zengin olan bu sivi lenfatik
pleksuslarin yogun oldugu karacigerin kapsiilasindan karin bosluguna sizarak asitese neden

olur (59).

Klinik Belirtiler ve Nekropsi Bulgulan

Klinik olarak hastalik broylerlerde genellikle 3. haftadan sonra goriliir (3, 14, 51).
Hayvanlarda bag ve viicut derisi siyanotiktir (4, 5, 25, 51). Deri alt1 venalar dilate olmus
(3, 4), ve tiiyler kanigmugtir (3-5). Karin boslugu asites stvist nedeni ile gergindir (3-5, 24,
51, 60). Hayvanlarda solunum sayisi oldukga artar, hatta hayvanlar yakalanmaya
cahgildiklarinda 6lebilirler (3, 4). Asitesli hayvanlarin diger hayvanlara gore
biiyiimelerinde gecikme goriiliir (4, 5, 24, 45). Maxwell ve Robertson (5), hastahifa
disilere kiyasla daha gok erkek hayvanlarda rastlandiZim bildirmislerdir.

Nekropside deri ve bacaklarda konjesyon (4), but, kann ve gogiis bolgesi deri
altinda 6dem goriiliir (5, 14, 51). Kann boslugunda 40-500 ml, berrak, sar1 renkte, fibrinli
bir siv1 bulunur (3-5,14, 24, 25, 51). Atesoglu ve Erer (14), normal enerjili yem ve %0,6
tuzlu su verilen broylerlerde karin boslugunda 80-130 ml asites stvisi1 gordiiklerini, buna
kargin yiiksek enerjili yem ve %0,6 oraninda tuzlu su ile beslenen hayvanlarda ise sivi
miktarninin arttigini ve 100-250 ml arasinda degistigini vurgulamiglardir. Maxwell ve
Robertson (5), asitesli hayvanlarin karin boglugundan aldiklar sivida, eritrosit, lenfosit ve
makrofajlarin bulundugunu bildirmislerdir. Karaciger siskin, 6demli, ylizeyi diizensiz ve
kenarlar kiitlesmis olup, kapsiilast gri-beyaz renkte, kalinlagmig olup, ylizeyine yapigmig
halde fibrin bulunur. (3-5, 14, 24, 25, 51). Atesoglu ve Erer (14), karaciger yiizeyinde 1
cm ¢apina kadar varan degigen buyiikliikte, sanmsi-gri renkte nodiller ile gri-beyaz renkte
odaklar gordiiklerini bildirmiglerdir. Asitesli broylerlerde hidroperikardiyuma rastlanir (3,
4, 11, 14, 50), perikarddaki sivinin miktari 6-7 ml arasinda degisebilir (51). Bazen
perikardin kalbin yiizeyine yapigmis oldugu gozlenir (3, 4). Sag atriyoventrikiler kapakta
kalinlagmalar (25) ve yang (3) goriilebilir. Sol atriyoventrikiiler kapakta ve ¢evre
dokularda da gesitli nodiillere rastlanabilir (9). Sag ventrikiilde hipertrofi
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ve dilatasyon goriiliir (4, 14, 18, 40, 41, 51, 55, 57). Vena kavanin oldukg¢a genisledigi
dikkati ¢geker (4, 54). Akcigerde konjesyon ve ddem goruliir (4, 14, 18, 40, 51, 53, 57).
Bobreklerin sigkin, soluk renkli ve kanamali oldugu belirtilmigtir (53, 57).

Histopatolojik Bulgular

Asitesten etkilenen hayvanlann akcigerlerinde yaygin 6dem (4, 24, 51),
parabronglarda ve hava kapillarlarinda agir1 genigleme, degisen derecelerde konjesyon ve
kanamalar goriiliir (5, 26, 51). Bazi parabronglarda fibroz kalinlagma (4) ve epitel
hiicrelerinde proliferasyon dikkati ¢eker (5, 26). Ayrica parabronsiyal diiz kaslarda
hipertrofi (14, 24), atriyum ve hava kapillarlarinda kollaps gozlenir (24). Parabrongiyal
matrikste yaygin lenfosit infiltrasyonu gorilir (5, 14). Asitesten etkilenen hayvanlarin
akcigerlerinde hiyalini, fibroz, kemiksel ve kikirdaksal tipte nodillere rastlamr (4, 5, 7, 24,
27). Kiigiik ve orta gapli pulmoner arteriyollerde mediyal hipertrofi saptanabilir (8, 61).
Kapillar ve arteriyol endotellerinin hipertrofik oldugu, elektron mikroskobik muayenede
ise endotellerin zayifladig ve dejenere olarak kabarciklar igerdigi, bunun sonucunda
damarlarin hassas hale gelerek kanamalara sebep oldugu bildirilmistir (61).

Perikardiyumda fibroz kalinlagma ve miyokardiyumdaki hiicrelerde hipertrofi dikkati
geker (4, 5, 24). Kas fibrilleri arasinda fokal kanama alanlan ile heterofil ve eozinofil
lokosit infiltrasyonlan gézlenir (5, 24). Nadir olarak 6dem (51), lenfosit infiltrasyonlari,
zayif bag doku artig1 ve atriyumdaki endokardda fibrozis goriliir (4, 14, 24). Olkowski ve
arkadaslari (35) Taramali Elektron Mikroskobunda yaptiklari ¢aligmalarinda preasitik ve
asitesli hayvanlarda kollajen miktarinin giderek azaldigim gormiislerdir.

Karacigerdeki sinuzoyidlerin dilate oldugu, kapsillanin 6dem ve fibrozis sebebi ile
kalinlagtigi (4, 5, 14, 24) ve kapsiiladaki lenfatik damarlarin genigledigi gézlenmistir (24).
Portal bolgede de lenfosit ve heterofil lokositlerde artig gériilmustiir (5, 14, 24). Bunun
yani sira az miktarda da olsa hepatositlerde vakuoller (4, 14, 24, 51) ve kolangiyollerde
safra gozlenmigtir (24). Atesoglu ve Erer (14), karacigerde multifokal koagiilasyon
nekrozu, portal bolgede bag doku artigi ile Remark kordonlarinda ayrilma tespit
etmiglerdir.

Bobreklerde glomeruluslarda ve damarlarda konjesyon (5, 14), bazal membranlarinda
kalinlagma goriiliir (5). Toplayici tubul limenlerinde iirat kristalleri (5), tubul epitel
hiicrelerinde bulamk sigme (14), nekroz (24) ve intersitisyel dokuda fokal lenfosit
infiltrasyonlan bildirilmigtir (5, 14). Ayrica organ kapsiilasindaki fibroz bag dokunun
arttif1 da kaydedilmistir (14, 24).
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Kark yila yakin bir siireden beri, yiiksek oranda yemden faydalanma ve bunun ete
¢evrilmesi yoniinden siirdiiriilen genetik ¢aligmalar hayvanlarda yiiksek kas kitlesi, buna
karsin ayni oranda geligmeyen kardiyovaskiiler sistem ve zayif kemik gelisimini meydana
getirmigtir (2). Bu bozukluklar sonucunda broylerlerde Ani Oliim Sendromu, Tibial
Diskondroplazi ve Pulmoner Hipertansiyon Sendromu’na bagli Asites gibi hastaliklar
ortaya ¢ikmugtir (2, 3). Gerek kemik anormalliklerinde matriks yapim ve yikimu ile
yeniden sekillendirilmesi ve gerekse asiteste damar gegirgenliginin, bazal membramn
buttnligiiniin bozularak, artmasi gézoniine alindiginda; damar olugumu, kemik olusumu
ve organlarin gekillenmesinde 6nemli yer tutan matriks proteinleri ve bunlarin
metabolizmasinda rol oynayan metalloproteinazlar 6nem kazanmaktadir (2, 28).

Matriks metalloproteinazlar, normal ve patolojik bir ¢ok olayda gorev alan
enzimlerdir. Normal ve invaziv tiimor hiicreleri tarafindan sentezlenen (28, 62, 63), ¢inko
ve kalsiyum (64) tastyan endopeptidazlar ailesinden olup, ESM’nin pargalanmasi ve
yeniden modellenmesinden (remodelling) sorumludurlar (28, 31, 63, 65).

ESM, kollajen, proteoglikan, glikozaminoglikan, glikoprotein (fibronektin,
kondronektin, laminin) ve baz1 dokularda elastin igeren kompleks bir yapidir (66, 67).
Kolaylik agisindan ESM ¢oziilmeyen fibroz faz (kollajen, fibronektin, elastin ve
glikoproteinler) ve ¢oziilen jel faz (protein polisakkarit veya proteoglikanlar) olmak tizere
iki kisma aynlabilir. ESM igerisinde yer alan bu maddeler matriks igerisine gomiilmiis
fibroblastlar tarafindan sentezlenir. Epiteliyal, endoteliyal ve kas hicreleri 6zellegymis bir
ESM olan bazal lamina (bazal membran) tarafindan ESM’den ayrilir (67). ESM hiicrelerin
go¢i, cogalmasi, farklilagmasi (68) ve damarlarin olugmas siiresince bag dokunun yeniden
modellenmesinde (2) 6énemli rol oynar. MMP’ler ESM’i olusturan gapraz bagli, erimeyen,
farkl kollajen tiplerini, elastini, laminini ve proteoglikanlari pargalarlar (28, 35, 62, 64,
68). Bu yiizden embriyo morfogenezisi, blastosist implantasyonu, yeni damar olusumu
(angiogenesis), dokunun yeniden modellenmesi (remodelling), tiimér invazyonu ve
metastazi (28, 29, 35, 65, 68) yara iyilesmesi (28, 63), periodontal hastaliklar, yangisel
durumlar (28, 66) gibi bir ¢ok fizyolojik ve patolojik olayda gorev almaktadirlar. Li ve
arkadaglari (62) patolojik bozukluklarda aktif enzim ile inhibittrler (TIMP) arasindaki
dengelerin degistigini bildirmislerdir.

MMP ailesi 14 farkl izoformdan olugmakta ve 6nemli yapisal benzerlige sahip
bulunmaktadir. Bununla beraber her MMP, in vitro ve in vivo kosullarda fonksiyonel
olarak farklilik sergiler (31). Bundan dolay1 MMP’ler 4 grupta siniflandirilirlar: 1)

Kollajenazlar : Bunlar kollajen fibrillerini spesifik bir bolgeden pargalarlar. Olugan bu

11



yeni pargalara diger MMP gruplanndan jelatinazlar etki ederler. 2) Jelatinazlar: Bunlar
Jelatinaz A (72 kDa Collagenase IV, MMP-2 ) ve Jelatinaz B (92 kDa Collagenase IV,
MMP-9)dir. 3) Stromelisin ve 4) MT-MMP (Membran tip MMP)’lerdir (62, 69). Bu
enzimler su 6zellikleri tasirlar:

1) Endopeptidazdirlar (31, 63, 65).

2) Kalsiyum (30, 63) ve Cinko (28, 32, 62-65, 68) ile baghdiriar ve selatér ajanlarca
(62) inhibe edilirler.

3) Butiin MMP’ler propeptid ve katalitik alan olmak tizere iki bolgeye sahiptirler. Bu
katalitik bolge aktivitesi i¢in ¢inkoya ihtiyag duyarlar (28, 65).

4) Notral pH’da aktivite gosterirler (63, 65).

5) Yiiksek korunma derecesine sahiptirier (62).

6) Latent formda (Pro-MMP) veya inaktif olarak ESM’e salgilanirlar ve fizyolojik
olarak yaklagik 10 kDa’luk bir peptidin ayrilmasindan sonra aktive edilebilirler
(28, 30, 62, 63, 65, 66). Aktivasyonlart onkojenler, tiimor promotorlari, biiyiime
faktorleri, notrofil ve monositlerden salgilanan serin proteaz (32) ve reaktif oksijen
metabolitleri (HOCI, H,0, ,OH) tarafindan “Sistein Switch Mekanizmas1” ile
tetiklenir (28, 30, 33, 64).

7) Endojen olarak spesifik matriks doku inhibitorleri (TIMP) (28, 30, 61-64, 66) ve
alfa-2 makroglobulinin inaktivasyonu (30) ile inhibe edilirler. Ekzojen olarak
inhibisyonda tagidiklan ginkonun selasyonu esastir. Ornegin tetrasiklinler aktif
olan ¢inko bolgesi ile birlesirler (70).

MMP’ler fibroblastlar, kondrositler, epitel hiicreleri, damar endotel hiicreleri (2, 28-
30), kemik hucreleri (30), astrositler (pro-Jelatinaz A), mikroglialar (Jelatinaz B) (29),
ploral mezotel hiicreleri (31), mezensimal, epiteliyal ve endotelyal kékenli timor
hucrelerinden (28), T hiicreleri (32), monositler, makrofajlar ve aktive olmusg nétrofiller
tarafindan (30, 33) salgilanmaktadir. Rath ve arkadagslar (34), kanatlilarda memeli nétrofil
l6kositlerin karsilig: olan heterofil 16kositlerde de MMP’lerin varligini bildirmiglerdir.

MMP’lerin aktiviteleri transkripsiyon, translasyon ve sekresyon agamalarinda
diizenlenebilir (62, 69). Ornegin transkripsiyon asamasinda MMP’ler sitokinlere, bityiime
faktorlerine ve hormonlara cevap verirler (62). Hiicrelerden salgilandiktan sonra 6zellikie
MMP-2 ve MMP-9, TIMP’ler ile birleserek kompleksler olusturur ve stabil olarak kalirlar.
MMP-2 ile TIMP-2, MMP-9 ile de TIMP-1 kompleks olusturur (62, 63). Ayrica Stefanson
ve arkadaslan (63) kanatlilarda bulunan ve yeni bir TIMP iiyesi olan 21 kDa’luk ChIMP-3
(chicken inhibitor of matrix metalloproteinase-3)’iin MMP-2 ile kompleks olusturdugunu
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ve kanatli MMP-2 aktivitesinin bu inhibitor (ChIMP-3) tarafindan diizenlendigini
bildirmektedir.

MT-MMP’lerin MMP’leri aktive ettikleri bilinmektedir (68). Pro-MMP ve TIMP
kompleksi, aktive olmus MT-MMP’ye baglanir ve bu baglanma MMP’lerin aktivasyonu
ile sonuglanir (61, 68). Bazi inhibitorler ise enzimin hem latent, hemde aktif formlarinin
aktivitesini engeleyerek iki agamali bir rol oynamaktadir (63).

Stefanson ve arkadaglar (63), hiicre kiiltiirii ortaminda Rous Sarcoma virus ile
transforme edilmig tavuk embriyo fibroblast’larinin 70 kDa’luk MMP (Progelatinaz,
MMP-2) sentezlediklerini belirtmiglerdir. Staskus ve arkadaglari (71) da TIMP-2’nin
tavuk embriyo fibroblast kiiltiiriinde varligin1 gostermiglerdir. Insan MMP’leri ve kanath
MMP’leri arasinda homolojinin varlig: Aimes ve arkadaglan (65) tarafindan bildirilmistir.
Bu aragtinicilar insan ve kanath pro-MMP’leri arasinda %84’e varan homoloji tespit
etmislerdir. Bu homoloji propeptid ve katalitik bolgelerde %88’e ulagmaktadir (65).

Olkowski ve arkadaglan (35) yaptiklar1 ¢aligmada, asitesli broylerlerin kalplerinde
MMP-2 diizeyini, saglikli broyler ve yumurtaci tavuklara gére daha yitksek bulurlarken,
MMP-9’a hemen hemen hi¢ rastlamamiglardir. Ayni aragtiricilar MMP-2 diizeyindeki
artigin, olugan kalp yetmezligindeki kalp kast dokusunun patolojik olarak yeniden
modellenmesine bagh olabilecegini belirtmiglerdir.

Akcigerlerde MMP’ler toplam kollajen kitlesinin %10’undan fazlasini bir giin iginde
degistirebilecek kapasfteye sahiptir (31). Patolojik durumlar s6z konusu olmadig: siirece
MMP ve TIMP’ler arasinda ¢ok hassas bir denge vardir (29, 31, 36). Bu denge siddetli
akciger yangilarinda, timor metastazlarinda, akciger amfizeminde, brongiyektazi, kistik
fibrozis, hepatik fibrozis (69) ve ARDS (Yetigkin Solunum Stresi Sendromu) sirasinda
olusan akciger ddemi gibi patolojik durumlarda MMP artig1 yoniinde bozulur (33).
MMP’ye kars1 olusan TIMP’ler proteolitik hasarin siiresi ve yayilmasi konusunda bilgi
verir (36). Carney ve arkadaglar (33), ARDS sirasinda notrofil aracili alveoler kapiller
yiizey tahribinde, nétrofillerden salinan oksijen radikalleri, serin proteazlar ve MMP’lerin
pulmoner kapillar bazal membran: ve tip IV kollajenden zengin ESM’yi pargalayip
permeabiliteyi artirarak 6deme yol agtigini bildirmistir. Ayn sekilde 72 kDa’luk tip IV
kollajenaz veya meningitis yapan bakteriler (72) intraserebral olarak verildiginde kan—
beyin bariyerini yikimlayarak 6deme yol agar (29, 32, 36). Rossenberg ve Navratil (36),
beyin 6demi sirasinda da normalde beyinde gorilmeyen MMP-9’un artig gostererek, kan-
beyin bariyerindeki damarlarda bulunan tip IV kollajeni parcaladigini bildirmislerdir.

Corbel ve arkadaslar1 (73), deneysel olarak olusturduklan akciger fibrozisinde BAL
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(bronkoalveoler sivi)’da MMP-2 ve MMP-9’un arttigim1 ve BAL igerisindeki total hiicre ve
nétrofil sayisi ile MMP-9 aktivitesi arasinda bir paralellik oldugunu belirtmislerdir. Zeng
ve arkadaglari (68), 23 kolorektal kanserli hasta iizerinde yaptiklan bir ¢aligmada, kolon
mukozas: bazal membranindaki tip IV kollajenin tiim hastalarda yikimlanarak
immunohistokimyasal boyamalarda negatif sonug verdigini ve bu alanlarda MMP-9’un
boyanma 6zelliginin siddetle artmig oldugunu gostermiglerdir. Eickelberg ve arkadaglan
(31), 88 ploral effiizyonlu hasta tizerinde yaptiklan ¢aligmada, tiim hastalarin ploral
sivisinda MMP-2 ve TIMP-1’in varligim gostermiglerdir. Ayrica, TIMP-2 eksikliginin
MMP-2 aktivitesini artirdigimi vurgulanmuglardir. MMP-9’a ise sadece eksudath hastalarda
rastladiklarim ve MMP-9’un yangisel durumlarda arttigini bildirmislerdir. Yangsel
durumlarda, yangy hiicreleri damar digina ¢ikarken, damar endotellerini ve ESM’i gegerler.
ESM’i gegmek igin bu yapiy1 olugturan komponenetleri pargalamaya ihtiyag duyarlar (62).
Li ve arkadaglari (62), akut mastitislerde meme alveol liimenlerine infiltre olan nétrofil
lokositlerde MMP-9 iiretiminin arttigini, buna kargin MMP-2’nin bulunmadigini
saptamiglar ve yangisel olaylarda notrofil 16kositlerin MMP-9 salgilayarak bazal membram
pargaladiklarim bildirmiglerdir. Aimes ve arkadaglan (65) ile Zeng ve arkadaglari (68),
timor hiicrelerinden salgilanan MMP-2 ve MMP-9’un damar bazal membranim
pargaladigim belirtmiglerdir. Ayrica, Saed ve arkadaslar1 (37), fare embriyo fibroblast
kiltiirine uyguladiklari hipoksi sonrasinda MMP-9 aktivitesinde %64 oraninda azalma
gorirken, MMP-2 aktivitesinde herhangi bir degisime rastlamadiklarim ve hipoksinin
MMP-9’un diizenlenmesinde 6nemli bir roli oldugunu bildirmiglerdir.

MMP’lerin dokular iizerindeki varliginin belirlenmesinde kullanilan [H
(immunohistokimya), dokularda bulunan protein, karbonhidrat veya lipid molekiillerinin
(antijen) enzim ile isaretlenmig bir antikor yardimu ile reaksiyona girmesi sonucuna dayali
bir tekniktir (74). immunohistokimyasal boyamalarda kullanilan antikorlar poliklonal ve
monoklonal olmak iizere iki gesittir ve yine direkt ve indirekt olmak iizere iki metod
kullanilabilir. Metodun direkt veya indirekt olmasina gore, primer veya sekonder antikora
bir enzim baglanir. Bu enzim daha sonra substratla (kromojen) reaksiyona girerek renkli
bir gériiniim verir (75). Indirekt olarak kullanilan Streptavidin-Biotin-Peroksidaz
yonteminde sekonder antikor biotinle igaretlenmis olup, daha sonra Streptavidin-Biotin-
Peroksidaz kompleksi ile birlesir (75). IH’de bir antijenin konsantrasyonu, boyandig1
kromojenin goriinen yogunlugu ile kolayca degerlendirilir. Bu degerlendirme daha gok

bagil olarak yapilmaktadir. Antikorun etkinliginin kiyaslanmasinda yar kantitatif metod
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etkilidir. Sonuglar tipik olarak 1+, 2+, gibi degerlendirilerek 3 veya 4’e kadar

numaralandirma yapilir (74).
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GEREC VE YONTEM
GEREC

Hayvan Materyali

Calismada 1 giinliik, erkek, “Avian Farm 43” hattr' 80 adet et tipi civciv ile 1 giinlik,
erkek, “Lohman LSL” hatti* 80 adet yumurtaci civciv olmak iizere toplam 160 hayvan
kullamldi.

Deneysel Gruplandirma

Et tipi ve yumurtaci hatlar kendi aralarinda 2 gruba ayrilarak toplam 4 grup
olusturuldu. igme suyuna tuz konan broyler grup TB (Tuzlu Broyler), tuz uygulamast
yapilmayan broyler grup NB (Normal Broyler), igme suyuna tuz konan yumurtaci grup TY
(Tuzlu Yumurtaci) ve tuz uygulamas: yapiimayan yumurtaci grup NY (Normal Yumurtaci)
olarak kodlandi. Her grupta 40 civcivin bulundugu hayvanlar tel ile cevrilmis 1’er m*lik 4

bolmeye konuldu.
Deneysel Ortam

Daha 6nceden dezenfeksiyonu yapilan ve 33 °C’ye 1sitilan kiimeste sicaklik ilk hafta
birer santigrad derece, sonraki 4 hafta ikiger santigrad derece azaltildi. Kiimesin isitilmasi
1 adet LPG’li radyan soba ile saglandi. Kiimeste 151k kaynag olarak siirekli yanan ve sar

151k veren, iki adet 60 Watt’lik ampul kullanildi.
Asilamalar
Asilamalarda kullanilan tiim asilar ticari bir firmadan® saglandi. Hayvanlara ilk giin

Newcastle agisimin B1 sugu kullanilarak (Hipraviar-B1) gaga daldirma yontemi ile agilama

yapildi. Daha sonra hayvanlar 16. giinde Gumboro Hastaligina kars1 (Hipragumboro-

! Ozsoylar A.S., Bandirma, Tarkiye.

”

“ Hastavuk A.$., Bursa, Tiirkiye.

3 Girtav Tavukguluk ve Tarim Urtinleri Ticaret ve San. Ltd. §ti., Bursa, Tarkiye.
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CH/80) ve 21. giinde Gumboro Hastaligina, Newcastle Hastaliginin B1 susuna ve
Infeksiy6z Bronsitis Hastaligimin H-120 susuna (Hipragumboro- CH/80, Hipraviar-B1,
Hipraviar-B1/ H120) kars1 agilandilar.

Mikroskop
Tiim incelemeler Nikon marka (YS2-H, Japonya) 151k mikroskobunda gergeklestirildi.
Tartim

Deney boyunca tiim tartim iglemleri Sartorius marka (BP 110S, Almanya) hassas
terazi ile gergeklestirildi

Beslenme

Civcivler kiimese getirildiklerinde ilk 4 saat boyunca %5 sekerli su ile beslendi. Daha
sonra biitiin gruptaki hayvanlara ilk 7 giin igin en az %22 ham protein ve 3100 Kcal/kg
metabolik enerji igeren broyler baglangig yemi kullanildi. 8-19’uncu giinler arasi
hayvanlara en az %20 ham proteinli ve 3050 Kcal/kg metabolik enerjili broyler biiyiitme
yemi ve 20-42’inci giinler arasi da en az %18 ham proteinli ve 3100 Kcal/kg metabolik
enerji igeren broyler bitirme yemi verildi. Caligma sirasinda hayvanlara verilen yemler

C.P. Yem Ltd. $ti.’den (Bursa, Tirkiye) sagland:.
Tuz (NaCl) Uygulamas:

Ik 7 giin biitiin gruplara normal su verildi. 8. giinden itibaren TB ve TY gruplarina
%0.6’11k NaCl igeren (1000 ml suya 6 gr tuz) su uygulamasina baslandi ve deneyin son
glinii olan 42. giine kadar bu uygulama devam etti. Bu gruplarin kontrolii olan NB ve NY

gruplarinin sularina herhangi bir uygulama yapilmadi.
Sakrifikasyon

Sekizinci ve 16. giinlerde 4 gruptan 5’er adet hayvan sakrifiye edildi. Ayrica deney
siiresince tuz uygulanan broyler grubunda (TB) 6liim meydana gelen giinlerde, kontrol
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amact ile diger gruplardaki (NB, TY, NY) hayvanlardan da 1’er adet sakrifiye edilip
nekropsileri yapildi. Deneyin son giinii olan 42. giinde kalan tiim hayvanlar sakrifiye
edilerek nekropsileri yapildi.

Histopatolojik Preparatlarm Hazirlanmas:

Nekropsi sonrasi alinan dokular %10’tuk tamponlu formalin igerisine kondu. Dokular
alkol ve ksilol serisinden gegirmek igin ototeknikon (Histokinette, Type E-7326, Ingiltere)
cihaz1 kullanildi. Bloklanan dokular rotari mikrotomda (American Optical Company,
Model 820, A.B.D.) kesildi.

Immunohistokimyasal Boyamalar

Immunohistokimyasal boyamalar sirasinda Neomarkers firmasina (A.B.D.) ait MS-
806-P Ab-4 kodlu matrix metalloproteinase-2 (MMP-2), MS-820-P Ab-8 kodlu MMP-9,
MS-608-R7 Ab-2 kodlu tissue inhibitor of matrix metalloproteinase (TIMP-1) ve MS-
1154-R7 Ab-4 kodlu TIMP-2 primer antikorlar: kullamldi. Primer antikorlarin
sulandirmasi Large Volume UltrAb Diluent (Labvision Cat.No: TA-125-UD, AB.D.) ile
yapildi. Sekonder antikor olarak Labvision firmasina ait (Cat. No: TM-60-BN) biotinli
goat-anti mouse sekonder antikor kullanildi. Sekonder antikora baglanmak tizere
Labvision firmasina ait streptavidin peroksidaz (TS-60-HR) kullanildi. Endojen
peroksidaz aktivitesini 6nlemek igin Labvision firmasina ait hidrojen peroksit bloklama
solisyonu (Cat.No: TA-125-HP) kullamidi. Zemin boyanmasinin maskelenmesi igin
Labvision firmasina ait protein bloklama soliisyonu (Cat.No: TA-60-UB) kullamldi. AEC
kromojen olarak Labvision firmasina ait (TA-002-HAC) kromojen ile AEC substrat
(Labvision Cat. No: TA-015-HAS) kullaruldi. Phosphat buffer Saline (PBS) olarak
Labvision firmasina ait (Cat. No: TA — 125-PB) solusyon kullanildi

Hedef organ olarak belirlenen akciger, karaciger, bobrek ve beyin ayni lama gekildi ve
bunun igin Menzel Glaser™ (Almanya) firmasina ait SuperFrost Plus® polilizinli lamlar
kullanildi. Dokulardaki antijeni a¢iga gikarmak i¢in Bosch (HMT 812 B, Almanya) marka
mikrodalga finn kullamidi. Antikorlarin ve kullanilan diger soliisyonlarin dagiimamasi
i¢in Dako (Danimarka) firmasina ait hidrofobik kalem (pen for immunohistochemistry,
Code No: S 2002) kullamidi. Dokular tizerine damlatilan soliisyonlarin kurumalarini

Onlemek igin cam malzemeden yaptirilan nemli bir ortam (nemlendirme kutusu) kullamldi.
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YONTEM

Asilama

1lk giin uygulanan asilama gaga daldirma metodu ile tiim hayvanlara uygulandi. Diger
agilamalarda her grupta agilamadan 1 saat 6nce suluklar kaldirildi ve toz halindeki agilar
suda eritilerek, 50 gr siit tozu katilmig 500 ml ilik su igerisine bosgaltilarak hayvanlarin

icmeleri sagiand.

Sakrifikasyon ve Nekropsi

Sakrifikasyon, boyunun her iki tarafinda bulunan arteria carotis communis ile vena
jugularislerin kesilmeleri sureti ile gergeklestirildi. Hayvanlarnin 6ncelikle karin boslugu
agildi. Karin boglugu icerisindeki stvinin miktan ve ozellikleri kaydedildi. Caligma
sonuglarinin incelenmesi i¢in hedef organ olarak beyin, akciger, karaciger ve bobrek
se¢ildi. Bir 6rnekliligi saglamak bakimindan beynin talamus ve medulla oblangata
bolgelerinden, akcigerin sol lobu, karacigerin sag lobu ile bobregin sag kranial lobu
histopatolojik ve immunochistokimyasal inceleme igin alindi. Diger organlardan da
histopatolojik inceleme igin dalak, ince bagirsak (duodenum), bursa Fabricius ve kalbin

sag ventrikili secildi.

Kalp Indeksi

Kalp indeksini bulmak amaci ile bitin gruplardaki hayvanlann kalpleri alinarak
kalbin bazisinde yer alan bilyiikk damarlar ve atriyum kesilerek uzaklastirildi. Daha sonra
sag ventrikiil kalpten kesilerek ayrildi ve hassas terazi ile tartildi. Bu deger, tartilan sag
ventrikiil, sol ventrikiil ve interventrikiiler septal dokularin toplam degerine oranland:.

Birden fazla hayvana ait indeks degerlerinin hesaplanmasinda ortalama deger alindi.

Histopatolojik Inceleme

Nekropst sonrasi alinan dokular %10’luk tamponlu formaldehit igerisine alindi. Trimi
yapilan ve hedef organ segilen dokulardan akciger, karaciger, bobrek ve beyin bir kasete,

dalak, ince bagirsak (duodenum), bursa Fabricius ve kalbin sag ventrikiilii de ayn bir
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kasete alinarak 48 saat tespitte kaldiktan sonra alkol ve ksilol serisi igeren Ototeknikon
cihazina alindi. Daha sonra bloklanan dokular rotari mikrotomda 5 mikrometre
kalinhiginda kesildi. Alinan kesitlerin tiimii HE (Hematoksilen-Eosin), ayrica gerekli
goriilenler van Gieson, von Kossa, PTAH (Fosfotungustik asit-Hematoksilen), Masson’un
trikrom boyasi (76) ve hedef organ olarak secilen akciger, karaciger, bobrek ve beyin
kesitleri Streptavidin-Biotin-Peroksidaz Kompleks (StreptABComplex) yontemi ile
boyanarak (74, 75) itk mikroskobunda incelendi.

Immunohistokimyasal Boyama

Konsantre halde 1 ml’de 200 pg bulunan MMP-2 ve 9 antikorlar, her bir preparat i¢in
2 ug/100 pl olacak gekilde 1/10 oraninda sulandirildi. TIMP-1 ve TIMP-2 boyamalar igin
kullanima hazir halde gonderilen primer antikorlar dokular iizerini kapatacak sekilde
dogrudan uygulandi. Immunohistokimyasal boyamada indirekt streptavidin-biotin-
peroksidaz yontemi kullanildi.

- Bu yontem ile aym1 lama alinan beyin, akciger, karaciger ve bobrege ait dokular, 5
mikron kalinlifinda kesilerek polilizinli lamlara ¢ekildi.

- Polilizinli lama ¢ekilen dokular 70 °C’lik etiivde 60 dakika kurutuldu.

- Deparafinizasyon islemi igin dokular ksilole alind1 (2x5 dakika).

- Dokular %70’lik alkol solusyonundan gegirildi (2x5 dakika).

- Dokulardaki antijeni agiga ¢ikarmak igin tamponlu sitrat solusyonu igerisine alinan
kesitler, 700 Watt’lik enerji kullamlarak mikrodalga firinda 5’er dakikalik 4 1sitma
iglemine tabi tutuldu. Isitma iglemleri arasinda buharlagarak kaybolan tamponlu sitrat
miktarinin telafisi igin yeni tampon eklendi.

- Bu iglem bittikten sonra kesitler, tamponlu sitrat igerisinde 20 dakika bekletildi.

-Tamponlu sitrat buffer solusyonundan gikarilan dokularin etrafi hidrofobik kalem ile
cizildi.

- Bu iglemden sonra distile su igerisinde 5 dakika yikanan dokular PBS igerisine
alinarak 5 dakika yikandi.

- Endojen peroksidaz aktivitesini 6nlemek amaciyla dokular tizerine hidrojen peroksit
soliisyonu dokiilerek 5 dakika bekletildi.

- Dokular PBS igerisinde 5 dakika yikand:.

- Zemin boyanmasinin maskelenmesi igin dokular iizerine otomatik pipet yardimu ile

protein bloke edici solusyon damlatilarak 10 dakika beklendi.
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- Dokular yikanmadan primer antikorlar damlatilarak (100 ul) 1 saat nemlendirme
kutusunda laboratuvar sicakliginda inkiibe edildi.

- Takiben dokular PBS solusyonunda yikanarak, iizerlerine biotinli sekonder antikor
ilave edilip kapali ve nemli ortamda 10 dakika bekletildi.

- PBS igerisinde yikanan dokular tizerine streptavidin peroksidaz damlatilarak 10
dakika beklendi.

- Hazirlanmus olan AEC kromojen ve AEC substrat kangimi (50 ul AEC kromojen +
1ml AEC substrat) dokular iizerini kapatacak sekilde lamlara damlatilarak 15 dakika
beklendi.

- PBS ile yikanan dokular Mayer hematoksilen ile karg1 boyama yapilarak, akar suda 5
dakika yikandi ve gliserin jel damlatilarak lamel ile kapatildi.

Immunohistokimyasal Degerlendirme

Akcigerde ploradaki mezotel hiicreleri, parabronsiyal epiteller, damar endotel
hucreleri ve damarlar etrafindaki yang: hiicreleri; karacigerde kapsiila, epitel hiicreleri
(hepatosit), damar endotel hiicreleri, damarlar etrafindaki portal bolgede yer alan yangi
hiicreleri, bag doku hiicreleri ve safra kanal epitelleri; bobrekte kapsiila, tubul epitelleri,
damar endotel hiicreleri, damarlar etrafindaki yangi hiicreleri ve bag doku hiicreleri;
beyinde meninks, damar endotel hiicreleri ile néron ve ependim hiicrelerinin boyanma
ozellikleri degerlendirildi. Immunohistokimyasal skorlamada boyanmanin dagilimu,
yogunlugu ve boyanan hiicre tipleri goz 6niine alinarak, 0: boyanmayan, 1 (+): zayif
boyanan , 2 (+): orta derecede boyanan, 3 (+): gii¢lii boyanan ve 4 (+): ¢ok gii¢lii boyanan
kesitler olmak tizere bir skala kullamlid.

Istatiksel Degerlendirmeler

Istatistiksel degerlendirmeler yapilirken deneyin baslangig giinii olan 8. giin, asitese
bagh oliimlerin en ¢ok gozlendigi 9-15. giinler ve 6liimlerin daha seyrek gozlendigi 16-42.
gunler goz ontine alinarak, 3 grup olusturuldu. Tuzlu ve normal broylerler, enzimler ve
organlar diizeyinde bu giin gruplar ile kendi igerisinde ve birbirleriyle karsilagtirildi.
Bagimsiz gruplarin birbirleri ile kargilagtiriimasinda Non- Parametrik testlerden Kruskal-
Wallis Testi uygulandi. Bu test sonrasi anlamli ¢ikan gruplarda Mann-Whitney Test’i ile

ikili karsilagtirmalar yapildi. Bagimli gruplann kargilagtirilmasinda Non Parametrik
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testlerden Wilcoxon Signed Ranks Test’i uygulandi. Gruplara gore kalp indeksi ortalama
degerleri Korelasyon Analizi Testi ile karsilastirildi (77).
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BULGULAR

Caligmada tuz uygulanan 40 broylerden 28’inde (%70) asites goriiliirken, tuz
uygulanan yumurtaci grup ve kontrol gruplarinda asitese rastlanmadi. Oliimlerin en yogun
olarak gergeklestigi 9 ile 15. giinler arasinda 6len hayvanlann sayis: toplam hayvan sayisimn
%350’sini (20 adet) olusturdu (Sekil 1). Olen ve sakrifiye edilen hayvanlarda asites
oranlarimin ginlere gore dagiim Tablo-1’de gosterilmigtir. Deneyin son giinti olan 42.
giinde tuz uygulanan broyler grubunda kalan 6 adet broylerin nekropsisinde sadece bir

hayvanda asitese rastland:.

44 -
40 -

IR -

28
24 4 A sitas orany % 50

20 A 4 sitese bagh
dogal 8liim sayisi: 20

Hazrwan sayrs1 (o
)
1

2 2 10 11 12 13 14 15 16 18 22 40 42
Gianlay

Sekil-1 Olen ve sakrifiye edilen (8., 16. ve 42 giinlerde) TB grubu hayvan sayilarinin giinlere gore
dagilmm. (C—_1 ): Dogal veya sakrifikasyona baglh oliimler, (ISEH ): Asitese bagh 6lim
say1sl.

Tablo-1 Olen ve sakrifiye edilen hayvanlarda asites oranlarimin giinlere gore dagilimi (Asites / Oliim

Gruplarf o o

giin | giin | giin | giin | giin | giin | giin | giin | giin n n | giin
™ [os5[2266 22661112 2245 1n]11]11
0/5 | O/1 | 0/1 | O/1 | O/1 | O/1 | O/L | 071 | 0/5 | 01 | 0/1 | o/ |0/20]

NB
TY |05 |01 |01 | O/ | 01 | 01 |0/ | 041 | 0/5 | 071 | 071 | O/ |0720}
NY '

Klinik Bulgular
Klinik olarak muayene edilen hayvanlarin ilk birkag giin hi¢bir klinik bulgu géstermeden
olmelerine kargin, daha sonraki giinlerde asitesli hayvanlarda karin duvariin gigkin oldugu
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ve hayvanlarn hareket etmek istemedikleri dikkati ¢ekti. Genellikle dispno problemleri
oldugu gozlenen asitesli hayvanlarda derinin siyanotik oldugu goriildii (Sekil-2). Asitesli
grupta digki daha sulu ve altliklar daha nemli idi. Hayvanlann tityleri kartgnug ve sulu
digkinin bulagmasindan dolay1 kirlenmigti. Asitesli hayvanlarda, NB grubuna kiyasla viicut
geligimi daha yavasti. NB, TY ve NY gruplarinda herhangi bir klinik bulguya rastlanmadi.

Makroskobik Bulgular

Ozellikle ilk giinlerde dlen hayvanlarda daha siddetli olmak iizere deri alt1 bag
dokusunda 6dem dikkati ¢ekti (Sekil-3). Asitesli hayvanlann karin boslugu agildiginda,
miktan 3 ile 50 ml arasinda, agik saman renginden koyu sartya kadar degigen renkte ve
bazen fibrin pihtilar1 da iceren siviya rastlandi. Karaciger kapsiilasinin matlagip kalmlastigs,
tizerinde fibrin kitlelerinin oldugu dikkati ¢ekti (Sekil-4). Perikard stvisinin artmig oldugu
gozlendi (hidroperikardiyum). Akcigerler konjesyone ve édemliydi (Sekil-5). Kalbin
oldukga biiyiidiigii ve kesit yapildiginda sag ventrikiliin hipertrofiye ve dilate oldugu
gozlendi (Sekil-6, 7, 8, 9). Kalp indeksi ile ilgili rakamsal degerler ile TB-NB ve TB-TY
gruplarimin ortalamalaninin kargilagtiriimasina ait istatistiksel veriler Tablo-2, 3 ve 4’de
gosterilmistir. Asitesli hayvanlann bobreklerinde konjesyon ve biiyiime saptandt. Sakrifiye

edilen NB, NY ve TY grubu hayvanlarda herhangi bir makroskobik bulguya rastlanmadi
(Sekil-10, 11).

8. gin 0,200 0,186 0,186 0,198 ;
9. giin 0,280 0,140 0,130 0,200 I
10. giin 0,250 0,210 0,160 0,160

11. giin 0,285 0,230 0,200 0200 |
12. giin 0,290 0,210 0,150 0,180 |
13. gin 0,330 0,220 0,230 0,230 |
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Tablo- 3 TB ve NB gruplarinda kalp indeksi degerlerinin istatistiksel verileri

Grup | N | Ortalama | Median | Ortalama Std. Minimum | Maksimum | Anlamhhk
Sapma
I B 13 0,311 0,330 0,018 0,200 0,440 P<0,001
I NB 13 0,218 0,220 0,011 0,140 0,290
" N: Tablo 2’deki giin grubu degerleri sayist
Tablo-4 TB ve TY gruplarinda kalp indeksi degerlerinin istatistiksel verileri
I Grup | N | Ortalama | Median | Ortalama Std. Minimum | Maksimum | Anlamhhk
Sapma
I B 13 0,311 0,330 0,017 0,200 0,440 P<0,001
0,210 0,010 0,130 0,259

I Y [[43 0,203

* N: Tablo 2°deki giin grubu degerleri sayist

$

ekil-2 Karin duvarinda siyanotik gortiniim, (T B27

. 15. giin).

Sekil-3 Deri alt bag dokusunda belirgin 5dem (ok), (TB19, 12. giin).
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Sekil-4 Karm boslugunda sivi birikimi (ok) ve karaciger iizerinde ince fibrin tabakasi (ok

bast), (B 34, 40. giin).

Sekil-5 Asitesli hayvanlarda akcigerlerde konjesyon ve ddem, TB: Asites, NB: Kontrol
(10. giin).

Sekil-6 Asitesli hayvanlarda kalpte hipertrofi, TB: Asites, NB: Kontrol (12. giin).
Sekil-7 Asitesli hayvanlarda sag ventrikiilde dilatasyon, kalbin transversal kesiti. TB:
Asites, NB: Kontrol (12. giin).
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Sekil-8 Asitesli hayvanda kalpte hipertrofi, TB: Asites, NB: Kontrol (18. giin).

Sekil-9 Asitesli hayvanda sag ventrikiilde dilatasyon, kalbin transversal kesiti, TB: Asites,
NB: Kontrol (22. giin).

Sekil-10 Tuz uygulamasi yapilan (TY) ve tuz uygulanmayan (NY) yumurtacilara ait
kalplerin normal gériiniimii (16. giin).

Sekil-11Tuz uygulamasi yapilan (TY) ve tuz uygulanmayan (NY) yumurtacilara ait

kalplerin normal gériiniimii, transversal kesit (16. giin).
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Mikroskobik Bulgular

Hedef organlara ait histopatolojik bulgular asagida detayli olarak verilmis ve Tablo-5’
de dzetlenmistir.

Akciger

TB grubunda yer alan ve asites goriilen hayvanlarin akciger kesitlerinin hemen hepsinde
parabronsiyal matriksteki kapillar damarlar ve interparabronsiyal bag dokuda yer alan
damarlarda siddetli hiperemi gozlendi. TB grubundaki hayvanlarin biiyiik gogunlugunda ve
az da olsa diger gruplarda arteriyollerin etrafinda yer alan adventisyal tabakadaki bag doku
hiicrelerinin seyrek bir goriiniim aldigi (6dem) dikkati gekti (Sekil-12). Ozellikle TB grubu
hayvanlarda arteriyollerdeki kas tabakasinda hipertrofi goriildi. Ayrica TB grubunda daha
fazla olmak tizere damarlar etrafinda gogunlugunu lenfosit ve makrofajlarin olusturdugu
degisen derecelerde mononiikleer hiicre infiltrasyonlarina rastland: (Sekil-13). Hemen
hemen biitiin gruplardaki hayvanlarda parabronsiyal matriksi olusturan hava kapillarlarinin
yer yer kollabe oldugu ve TB grubunda daha siddetli olmak tizere biitin gruplardaki
hayvanlarda parabronsiyal matrikste degisen siddette fokal veya diffuz mononiikleer hiicre
infiltrasyonu ile karakterize intersitisyel pnomoni goriildii. Ozellikle NB grubundaki
hayvanlarda daha fazla olmak iizere, biitiin gruplarda parabronsiyal matriks icerisinde
yuvarlak, gogunlukla sinirlart belirgin, van Kossa ile siyah renkte boyanan,
osseoz/kartilogenoz nodiillere rastlandi (Sekil-14). TB grubundaki hayvanlarda
parabronsiyal diiz kaslarda belirgin hipertrofi gozlendi.

Karaciger

Karaciger kapsiilasini olugturan bag doku hiicrelerinin TB grubuna ait hayvanlarin
bazilarinda artmis oldugu (fibrozis) gozlendi. Van Gieson boyamasinda bu bolgede pembe
renkte, Masson’un iiglii boyamasinda ise mavi renkte boyanan kollajen ipliklerine rastlandi.
Yapilan PTAH boyamasinda karaciger kapsiilas iizerinde ayrica homojen mavi renkte
boyanan fibrin iplikleri gozlendi (Sekil-15). Bag doku aktivitesi artigina bu grupta yer yer
karaciger parankiminde, 6zellikle de portal bolgede rastlandi. TB grubundakine benzer bag
doku artigina diger gruplarda rastlanmadi. Portal bolgedeki lenf damarlarinin TB grubunda
genislemis oldugu dikkati gekti. Yine bu grupta sinuzoidlerin yer yer genisleyerek Remark
kordon yapisint bozdugu (dissosiasyon) goriildii. Hepatositlerde keskin siirli ve yuvarlak
vakuolllere yumurtact gruplarda hafif siddette rastlamirken, broylerlerde bu lezyon daha
siddetliydi ve TB grubunda koagiilasyon nekrozuna kadar varan degisiklikler gozlendi

(Sekil-16). TB, TY ve NY grubundaki hayvanlarin ¢ogunda, buna karsin NB grubundaki
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hayvanlarin sadece ikisinde portal blgede mononiikleer hiicre infiltrasyonlar gorildi
(Sekil-17).

Bobrek

Bobrek kapsiilasim olusturan bag dokunun, TB grubunda yer alan hayvanlarin
bazilarinda arttig1 (fibrozis) dikkati cekti. Bu gruptaki hayvanlarin gogunda kortekste ve
mediilladaki damarlarda siddetli konjesyon gozlendi. Arteriyoller ve tubuller etrafinda,
cogunlukla TB ve TY gruplarinda, aralarinda tek tiik heterofil 16kositlerin de bulundugu
mononiikleer hiicre infiltrasyonlar: dikkati ¢ekti (Sekil-18). Butin gruplarda, bazi
hayvanlarda proksimal ve distal tubullerde hafiften siddetliye kadar degisen derecelerde
bulanik sisme ve koagiilasyon nekrozuna rastland (Sekil-19).

Beyin

Beyinde hiperemiden bagka patolojik bir bulguya rastlanmadi.

Tablo-5 Ig organlarda gozlenen mikroskobik bulgularin gruplara gore dagihmi

| m | ~ ]| 1™ | NY
Akciger
Odem 34/40 4/40 15/40 11/40
Arterioller etrafinda infiltrasyon 29/40 15/40 14/40 21/40
Intersitisyel pnémoni 21/40 13/40 15/40 25/40
Osscoz/ kartilagendz nodiil 12/40 21/40 4/40 3/40
Karaciger
Kapsiilada fibrozis 7/40 0/40 0/40 0/40
Parankimde bag doku artigt 9/40 0/40 0/40 0/40
Lenfatiklerde genisleme 16/40 0/40 0/40 0/40
Sinuzoidlerde genisleme 26/40 0/40 0/40 0/40
Hepatositlerede vakuolizasyon 32/40 30/40 22/40 6/40
Portal bolgede hiicre infiltrasyonu 19/40 2/40 14/40 20/40
Bobrek
Kapsiilada fibrozis 13/40 6/40 1/40 1/40
Intersitisyel nefritis 14/40 6/40 16/40 7/40
Tubullerde dejenerasyon 26/40 20/40 10/40 10/40
Kalp o )
Odem 23/40 0/40 2/40 0/40
Miyokarditis 19/40 4/40 5/40 11/40
Diger Organlar

Kalpte TB grubunda asitesten 6len 28 hayvamn 23’iinde ve TY grubuna ait iki
hayvanda miyokardiyumda 6dem gozlendi. Cogunlukla TB grubu hayvanlarda olmak tizere

tiim gruplardaki hayvanlarda miyokardiyumda hafif siddette mononiikleer hiicre ve heterofil
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l6kosit infitrasyonlarina rastland (Sekil-20). TB grubundaki hayvanlarin kas tellerinde
sitoplazmanin ve gekirdeklerin soluk renk alarak biyidiigii (hipertrofi) gozlendi.
Mikroskobik incelenmesi yapilan dalak, ince bagirsak ve bursa Fabricius’ta hiperemi

diginda patolojik bir bulguya rastlanmadi.



AEE T e 15 b
Sekil-12 interparabronsiyal matrikste 8dem (ok), (TB21, 12. giin), H.E., bar=50 pm
Sekil-13 interparabrongiyal matrikste mononiikleer hiicre infiltrasyonu (ok bagr), (TB21, 12. giin), H.E.,
bar=50 pm

Sekil-14 Akcigerde ossedz (ok bast) ve kartilagenoz (ok) nodiiller, (TB34, 40. giin), H.E., bar=50 pm
Sekil-15 Karaciger kapsiilasi tizerinde fibrin (ok), (TB 27, 15. giin), PTAH., bar=50 um
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Sekil-16 Karacigerde koagiilasyon nekrozu (ok), (TB 38, 42. giin), H.E., bar=50 pr

Sekil-17 Karacigerde portal bdlgede mononiikleer hiicre infiltrasyonlart (ok basi), (TB 38, 42. giin), H.E.,
bar=50 um

Sekil-18 Bobrekte intersitisyumda mononiikleer hiicre infiltrasyonlari (ok basi), (TB 14, 11. giin), H.E.,

bar=50 um
Sekil-19 Bobrekte tubullerde parankim dejenerasyonu (ok bagi), (TB 15, 11. giin), ILE., bar=50 pm
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A- immunohistokimyasal Bulgular (Kalitatif)

immunohistokimyasal olarak MMP-2, MMP-9, TIMP-1 ve TIMP-2 primer antikorlari
ile boyanan akciger, karaciger, bobrek ve beyin preparatlarinin boyandiklar: alanlar ve
hiicresel diizeyde boyanma 6zelliklerine gore dagilim Tablo-6, 7, 8 ve 9°da verilmistir.

MMP-2 antikoru ile yapilan boyamalar

Akcigerlerde ploral mezotel hiicreleri, bronsiyollerdeki epitel hiicreleri, damar endotel
hiicreleri ve arteryioller etrafinda bulunan bag doku hiicrelerinin bu antikor ile pozitif
reaksiyon verdikleri gozlendi (Sekil-21). Yine tim gruplarda hafif siddette pnomoni
gozlenen hayvanlarda damarlar etrafinda ve intersitisyel dokuda 6zellikle yangt hiicrelerinde
(makrofajlarda) pozitif reaksiyonlara rastlandi (Sekil-22). Ayrica bazi osteokartilagenoz
nodiillerde de pozitif reaksiyon gozlendi.

Karaciger kesitlerinin MMP-2 antikoru ile boyanmasinda kapsiilada yer alan bag doku
hiicreleri, hepatositler, safra epitelleri, portal bolgedeki bag doku hiicreleri ve damar endotel
hiicrelerinde pozitif reaksiyon gozlendi (Sekil-23). Yangisel hiicre infiltrasyonlarinin
gozlendigi alanlarda yang hiicrelerinin de (6zellikle makrofajlar) pozitif olarak boyandiklari
gorildi.

MMP-2 antikoru ile yapilan bobrek kesiti boyamalarinda kapsiilada ve intersitisyel
dokuda yer alan bag doku hiicreleri, tubul epitelleri, damar endotelleri ve yangisel hiicrelerin
(¢ogunlukla plazma hiicreleri ve makrofajlar) pozitif reaksiyon verdikleri gozlendi (Sekil -
24, 25).

Beyinde meninkste ve beyin parankiminde yer alan damar endotellerinde, noronlarda ve
yer yer de ependim hiicrelerinde MMP-2 ile pozitif reaksiyon gozlendi (Sekil-26).

MMP-9 antikoru ile yapilan boyamalar

Bu antikor ile yapilan boyamada akcigerlerde MMP-2"ye benzer sekilde plorada
bulunan mezotel hiicreleri ve bronsiyollerdeki epitel hiicrelerinin pozitif olarak boyandiklart
gozlendi (Sekil-27). Endotel hiicrelerindeki pozitif reaksiyonun sinirli kaldig, arteriyoller
etrafinda bulunan bag doku hiicrelerinin ise boyanmadigi goriildii. Yer yer gozlenen yangi
hiicrelerinin (makrofajlar) bu antikor ile boyandiklar: dikkati gekti (Sekil-28). Ayrica damar
adventisyasinin ve osteokartilagenoz yapilarin sinirli boyandig gozlendi.

Karaciger kesitlerinin MMP-9 antikoru ile yapilan boyamalarinda kapsiiladaki bag doku
hiicrelerinin, hepatositlerin, safra epitellerinin ve damar endotellerinin tiim kesitlerde

boyandig, portal bolgede yer alan bag doku hiicrelerinin ise az sayidaki hayvanda ve simirl
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olarak boyandigi gozlendi (Sekil-29). Yer yer rastlanan mononiikleer yang hiicrelerinin
pozitif boyandiklari gorilda.

MMP-9 antikoru ile yapilan bobrek dokusu boyamalarinda tubul epitellerinin
boyandig, buna karsin kapsiiladaki bag doku hiicrelerinin, damar endotellerinin ve yangsel
hiicrelerin boyanmasmin birkag hayvan ile siirl kaldig1 gozlendi (Sekil-30).

Beyinde genellikle noron ve meninkslerin boyandig1, damar endotellerinde ve
ependim hiicrelerinde ise boyanmanin sinirl kaldig1, buna karsin damar adventisyasinin
boyanmadigt gortldi.

TIMP-1 antikoru ile yapilan boyamalar

TIMP-1 antikoru ile yapilan boyamalarda akcigerlerde mezotel hiicreleri ve bronsiyol
epitellerinin pozitif olarak boyandiklari gozlendi. Damar endotel hiicrelerinde ve
arteriyoller etrafinda bulunan bag doku hicrelerinde de pozitif reaksiyon goriildii (Sekil-31).
Yer yer gozlenen yang! hiicrelerinin bu antikor ile belirgin olarak boyandiklar dikkati gekti.
Osteokartilagenoz yapilarm da yer yer pozitif olarak boyandiklarr goriildi.

Karacigerde hepatositlerin, portal bolgedeki damar adventisyasinin, yangi hiicrelerinin
ve kismen de kapsiilanin kuvvetli boyandigi gorildi. Damar endotelleri, portal bolgedeki
bag doku hiicreleri ve saffa epitellerinin ise siirh olarak boyandig: dikkati gekti (Sekil-32).

Bu antikorla yapilan bobrek boyamalarinda kapsiila, damar adventisyast ve tubul
epitellerinin pozitif olarak boyandiklari goriilda. Bunlardan ozellikle damar adventisyasinin
belirgin olarak boyandif: dikkati gekti (Sekil-33). Damar endotelleri, mononiikleer hiicreler
ve bag doku hiicrelerinin ise simrl boyandiklari gozlendi.

Beyin kesitlerinin boyamalarinda meninksler, noronlar ve damar adventisyalarinin
gogu hayvanda porzitif reaksiyon gosterdigi, damar endotelleri ve ependim hiicrelerinin daha
sinirh boyandigy dikkati gekti (Sekil-34).

TIMP-2 antikoru ile yapilan boyamalar

Akciger kesitlerinin TIMP-2 antikoru ile yapilan boyamalarinda mezotel hiicreleri,
brons epitelleri, damar endotelleri ve az sayida yangt hiicresinin pozitif boyandig dikkati
cekti. Damar adventisyas, damar etrafindaki bag doku ve osteokartilagenodz yapilarn ise
boyanmadig: gorilda (Sekil-35).

Karacigerde gogunlukla hepatositlerin boyandigt, kapsiila, damar endotelleri, safra
epitelleri ve yang hiicrelerinin bazi kesitlerde boyandigi, damar adventisyasi ve portal

bolgedeki bag doku hiicrelerinin ise boyanmadig gozlendi (Sekil-36).



»

Sekil-20 Myokardiyumda yangisel hiicre infiltrasyonu (ok bas1), (TB23, 14. giin), H.E., bar=50 um
Sekil-21 Endotel hiicrelerinde MMP-2 immun peroksidaz pozitif reaksiyon (oklar), Akciger, (NB7, 10. giin),
Streptavidin-Biotin-Peroksidaz Kompleks boyama (StreptABC), Skor: 3+, bar=50 pm

Sekil-22 Akcigerlerde makrofajlarda MMP-2 pozitif boyanma (ok baslart), (TB33, 22. giin), StreptABC,
Skor: 4+, bar=50pum j

Sekil-23 Hepatositlerde MMP-2 poxzitif reaksiyon (TB38, 42. giin), StreptABC, Skor: 4+, bar=50 Hm
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Sekil-24 Tubul epitellerinde MMP-2 pozitif reaksiyon, (TB18, 12. giin), StreptABC, Skor: 3+, bar=50 pum
Sekil-25 Bobrekte yangi hiicrelerinde MMP-2 poxzitif boyanma (ok baslarr), (TB15, 11. giin), StreptABC,
Skor: 3+, bar=50 pm

Sekil-26 Noronlarda MMP-2 pozitif reaksiyon, (TB18, 12. giin), StreptABC, Skor: 3+, bar=50 pm
Sekil-27 Bronsiyol epitellerinde MMP-9 pozitif boyanma, (NBS5, 8. giin), StreptABC, Skor: 3+, bar=50 Hp

QG LV ab iy
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Sekil-28 Akcigerde yang hiicrelerinde MMP-9 pozitif boyanma (ok baglar), (TB15, 11. giin), StreptABC,

Skor: 1+, bar=50 pm

Sekil-29 Hepatositlerde MMP-9 pozitif boyanma, (TB12, 10. giin), StreptABC, Skor: 3+, bar=50 pm
Sekil-30 Tubul epitellerinde MMP-9 pozitif reaksiyon, (TB12, 10. giin), StreptABC, Skor: 3+, bar=50 pm
Sekil-31 Damar adventisyasinda TIMP-1 pozitif reaksiyon (ok), Akciger (TB8, 10. giin), StreptABC, Skor:
3+, bar=50 um
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Sekil-32 Hepatositlerde ve damar a
StreptABC, Skor: 3+, bar=50 pm
Sekil-33 Bobrekte damar adventisyasinda TIMP-1 pozitif reaksiyon (ok), (TB10, 10. giin), StreptABC,
Skor: 2+, bar=50 pm

Sekil-34 Beyinde damar adventisyasinda TIMP-1 pozitif reaksiyon (oklar), (TB16, 12. giin), StreptABC,
Skor: 3+, bar=50 um

Sekil-35 Akcigerde TIMP-2 negatif boyanma, (TBS, 10. giin), StreptABC, Skor: 0, bar=50 pm
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Sekil-36 Hepatositlerde TIMP-2 poritif ve damar adventisyasinda negatif reaksiyon (ok), (TBS, 10. géin),
StreptABC, Skor: 3+, bar=50 pm

Sekil-37 Bobrekte tubul epitellerinde TIMP-2 pozitif reaksiyon (TBI8, 12. giin), StreptABC, Skor: 3+,
bar=50 um

Sekil-38 Meninks (ok basi) ve néronlarda (ok) TIMP-2 pozitif reaksiyon, (TB21, 12. giin), StreptABC, Skor:
3+, bar=50 um
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Bobrek boyamalarinda kapsiilanin ve 6zellikle de tubul epitellerinin pozitif olarak
boyandiklar gozlendi (Sekil-37). Damar endotellerinin sadece bir hayvanda boyanmig
oldugu, damar adventisyalar, kortikomedller blgede damarlar ¢evresinde yer alan bag
doku ve yangi hiicrelerinin ise higbir kesitte boyanmadig: goriildi.

TIMP-2 antikoru ile beyin kesitlerinin boyanmasinda meninksler ve néronlarin damar
endotelleri ve ependim hiicrelerinden daha fazla boyandiklan gorildi ($ekil-38). Damar

adventisyalarinin ise boyanmadig: dikkati gekti.

Tablo-6 Akciger kesitlerinde immunohistokimyasal olarak pozitif boyanan yapilarin gruplara
gore dagilimi

MMP-2 MMP-9 TIMP-1 TIMP-2
Kontrol* | Asites | Kontrol | Asites | Kontrol | Asites | Kontrol | Asites |
Mezotel hiicresi 18/33**| 9/23 3/28 3/23 13/37 7/23 1/37 2/23
' Bronsiyol epiteli 23/33 10/23 18/28 12/23 10/37 4/23 5/37 1/23

Akciger

| Damar endoteli 30/33 18/23 16/28 4/23 10/37 2/23 1/37 1/23
Damar adventisyasi || 3/33 0/23 1/28 0/23 15/37 | 17/23 0/37 0/23

| Yang hiicreleri 15/33 17/23 10/28 | 11/23 6/37 6/23 3/37 5/23
Osteokartilagen6z i

 Voplic 1/33 0/23 0/28 2/23 3/37 3/23 0/37 0/23

 Damaretmafindald | 595 | g3 | o8 | om3 | a7 | o3 Losz | o3
bag doku

* NB, NY ve TY
**Boyanan preparat sayisi/ Toplam preparat sayisi

Tablo-7 Karaciger kesitlerinde immunohistokimyasal olarak pozitif boyanan yapilarin
gruplara gore dagilim

Karaciger MMP-2 MMP-9_ TIMP-1_ TIMP-2.

Kontrol | Asites | Kontrol | Asites | Kontrol | Asites | Kontrol | Asites
Kapsiila 1534 | 15123 | 11728 | 323 | 836 | 923 | 2734 | o023
Hepatositler 28734 | 21/23 | 23/28 | 21/23 | 29/36 | 19/23 | 30/34 | 19/23
Damar endoteli 15534 | 12/23 | 12728 | 423 | 236 | 123 | 534 | o023
Damar adventisyast | 0/34 | 023 | o028 | o023 | 1336 | 1223 | o34 | 023
Safra cpitcli 93¢ | 123 | 228 | 123 | 136 | 023 | 134 | o023
f:;:ll:;oclf;‘:}“ 1734 | 11723 | o028 | 323 | 136 | 523 | o34 | 423
g:ﬁ;tﬁlﬁg‘iigl‘m 1734 | 423 | 128 | 223 | o36 | 123 | o34 | o023
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Tablo-8 Bobrek kesitlerinde immunohistokimyasal olarak pozitif boyanan yapilarin gruplara
gore dagilimi

T MMP-2_ MMP-9 TIMP-1 TIMP-2
Kontrol | Asites | Kontrol | Asites | Kontrol | Asites | Kontrol | Asites
Kapsiila 3/32 [ 10/23) 427 | 423 ) 436 | 723 | 1/35 | 523 |
Tubul epiteli 24/32 | 10/23 | 21/27 | 19/23 | 26/36 | 19/23 | 23/35 | 12/23
Damar cndoteli 16/32 | 8/23 | 3/27 | 023 | 2/36 | 023 | 1/35 | 0/23
Damar adventisyast || 0/32 | 0/23 | 0/27 | 0/23 | 11/36 | 10/23) 0/35 | 0/23
Yangt hiicreleri 132 | 923 | 027 | 323 036 | 123 | 035 | 0/23
Bag doku hiicreleri || 4/32 | 523 | 127 | 0/23 | 0/36 | 1/23 | 0/35 | 0/23

Tablo-9 Beyin kesitlerinde immunohistokimyasal olarak pozitif boyanan yapilarin gruplara
gore dagilimi

| Beyin MMP-2 MMP-9 TIMP-1 TIMP-2
Kontrol | Asites |Kontrol | Asites |Kontrol | Asites |Kontrol | Asites
| Meninks 22/33 | 6/22 | 16/26 | 13/21] 28/36 | 19/23 ] 19/32 | 10/23 |
Noron 27/33 | 6/22 | 18/26 | 17/21] 14/36 | 8/23 | 20/32 | 13/23}
Damar endoteli 15/33 | 2/22 8/26 6/21 5/36 0/23 9/32 1723
Ependim hiicreleri 3/33 0/22 2/26 1/21 1/36 0/23 2/32 0/23
Damar adventisyas1 | 0/33 0/22 | 0/26 | 0/21 5/36 | 13/23) 0/32 | 0/23 ‘

B- immunohistokimyasal Skorlama sonuglar: (Yarr Kantitatif)

Organlarin boyanmalar sonucu elde edilen genel ve organlara gore skor degerlerinin
ortalamasi Tablo-10,11 ve Sekil-39’da verilmistir. Buna gore, 8. giinde tuz verilmemis
broylerlerde 4 enzime ait genel ortalama deger, 9-15. giinler ve 16-42. giinler arasindaki
asitesli ve normal broylerlerden yiiksek bulundu ($ekil-39). Bu farklar istatiski olarak
MMP-2, MMP-9 ve TIMP-2"de énemli ¢ikarken (Mann-Whitney U Test, p<0,05) TIMP-1
enziminde anlamli farka rastlanmadi. 9-15. giinler arasindaki asitesli ve normal broylerler
kiyaslandiginda istatistiki agidan fark olmasa da 4 enzimde de tuz alan hayvanlarin ortalama
degerinin normal hayvanlara gore yiiksek oldugu goruldii (Sekil-39). 16-42. giinler arast
degerlendirildiginde MMP-9 ve TIMP-2 enzimlerinde asitesli hayvanlarda normallere kiyasla
hafif bir yitkselme goriiliirken, MMP-2 ve TIMP-1 enzimlerinin ise normal hayvanlarda

asitesli hayvanlara gore yiiksek oldugu gozlendi ($ekil-39).
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ablo-10 NB ve TB (asitesli) grubu hayvanlara ait immunohistokimyasal skor ortalamalar

NB/TB NB/TB TB/TB NB/NB NB/NB

Ginler | 8 [9-15] 8 [1642]9-15]1642] 8 [9-15] 8 | 1642]9-15] 1642}
Genel MMP-2 33* |2,62¢ ) 33% | 1,9* [2.62%| 1,9* |33 (2480 33¢ [ 22¢ [248 ] 22
- Genel MMP-9 2,9* [1.87#f 2,9* | 1.5* (187 ] 1,5 [29* {1,162 2,9* | 141* [ 1,16 | 1.41

Genel TIMP-1 22 (205022 ] 1,75 [215] 175 [ 22 | 2 22 [ 195 | 2 | 1,9
" Genel TIMP-2 2,55¢ | 1.92¢f2,55% | 14* [192] 14 [2,55%|147¢( 2,55* | 137* | 147 | 137
Akcger MMP-2 4% [288*1 4 2 288 2 4 3 4 32 3 32
Karaciger MMP-2 | 28 | 25 § 28 | 24 25| 24 28 |214] 28 1.8 J214] 18
Bobrek MMP-2 28 [255) 28 | 18 J255] 18 J28 | 2 2.8 1.6 2 1.6

Beyin MMP-2 36% |255%) 3.6% | 2¢ fa2s55| 2 36 |283) 36 32 283 32

Akciger MMP-9 28 11,05%f 28 | 14 §105] 14 F2.8*|033*] 28« | 1.33* | 033 | 1.33

Karaciger MMP-9 | 3 | 227} 3 2 2271 2 3 66| 3 2 fi166| 2

Bibrek MMP-9 3% | oox | 3% | 12% | 2 12 [ 3= | 1% 3* 166 | 1 | 1,66

Beyin MMP-9 28 (217028 | 14 [217] 14 [ 28 [ 166 28 | 066 | 1.66 | 066

Akciger TIMP-1 24 1244 24 1,6 2.4 1,6 24 | 2,5 2.4 2 2.5 2
Karaciger TIMP-1 | 2 |24 ] 2 22 244 22 2 [1,15] 2 22 (1,75] 22
- Bobrek TIMP-1 2 | 1,88
Beyin TIMP-1 24 | 183

KaracigerTIMP-2 34 1272

Bobrek TIMP-2 3 2,33

Genel MMP-2 235 [ 2 fa3s<[ra* [ 2 | 141 [235[ 2 235
 Genel MMP-9 26* (14170 26* | 1* 141 | 1 |26 | 154" |26
 Genel TIMP-1 20 [ 18 f21 [ 19 [ 18 [ 19 [21 | 185 [ 21
Genel TIMP-2 22¢ (108 f22¢ [ 118* Jros | 118 | 22 | 166 |22
Akcier MMP-2 | 24 [ 233 ] 24 | 166 | 233 | 1,66 | 24 | 233 | 24
Karaciger MMP-2 | 24 | 2 [ 24 | 166 | 2 | 166 | 24 | 1,66 | 24
 Bobrek MMP-2 16 | 133 16 | 133 J 133 1,33 § 16 | 133 | 16
 Beyin MMP-2 3 J233f 3 | 1* j233] 1 3 3 I3
 Akciger MMP9_ | 28* [033*f 2,8* [ 033 [ 033 | 033 128 | 166 | 28
 Karaciger MMP9 | 24 | 1,66 | 24 | 1,66 | 1,66 | 1,66 | 24 | 166 | 24
Bobrek MMP-9 | 24 | 166] 24 | 1 Ji66| 1 J24 | 15 | 24
Beyin MMP-9 28 2 Jag | 1 |2 1 28] 133 28
 Akciger TIMP-1 2 (2250 2 [ 18 [225 18 | 2 [155s | 2
 Karaciger TIMP-1 | 22 [ 1,66 | 22 | 24 166 | 24 |22 | 1,755 | 22
Bobrek TIMP-1 2 (s 2| 2 s 2 J 2] 2 |2
 Beyin TIMP-1 22 [ 1522 | 14 J1s | 14 J22] 2 |22

- Akciger TIMP-2
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Sekil- 39c MMP-9’a ait degerlerin ortalamasi Sekil- 39d TIMP-1’¢ ait degerlerin ortalamasi

Sekil-39 Tuzlu ve normal broylerlerde giinlere gore genel skor degerlerinin ortalamasi

Organlar dizeyinde incelendiginde ise MMP-2 enziminin 8. giindeki degerinin
ortalamasi, biitiin organlar diizeyinde, 9-15. ve 16-42. giinlerdekinden daha yiiksekti (Sekil-
40). 9-15. ve 16-42. giinler kendi aralarinda degerlendirildiginde akciger, karaciger ve
bobrekler diizeyinde tuz alan broylerlerin normallere gére enzim aktivitelerinin daha yiiksek
oldugu goriiliirken, beyinde ise her iki giin grubunda normal hayvanlarda tuz alan
hayvanlardan yiiksek oldugu dikkati ¢ekti (Sekil-40d).
N M

8gin 9-15.gmn 8.g0n 9-15. giin 16-42. giin
_ /
Sekil-40a MMP-2 Akciger skor degerlerinin Sekil-40b MMP-2 Karaciger skor degerlerinin
ortalamast ortalamasi
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glin
J /
Sekil-40c MMP-2 Bobrek skor dejerlerinin Sekil-40d MMP-2 Beyin skor degerlerinin
ortalamast ortalamasi

Sekil-40 Normal ve asitesli broylerlerde MMP-2nin giinlere gére skor degerlerinin ortalamasi.

MMP-9 ile yapilan boyamalar sonucunda 8. giin ortalama degeri, MMP-2’de oldugu
gibi, diger gruplardan daha yiiksek bulundu (Sekil-41). Giin gruplaninin kendi iglerinde
karsilagtinimasinda ise 9-15. giinlerde tuz uygulanan hayvanlanin akciger, karaciger, bobrek
ve beyin MMP-9 aktivitesi ortalamasi normal broylerlerinkine gore yitksek bulundu. 9-15.
giinler arasi genel ortalamalar kargilagtinldiginda, asitesli broylerler ile normal broyler
arasindaki fark istatistiki olarak onemli bulundu (Mann-Whitney U Test=1,87-1,16
P<0,05). 16-42. giinler arasinda ise tuz uygulanan broylerlerde akciger ve beyindeki MMP-
9 aktivitesi normal broylerlere gore yiiksek iken, karacigerde esit ve bobrekte ise diigiiktii
(Sekil-41).

N
4 -
ENB B NB
OTB OTB
k 8.gin 9.15.gin  16-42. gin 8.giin 9-15.gin  16-42. gin

Sekil-41a MMP-9 Akciger skor deferlerinin ortalamas1 ~ Sekil-41b MMP-9 Karaciger skor degerlerinin ortalamasi

44



N
4
]
3,5
s —L
@ NB 2,; —
2l OTB L5 ] ';2:';{,’ »
;"’, 1 e
':.Z';., 0,5 ] :
l 0. b
8.giin 9-15.gin  16-42. gin 8.g0n 9-15.gin  16-42. gin
NG

Sekil-41¢ MMP-9 Bobrek skor degerlerinin ortalamasi

Sekil-41d MMP-9 Beyin skor degerlerinin ortalamasi
Sekil-41 Normal ve tuz grubu (asitesli) broylerlerde MMP-9’un giinlere gére skor degerlerinin ortalamast.

Asitesli ve normal broylerierde enzim ile inhibitorleri arasindaki iligki Sekil-42’de

gosterilmigtir. Buna gore, normal ve asitesli hayvanlarda yag arttikga TIMP-2 aktivitesinde

bir diigme gozlendi. 9-15. giinler arasindaki TIMP-2 aktivitesinin asitesli broylerlerde

normal broylerlere gore yiiksek oldugu belirlendi (Sekil-42a, b). Asitesli hayvanlarda

TIMP-1 aktivitesi normal broylerlere gore 9-15. giinler arasinda yiiksek iken, 16-42. gtinler

arasinda daha digiik bulundu.
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Sekil-42a Asitesli broylerler. Sekil-42b Normal broylerler.
4 A o T
4
3,5 ] . 3,5 ] .
3 —@— mmp- 3 —@®—mmp-
25 ha —m-timp-1 | | 25 N —f—timp-1
2 ,% 2 EL\1 -
1,5 1,5 \"__”_‘
1 1
0,5 0,5
0 T T 1 O T T 1
L 8 giin 9-15.giin 16-42.giin J 8.giin 9-15.gin 16-42.giin
_

Sekil-42¢ Asitesli broylerler.

Sekil-42d Normal broylerler.

Sekil-42: Asitesli ve normal broylerlerde enzim (MMP-2,9) ile inhibit6ér (TIMP-1,2) arasindaki iligki.
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Asitesli ve normal broylerlerin enzim ve inhibitorlerine ait oranlar Tablo-12 ve 13°de
gosterilmistir. Tablo-12 incelendiginde, MMP-2 aktivitesi sabit tutuldugunda 9-15. ve
16-42. giinlerde asitesli broylerlerde TIMP-2 aktivitesinin normal broylerlere kiyasla daha
yiiksek oldugu goérilmektedir. Aymt durum MMP-9 igin diigiiniildiigiinde, her iki giin
grubunda da asitesli hayvanlarda TIMP-1 aktivitesinin normal broylerlere gore diigiik
oldugu dikkati gekmektedir (Tablo-13).

Tablo-12 Normal ve asitesli hayvanlara ait TIMP-2/ MMP-2 oram

Tuz alan ve normal yumurtacilarda enzim ile inhibitorleri arasindaki iligki Sekil-43’de
gosterilmistir. Normal ile tuz uygulamasi yapilan yumurtacilarda 9-15. giinler arasinda
MMP-2 enzim aktivitesi aym seviyede iken (2-2), TIMP-2’nin tuz alan hayvanlarda daha
diigiik oldugu gozlendi (1,08-1,66). Tuz alan hayvanlarda 16-42. giinler arasinda, MMP-2
(1,41-1,63) ve TIMP-2 aktivitesinin (1,18-1,25) normal yumurtacilara kiyasla diisiik oldugu
gorildi (Sekil-43a, b).

MMP-9 aktivitesi, MMP-2’de oldugu gibi zamana bagh olarak gerek tuz alan, gerekse
normal yumurtacilarda azalma gésterdi (Sekil-43c, d). Bu gruplardaki hayvanlarda, TIMP-
1 aktiviteleri 9-15. giinler arasinda hemen hemen ayni olmasina ragmen tuz alan
yumurtacilarda normallere gére MMP-9 aktivitesi daha diigiiktii (1,41-1,54). 16-42. giinler
arastnda MMP-9 aktivitesi, tuz alan hayvanlarda normal yumurtacilara gére diisiik (1-1,5),
TIMP-1 aktivitesi ise yiiksek (1,9-1,6) bulundu.
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Sekil-43¢ Tuz alan yumurtacilar. Sekil-43d Normal yumurtacilar,

Sekil-43 Tuz alan ve normal yumurtacilarda enzim (MMP-2, 9) ile inhibitér (TIMP-1, 2) arasindaki

iligki.

Tuz alan ve normal yumurtacilarin enzim ve inhibitorlerine ait oranlar Tablo-14 ve

15’de gosterilmistir. Normal yumurtacilarda yagin artis1 ile birlikte TIMP-2 aktivitesinde

bir azalma g6zlenirken tuzlu yumurtacilarda 9-15. giinler arasinda TIMP-2 seviyesinde
belirgin bir dugme, 16-42. giinlerde ise yiikselme goriildii (Tablo-14). TIMP-1/MMP-9

oraninda 6zellikle tuzlu yumurtacilarda yagla birlikte belirgin artig oldugu dikkati gekti

(Tablo-15).

Tablo-14 Normal ve tuz alan hayvanlara ait TIMP-2/MMP-2 oran
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Broylerlerde deneyin baglangici olan 8. giinde genel enzim aktiviteleri (MMP-2, MMP-
9, TIMP-1, ve TIMP-2) yumurtacilar ile kargilagtiriidiginda, 4 enzim aktivitesinin de
broylerlerde yiiksek oldugu ve degerler arasindaki farkin MMP-2 diizeyinde istatistiksel
agidan onemli oldugu (Wilcoxon Signet Ranks Test= 3,3-2,35 p<0,001) bulundu.
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TARTISMA ve SONUC

Asites Sendromu diinyanin hemen her yerinde sik olarak gozienen ve 6nemli
ekonomik kayiplara sebep olan bir hastaliktir. Hastalifin olusumunda dolasim
yetmezligine bagli olarak karin boglugunda siv1 birikimi (asites) ve organlarda pasif
konjesyon ile 6dem onemli bir yer tutar. Beyin 6demi, Yetigkin Solunum Stresi
Sendromu’na bagl: akciger 6demi ve akciger fibrozisi gibi gesitli hastaliklar sirasinda
MMP’lerin kollagen metabolizmasint dolayistyla bazal membrani tahrip ederek 6deme yol
actig1 bilinmektedir (29, 32, 33, 37, 74). Damar gegirgenliginin artmasina bagli asites
olusumu ve MMP’ler arasindaki iligkiyi sorgulayan herhangi bir galigma yapilmamusgtir.
Bu ¢alismada hastalik deneysel olarak olusturularak, MMP ve TIMP’lerin hastaligin
patogenezindeki olasi rollerinin incelenmesi amaglanmigtir.

Kiimeslerde, asitese yumurtadan gikigt takiben 3. haftada rastlanmaktadir (3, 52).
Deneysel olarak ve 6zellikle NaCl ile yapilan galigmalarda Ategoglu ve Erer (14) litresine
6 gram NaCl uyguladiklar: hayvanlarda ilk 6liimlere 4. haftada, Erokstz (57) ise litresine
12 gram NaCl uyguladig: hayvanlarda ilk 6limlere 5. haftada rastladiklarim
bildirmektedirler. Bununla beraber Mirsalimi ve arkadaglar1 (20), 7 giinlik normal
beslemeden sonra litresine 5 gram tuz uygulamasi yaptiklar: broylerlerde %50 oraninda
asitesin olugtugunu ve asitesli hayvanlarin %76’ sinin uygulamayi takiben ilk 5 giin
igerisinde 6ldiigini bildirmiglerdir. Bu ¢aligmada ise asites orant %70 olarak bulunmus ve
hayvanlarin %71 inin tuz uygulamasini takiben ilk 8 giin (2. hafta) icerisinde asitesten
oldigu saptanmugtir.

Hizli geligme ve biiyiime 6zelligine sahip broylerler ile yumurtaci tavuklar arasinda
tuza duyarhlikta farkliliklar bulundugu bildirilmistir (20, 21). Mirsalimi ve arkadaslan
(20) yapmig olduklar: bir aragtirmada, tuzlu su (5 gr/lt) verdikleri yumurtaci civcivierde
asitese rastlamamiglardir. Sunulan bu galigmada da igme suyu igerisinde (6 gr/lt) tuz
uygulanan yumurtac civcivlerde asites goriilmemistir.

Arastirmacilar (20-22), broylerlerde tuzla olusturulan asiteste yagin 6nemli bir faktor
oldugunu, kiigiik hayvanlarin bityiitk hayvanlara kiyasla aym miktardaki tuza kars1 daha
hassas olduklarini belirtmiglerdir. Bununla beraber yem veya sudaki tuz, buytime ile
birlikte azar azar artirildiginda hayvanlarin yiitksek miktardaki tuza adapte olabildigi
gorilmistir. Bu adaptasyon kalp, iiriner ve kardiyovaskuler sistemdeki gelismeye

baglanmugtir. Yapilan bu galigmada, asitesten Sliimlerin ilk haftada, sonraki haftalara gore
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daha yogun olmasi bu goriisii desteklemektedir. Ancak, deney siiresince sudaki tuz
miktarinin hep ayn diizeyde kalmasina karsin, 5 hayvanda asitesin sekillenmemesi, bu
hayvanlarin tuza adaptasyonu ile agiklanabilir.

Asites Sendromu’nda klinik olarak hayvanlarin bag ve viicut derisinin siyanotik
oldugu belirtilmistir (4, 5, 25, 51). Bu galigmada asites gozlenen hayvanlarda dispno ve
hipoksiye bagli olarak deride siyanoz tespit edilmistir. Bir gok arastirici tarafindan
belirtilen solunum sayisinda artma (3, 4), bilyimede gecikme (4, 5, 24, 45) ve tiiylerin
kanigik bir durum almas: gibi bulgulara bu ¢aligmada da rastlanmigtir.

Aragtiricilar (3-5, 24, 51, 60) karin boglugunda siv1 birikimi nedeni ile karin duvarinin
gergin oldugunu ve berrak, sar1 renkte, fibrin igeren bu sivinin 40-500ml. arasinda
degistigini, (3-5, 14, 24, 25, 51) bildirmiglerdir. Bu galigmada ise benzer 6zellikteki siv1
miktarinin 3 ile 50 ml arasinda degistiSi gozlenmistir. Ayrica karaciger kapstlasinin
matlagip kalinlagtig1 ve iizerinde fibrin kitlesinin bulundugu dikkati gekmistir. Bu bulgu
bir ¢ok arastirmacimin (3, 5, 14, 24, 25, 51) bulgulan ile benzerlik gostermektedir. Diger
taraftan Atesoglu ve Erer (14), karaciger yiizeyinde 1 cm ¢apina varan, degisik buytikliikte,
sarimsi-gri renkte nodiiller ile gri-beyaz renkte odaklar gordiiklerini ve bunlarin fokal
nekrozlar ile mononiikleer hiicre ve heterofil 16kosit infiltrasyonu sonucu olustugunu
bildirmiglerdir. Bu ¢aligmada ise asitesli hayvanlarin hi¢ birinde bu yonde bir bulguya
rastlanmamistir.

Asitesli broylerlerde hidroperikardiyuma sik olarak rastlandig; bildirilmektedir (3, 4,
11, 14, 51). Bu ¢aligmada da benzer gekilde hemen hemen buitiin hayvanlarda
hidroperikardiyum dikkati ¢ekmigtir. Aragtirmacilar (4, 18, 40, 51, 55, 57) asitesli
hayvanlarda ozellikle sag ventrikiiler hipertrofi ve dilatasyon sekillendigini bildirmislerdir.
Olusan hipertrofi Na” alimina bagh olarak dolagim yiikiiniin artmas1 ve kalbin buna tepkisi
olarak yorumlanmustir (20, 21). Bu ¢aligmada da 6len tiim asitesli hayvanlarda sag
ventrikiiliiste hipertrofi ve dilatasyon tespit edilmigtir. Julian (22), normal bir broylerde
sag ventrikiiliin toplam ventrikiile oramnin 0,25’ten kiigiik olmasi gerektigini, bu oranin
asildif1 durumlarda pulmoner hipertansiyon ve ventrikiiler hipertrofiden
bahsedilebilecegini bildirmektedir. Caligma sirasinda tuz uygulanmayan broylerler ile tuz
uygulanan ve uygulanmayan yumurtacilarda bu oranin 0,25’ten kii¢iik olmasi, sadece tuz
uygulanmayan gruptaki normal broylerlerde 42. giinde asites goriilmemesine ragmen kalp
indeksi ortalamasinin yiiksek (0,29) olmasi bu hayvanlarin pulmoner hipertansiyona girmis
olabilecegini diisiindiirmiigtir. Bununla beraber sunulan bu galigmadaki bulgulardan farkh

olarak, bazen perikard ile kalp arasinda yapigma (3, 4), sag atriyoventrikiiler kapakta
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kalinlagma (25) ve yang (3) gorildugi, sol atriyoventrikiiler kapakta ve ¢evre dokularda
nodullere rastlandig: bildirilmigtir (9).

Sunulan galigmada asitesli hayvanlarin akcigerlerinde tesbit edilen konjesyon ve 6dem
bir ¢ok aragtirmaci (4, 14, 18, 40, 51, 53, 57) tarafindan da bildirilmistir. Baz ¢aligmalarda
(53, 57) belirtilen siskin ve soluk renkli bobrekler sunulan bu ¢aligmada da dikkati
cekmistir.

Asitesten etkilenen hayvanlarin akcigerlerinde mikroskobik incelemede gozlenen
siddetli hiperemi, 6dem, hava kapillarlarinda kollaps, parabrongiyal diiz kaslarda hipertrofi,
parabrongiyal matrikste ve damarlar etrafinda lenfosit ve makrofaj infiltrasyonlar
aragtirmacilarin (5, 14, 24, 26, 51) bulgulan ile benzer bulunmustur. Sunulan bu ¢alismada
yangisel hiicre infiltrasyonlarina asitesli broylerlerde daha belirgin olmak iizere diger
gruplardaki hayvanlarda da rastlanmigtir. Asitesli hayvanlar digindaki hayvanlarda da
yangsel hiicre infiltrasyonlarinin goriilmesi, bu hayvanlarin SPF (Specific Pathogen Free)
olmamalari, deneyin kigin gerceklestirilmesi dolayisi ile deneysel ortamin yeterince
havalandirilamamasi, ortamdaki toz partikilleri ve nem gibi olumsuz kiimes sartlarinin bu
duruma neden olabilecegini akla getirmigtir. Aragtirmacilar (4, 5, 7, 24, 27) asitesten
etkilenen hayvanlarin akcigerlerinde hiyalin, fibroz, kemiksel ve kikirdaksal tipte nodiillere
rastladiklarini bildirmisler ve bunun hipoksinin bir sonucu olarak fibroblastlar tarafindan
tiretilen kollajen artigina bagh oldugunu bildirmiglerdir. Diger taraftan, bu nodiillerin
olusumunda irk farklilig: veya bakim besleme sartlarinin rolii oldugu ileri stirillmiistiir (8).
Bu ¢alismada da osseokartilagenoz nodiillerin gerek broyler ve gerekse yumurtaci
hayvanlarda gozlenmesi, bunun sadece asitese 6zgi bir lezyon olmadigim digiindirmustiir.

Asttesli broylerlerde kalpte goriilen 6dem, heterofil 16kosit ve mononiikleer hiicre
infiltrasyonlar, kas tellerinde hipertrofi aragtirmacilarin (5, 14, 24) bulgulari ile benzerlik
gostermigtir.

Karacigerin histopatolojisinde, bir gok aragtirmacinin (4, 5, 14, 24) asitesli
hayvanlarda rastladig1 sinuzoidlerdeki genigleme, 6dem ve fibrozis sebebi ile kapsiiler
kalinlagma, portal bolgede yangisel hiicre infiltrasyonlar, karaciger parankiminde bag
doku artig1, portal bolgedeki lenf damarlarinda genisleme, sinuzoidlerde genisieme sonu
Remark kordon yapisinin bozulmasi (dissosiasyon) bu galigmadaki bulgular ile paralellik
gostermistir. Sunulan galigmada degisen oranlarda olmak iizere gerek broyler ve gerekse
yumurtaci pili¢lerde hepatositlerde vakuolizasyon gorilmiistiir. Benzer bulgular baz

aragtirmacilar (14, 24, 51) tarafindan da asitesli broylerlerde tesbit edilmigtir. Wilson ve
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arkadaglar (24) tarafindan belirtilen safra ile dolu kolangiyollere bu ¢caligmada
rastlanmamuigtir.

Asitesli hayvanlarda gozlenen bobrek kapsiilasinda fibrozis, korteks ve mediiller
bolgede yer alan damarlarda siddetli konjesyon, kortekste yer alan tubuller ve arteriyoller
etrafindaki hiicre infiltrasyonlan, proksimal ve distal tubullerde dejenerasyon ve nekroz
aragtirmacilarin (5, 14, 24) bulguian ile benzerlik gostermektedir.

Ekstraselliler matriksi par¢alayan MMP’lerin fibroblastlar, kondrositler, epitel
hiicreleri, damar endotel hiicreleri (2, 28-30), kemik hiicreleri (30), astrositler (pro-
Jelatinaz A), mikroglialar (Jelatinaz B) (29), ploral mezotel hiicreleri (31), mezengimal,
epiteliyal ve endoteliyal kokenli timér hiicreleri (28), T hiicreleri (32), monositler,
makrofajlar ve aktive olmusg noétrofiller tarafindan (30, 33) salgilandig: bildirilmigtir. Bu
caligmada akciger, karaciger bobrek ve beyin érneklerinin immunohistokimyasal
boyamalarinda bag doku hiicreleri, mezotel hiicreleri, bronsiyol epitetleri, hepatositler,
safra epitelleri, tubul epitelleri, ependim hiicreleri, damar endotelleri, damar adventisyasi
ve monontikleer yang: hiicreleri yam sira néronlarin da pozitif boyandiklar gézlenmigtir.

Genel MMP-2 ortalamalarinda 8. giindeki enzim aktivitesinin yiiksek oldugu

(3,3), sonraki giinlerde aktivitenin giderek azaldig1 gortlmistir ( 2,48-2,20). Olimlerin en
¢ok gorildiiga 9-15. gunler arasinda ise asitesli hayvanlarda MMP-2 aktivitesinin normal
broylerlerinkinden yiiksek oldugu (2,62-2,48) g6zlenmigtir. Normal ve asitesli
hayvanlarda yas arttik¢ga TIMP-2 aktivitesinde bir diigme saptanmugtir (Sekil-39b). 9-15.
giinler arasindaki TIMP-2 aktivitesinin asitesli broylerlerde normal broylerlere gore yiiksek
oldugu goérilmigtir (Sekil-39b). Bununla beraber, 9-15. giinler arasinda MMP-2
aktivitesinin asitesli hayvanlarda normal hayvanlara gore daha yiiksek oldugu (2,62-2,48)
g0z onine alindiginda, asitesli hayvanlardaki TIMP-2 aktivitesinin normal broylerlere gore
yiikselmesi, bu hayvanlardaki yiksek MMP-2 aktivitesinin dengelenmesi i¢in TIMP-2’nin
daha fazla salgilandigini diigiindiirmektedir. '

MMP-2 enzim aktivitesi organlar diizeyinde incelediginde, normal broylerlerde
akciger, karaciger ve bobrekte enzim aktivitesinin deney siiresince giderek azaldigi
gorilmiigtir (Sekil-40a, b, ¢). Olimlerin en ¢ok goriildiigii 9-15. giinler arasinda asitesli
hayvanlarin bu organlardaki enzim aktivitelerinin normal hayvanlara gore yiiksek olmast,
asites olusan hayvanlarda enzimin normal duistig seyrinden uzaklagarak, yiiksek aktivitede
kaldigin1 gostermektedir. 9-15. giinler arasinda, akciger ve bobrekte, 16-42. ginler
arasinda ise karaciger ve bobrekte MMP-2 aktivitesinde, normal ile asitesli broylerler

arasindaki farkin daha belirgin oldugu dikkati ¢ekmigtir (Sekil-40a, b, ¢). Camey ve
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arkadaglar1 (33), ARDS (Yetigkin Solunum Stresi Sendromu) sirasinda nétrofil aracili
alveoler kapiller yiizey tahribinde, notrofillerden salinan oksijen radikalleri, serin
proteazlar ve MMP’lerin pulmoner kapiller bazal membram ve tip IV kollajenden zengin
ESM’yi pargalayip permeabiliteyi artirarak 6deme yol agtigini bildirmigtir. Bu ¢aligmada,
normal broylerlere kiyasla asitesli hayvanlarin akcigerlerinde MMP-2 aktivitesinin yiiksek
bulunmasi, bu enzimin asites sendromunda goriilen akciger 6deminin patojenezinde rolii
olabilecegini digiindiirmektedir. Benzer sekilde MMP-2 aktivitesinin karacigerde yiiksek
olmasi, bu enzimin lenf sivisinin karaciger kapsulasindaki lenfatik pleksuslardan karin
bosluguna sizmasinda etkili olabilecegini akla getirmektedir. Olkowski ve arkadaglari (35)
asitesli broylerlerin kalplerindeki MMP-2 diizeyinin saglikli broyler ve yumurtaci
tavuklarda gozlenenden daha yiiksek oldugunu ve etkilenen hayvanlarda bu enzim
aktivitesindeki artigin kalp yetmezligi ile iligkili olabilecegini belirtmiglerdir.

MMP-9’un normal broylerlerde 8. giinde aktivitesinin yiiksek oldugu (2,9), 9-15.
glinler aras: diisiis gosterdigi (1,16) ve 16-42. giinler arasinda tekrar yiikselige gectigi
(1,41) gozlenmigtir. Olimlerin fazla oldugu akut donemde, asitesli hayvanlarin MMP-9
aktivitelerinin aym giin grubundaki normal broylerlere gore daha yiiksek oldugu dikkati
¢ekmistir (1,87-1,16). Bu farkin, 16-42. giinler arasinda da azalarak devam ettigi
belirlenmigtir (1,5-1,41). TIMP-1 aktivitesi normal broylerlerde 8. giinden itibaren bir
diigiis gostermigtir ( 2,2-2-1,95). Asitesli broylerlerde 9-15. giinler arasindaki TIMP-1
aktivitesinin normal broylerlere kiyasla ytiksek oldugu gorilmiistiir (2,15-2). TIMP-1 ile
MMP-9 etkilesiminde, asitesli hayvanlarda her iki glin grubunda da MMP-9 enzim
aktivitesi artig gostermigtir. Asitesli hayvanlarda 9-15. giinler arasindaki TIMP-1
aktivitesindeki artig normal broylerlere gore yiiksek iken, 16-42. giinler arasinda daha
dustk kalmigtir. Asitesli hayvanlarin MMP-9 aktivitesinin 16-42. glinler arasindaki
normal broylerlere gore yiiksek seyretmesi ve bu gin grubundaki TIMP-1 aktivitesinin
normal TIMP-1 aktivitesinin altinda bulunmas: asitesli hayvanlarda MMP-9’un TIMP-1’i
baskilayarak asitese yol agmig olabilecegini diigiindirmiistiir.

MMP-9 aktivitesi 6dem ve yangisel olaylarda artig gostermektedir. Rosenberg ve
Navratil (36), beyin 6demi sirasinda MMP-9 aktivitesinin artarak, kan-beyin bariyerindeki
damarlarda bulunan tip IV kollajeni pargaladigini bildirmiglerdir. Corbel ve arkadaglar
(73), deneysel olarak farelerde olugturduklar: akciger fibrozisinde BAL (bronko-alveoler
stvt)’da MMP-9’un artt1igin1 ve BAL igerisindeki total hiicre ve nétrofil sayisi ile MMP-9
aktivitesi arasinda bir paralellik oldugunu belirtmiglerdir. Seksen sekiz ploral effiizyonlu

hasta tizerinde yapilan bir ¢aligmada (31), eksudatli hastalarda MMP-9 aktivitesinin arttig1
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bildirilmigtir. Li ve arkadaglan (62), akut mastitislerde meme alveol liimenlerine infiltre
olan nétrofil lokositlerde MMP-9 iiretiminin arttiini ve yangisel olaylarda nétrofil
Iokositlerin MMP-9 salgilayarak bazal membrani pargaladiklarini belirtmiglerdir. Sunulan
bu galigmada da asitesli hayvanlarda gerek hedef organlarda ve gerekse bu organlara
infiltre olan makrofajlarda MMP-9 aktivitesinin yiiksek bulunmasi bu enzimin asites
sendromunun olusumunda roli olabilecegi kanisini uyandirmigtir.

MMP-2 ve MMP-9 enzim aktivitesi, normal ve asitesli hayvanlarda giinler
bazinda belirli bir diigiis gostermigir. Bu seyir igerisinde asites geligen hayvanlar ile
normal broylerler kiyaslandiginda, asitesli hayvanlarda enzim aktivitesinin (MMP-2,
MMP-9) yiiksek seyrettigi gdzlenmistir. Diger bir deyisle asitesli hayvanlarda enzim
aktivitesinin diigmesi bir gekilde engellenmistir. Bu aktivitenin yiiksek kalmast asitese
neden olan etkilerin (tuz, hipoksi, vs.) bir veya birkaginin bir araya gelmesi sonucu
olusabilir. Her iki enzimde de (MMP-2, MMP-9) akut donem olarak belirtilen 9-15. giinler
arasinda, asites geligen hayvanlarda akciger ve bobrekteki enzim aktivitelerinin normal
broylerlere gore yiiksek olmasi bu organlarin akut donemde daha ¢ok etkilendigini
distindtirmiigtiir.

Tuz alan yumurtacilar normal yumurtacilar ile kiyaslandiginda, MMP-2, MMP-9 ve
TIMP-2 aktivitesi diigtik bulunmugtur. TIMP-1 enzimi ise 9-15. giinler arasinda benzerlik
gostermesine kargin, 16-42. giinler arasi tuzlu yumurtacilardaki diizeyi normallere gore
daha yiiksek seyretmistir. MMP-9 aktivitesi zamana bagli olarak gerek tuz alan, gerekse
normal yumurtacilarda azalma gostermigtir (Sekil-43c, d). 16-42. giinler arasinda MMP-9
aktivitesi, tuz alan hayvanlarda normal yumurtacilara gére disuk (1-1,5), TIMP-1
aktivitesi ise yiksek (1,9-1,6) bulunmustur. Tuz uygulamasi yapilan yumurtaci
hayvanlarda broylerlerdekinin aksine, TEIMP-1 aktivitesinin yiikselerek MMP-9
aktivitesinin baskilanmast, asitesin yumurtacilarda olugmamasinin sebeblerinden biri
olarak diigiiniilebilir.

Yumurtaci piligler broylerler ile kiyaslandiginda, yumurtaci piliglerde baglangi¢ enzim
diizeyinin diigiik olmasi ve deney boyunca da diigiik seyretmesi (Tablo-11, $ekil-43) bu
hayvanlarin genetik olarak hizh biiyiime ve gelisme 6zelligine sahip olmamasina
baglanabilir.

Sonug olarak, et tipi tavuklarin asites sendromunda MMP-2 ve MMP-9 ile bu
enzimlerin inhibitorleri olan TIMP-1 ve TIMP-2 aktivitelerinde degismeler meydana
geldigi tespit edilmis ve bu degismelerin kapillar bazal membranim tahrip ederek

hastaligin patojenezinde rol oynayabilecegi kanisina variimagtir.
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