T.C.
SELCUK UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

KULUCKADA DENEYSEL OLARAK OLUSTURULAN ISI STRESININ
BROYLERLERDE INCE BAGIRSAGIN EMBRiIYONIK GELIiSiMi
UZERINDEKI ETKIiLERININ HISTOKIMYASAL,
IMMUNOHISTOKIMYASAL VE HISTOMETRIK METOTLARLA
BELIRLENMESI

Tugba OZAYDIN

DOKTORA TEZi

HISTOLOJI VE EMBRIYOLOIJI (VET) ANABILIM DALI

Danmisman

Prof. Dr. ilhami CELIK

KONYA-2009



T.C.
SELCUK UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

KULUCKADA DENEYSEL OLARAK OLUSTURULAN ISI STRESININ
BROYLERLERDE INCE BAGIRSAGIN EMBRiIYONIK GELIiSiMi
UZERINDEKI ETKIiLERININ HISTOKIMYASAL,
IMMUNOHISTOKIMYASAL VE HISTOMETRIK METOTLARLA
BELIRLENMESI

Tugba OZAYDIN

DOKTORA TEZi

HISTOLOJI VE EMBRIYOLOIJI (VET) ANABILIM DALI

Danmisman

Prof. Dr. ilhami CELIK

Bu arastirma Selguk Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatorliigii tarafindan

06102035 proje numarasi ile desteklenmistir.

KONYA-2009



S.U. Saglik Bilimleri Enstitiisti Miidiirliigtine’

Tugba Ozaydin tarafindan savunulan bu ¢alisma, jiirimiz tarafindan Histoloji
ve Embriyoloji Anabilim Dalinda Doktora Tezi olarak oy birligi ile kabul edilmigtir.

Danisman-Jiiri bagkani: Prof. Dr. [thami CELIK
Selcuk Universitesi

Uye: Prof. Dr. Nuri BASPINAR /W
Selguk Universitesi

Uye: Dog¢. Dr. Emrah SUR W

Seleuk Universitesi
Uye: Dog. Dr. Artay YAGCT
Afyon Kocatepe Universitesi
Ve
Uye: Yrd. Dog. Dr. Yasemin OZNURLU .
Selcuk Universitesi

ONAY:

Bu tez, Seluk Universitesi Lisansistii Egitim-Ogretim Yonetmeligi’nin ilgili
maddeleri uyarinca yukaridaki jiiri tiyeleri tarafindan uygun goriilmis ve Enstitd
Yonetim Kurulu .oooeennennn tarthve ..oooviiiiinn say1h karariyla kabul edilmistir.

Prof. Dr. Orhan CETIN
Enstiti Muduri



ONSOZ

Bu calismanin gergeklestirilmesinde yakin ilgi, destek ve yardimlarini
gordiiglim Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali elemanlarina, bu calismada
kullanilan kulugkalik yumurtalarin temin edilmesini saglayan Veteriner Hekim
Yigithan Uzun ve Keskinoglu Tavuk¢uluk ve Damuzlik Isletmeleri San. Tic. A.S.’ye,
calismay1 destekleyen S.U. Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatérliigiine (BAP
Proje No: 06102035) tesekkiir ederim.

i



ICINDEKILER

SIMGELER VE KISALTMALARL......cccueittiiitieeeteeeeneerteersneesneesseesneesnen v
L GIRIS ..ottt 1
1.1. Kulugka Islemi Sirasinda Embriyo Gelisimini Etkileyen Cevresel Faktérler......1
L.1.1. Kulugka S1caKIi81. ..oovoiii e 2
| B 0514 1 4 s LT U 3
| B B A (3 14 BT ) < P P 3
L.1.4. Havalandirma. ..o 4
1.2. Civcivlerde ince Bagirsagin Morfolojik ve Fonksiyonel Gelisimi.................. 5
1.2.1. Ince Bagirsagin Yapisal GeliSimi................ooooveiiuiiiieiiiiiieaiieeieea, 5

1.2.2. Gelisen Ince Bagirsakta Kript Olusumu, Entorosit Proliferasyonu ve Gogii....7

1.2.3. Bagirsak Mukozasinda Sindirim ve Emilim Fonksiyonlarinin Gelisimi.........8

1.2.4. Kadeh Hiicrelerinin Gelisim ve Fonksiyonu...............c.ocooiiiiin. 11
1.2.5. Enteroendokrin HUcCreler...........ooooiiiiiii i 13
1.3. Strese Hiicresel Yanit ........oo.oiiiiiii 15
L0 RN 0 o110 4 16
Apoptozis ModUlatorleri..........o.oviii 19
Apoptozisin TetiKIeNmMESI. . ...o.uiet it 22
1.3.2. Is1 SOKU Proteinleri.........o.ooiuiii i e, 23
1.3.3. Termotolerans ve Apoptozis indiiksiyonunda Ortak Sinyaller.................. 28
1.3.4. Apoptozisin Regiilasyonunda Is1 Soku Proteinlerinin Rolii...................... 30
2. GEREC VE YONTEM.....cccuittuiitueetneerneeenneeeneeesesesneessesesneesnessnnees 33
P B € (S (<1 T S ERPRI 33
2.1.1. Kulugkalik Yumurtalar..............ooiii e 33
8 (0] 1 L1~ 1 4 U 33
2.2.1. Deney Gruplarinmn Olusturulmast ve Kulugka Islemi............................ 33
2.2.2. Yumurtalarin A¢ilmasi ve Doku Orneklerinin Almmast......................... 34
2.2.3. Histokimyasal ve Immiinohistokimyasal Boyamalar............................. 34
2.2.4. Enzim Histokimyasal Boyamalar....................oo 38
2.2.5. Degerlendirme ve Istatistiki Analizler....................ccoeeeiiiieiieiiiaiinn, 39
I 31 01 DL€ 5 57N 2 40
3.1. Embriyonik Oliim Oranlar1 ve Makroskopik Bulgular.............................. 40

il



3.2. Ince Bagirsagin Histolojik Gelisimi ve Villuslardan Elde Edilen Histometrik

RS 51 (S 43
3.3. Kadeh Hiicreleri Uzerinde Yapilan Inceleme Sonuglart............................ 50
3.4. Enteroendokrin Hiicreler Uzerinde Yapilan inceleme Sonuglart................... 55
3.5. Apoptozis Bulgulari...........oooiiiii e 60
3.6. PCNA BUlgUIarti........ooouoiuiiii e 62
3. 7. Hsp70 Bulgularti.. ... ..o 65
3.8. ALP Demonstrasyonu Bulgulart.................ocooiiiiii 71
3.9. Siikraz Izomaltaz Demonstrasyonu Bulgulari.....................cooeueiueinn... 76
4. TARTISMAL ...uiitiiiiiiiiiiiiiiiiiiiietttiiiiaiietiettiatteteeattassscnsensonsnsse 80
5.SONUC VE ONERILER......ccutvuiiiiiiiiieierieterieerernernerseerneesesnes 95
TR0 /2 1 97
T SUMMARY .eiiiiitiiiiiintiesestiosesstosssssecssssscsssssscsssssssssssssssssssssssssssns 99
8. KAYNAKLARL.. . tittiiiiiiiiiiiiiiiiiiitietiettttatietitenteassscecnseasssns 100
N0 Y/ 6.7 | 1T 110

v



SIMGELER VE KISALTMALAR

AB: Alcian Blue

AlF: Apoptosis Inducing Factor
ALP: Alkalen Fosfataz

AP: Aminopeptidaz

Apaf-1:  Apoptotic Protease Activating Factor-1

APUD:  Amine Precursor Uptake and Decarboxylation

CAD: Caspase Activated Deoxyribonuclease

CTL: Sitotoksik T Lenfosit

DAB: 3,3’-Diaminobenzidin

FADD:  Fas Associated Death Domain, Fas Iligkili Oliim Bolgeleri
FASL: Fas Ligand

HSE: Heat Shock Element, Is1 Soku Elementi

HSF: Heat Shock Factor, Is1 Soku Faktorii

HSP: Heat Shock Protein, Is1 Soku Proteini

IAP: Inhibitory Apoptotic Protein

ICAD: Inhibitor of Caspase Activated Deoxyribonuclease
JNK: c-Jun N-terminal Kinaz

NK: Natural Killer

NOR: Nucleolar Organizer Region

PAS: Periodic Acid Schiff

PCNA:  Proliferating Cell Nuclear Antigen
PP: Pankreatik polipeptid

RIP: Receptor Interacting Protein

ROS: Reactive Oxygen Species

SAPK: Stress Activated Protein Kinase

SGLT1: Sodyum-Glukoz Transporter 1

SI: Siikraz-izomaltaz

TNF: Tiimdr Nekroz Faktor

TRADD: TNFR1 Associated Death Domain, TNFR1 Iliskili Oliim Bolgeleri

TUNEL: Terminal deoxynucleotidyl transferase (Tdt)-mediated dUTP_biotin nick
end labeling

VIP: Vazoaktif Intestinal Peptid



1.GIRiS
1.1. Kulugka islemi Sirasinda Embriyo Gelisimini Etkileyen Cevresel Faktorler

Hiicre cogalmasi, biiylimesi ve farklilagmasi gibi olaylarin yiiksek hizda
gerceklesmesi nedeniyle, ister memeli, isterse de kanatli olsun biitiin hayvan
tiirlerinde prenatal donem gelismekte olan bir canlinin zararh etkilere en duyarh
oldugu doénemdir. Bu nedenle, prenatal donemin o6zellikle prediferensiyasyon ve
erken organogenezis evreleri optimal kosullar altinda siirdiiriilmelidir. Ovipar bir tiir
olan tavuklarda, prenatal yasamin blastula asamasinin sonuna kadarki erken evreleri
disi oviduktunda gerceklesmekte; hiicre diferensiyasyon olaylarinin énemli bir kismi
ve organogenezis ile organlarin anatomik biiylimesi ve fonksiyonel olgunlagsmasi ise
kulucka asamasinda siirmektedir. Kanatlida kulugkanin ve hatta ¢ikis sonu gelisimin
basarisi, genotip ve kulucka Oncesi faktorler yaninda kulugka makinesi i¢ ortam
kosullarindan da o6nemli oranda etkilendiginden, kulugka makinesi kosullarinin

optimal degerlerde tutulmasi hayati 6neme sahiptir (Celik 2008).

Tavuklarda verimi artirmada genotipin Onemi iyi bilindiginden, yillarca
stirdiiriilen genetik 1slah caligmalariyla yumurtaci ve et¢i (broyler) olmak iizere iki
farkli ticari tavuk ki gelistirilmistir. Broyler sektoriinde, besleme donemindeki
giinliik canli agirlik kazancinda saglanan ve gramlarla ifade edilen artislar, firmalara
onemli ekonomik kazan¢ sagladigindan, bakim ve besleme kosullar1 performans
artiric1 faktorler arasindaki O6nemini korumakta ve hala {izerinde yogun bigimde
calisiimaktadir. Ozellikle canli agirhk kazancinin artirilmasina yonelik ¢alismalarda,
bir yandan yedirme donemindeki bakim-beslemeyle siiriiniin sevk ve idaresi
yontemleri iizerinde durulurken, diger yandan da kulugcka makinesi kosullarinin
etkilerinin belirlenmesi gerekmektedir. Zira, kulugka makinesi kosullarinin, gerek
embriyonik ve gerekse de ¢ikis sonu gelisme iizerindeki etkileri hakkindaki bilgiler

yetersizdir (De Smit ve ark 2006).

Kulugka stirecinde makine i¢i sicakligi ile nem, havalandirma ve ¢evirme gibi
parametreler, civcivlerin ¢ikis giicii ve kalitesini etkileyen en dnemli faktorlerdendir.
Bu faktorlerden makine ig¢i sicaklik yani kulucka sicakligi, diger faktorlerin
etkilerinin ortaya ¢ikisinda da etkin oldugundan, etkisi en belirgin olan faktordiir

(Ipek ve ark 2003).



1.1.1. Kulucka Sicakhig

Yiiksek cikis kalitesi ve ¢ikig orani saglayan optimum kulugka sicakliginin
kulugka boyunca siirdiiriilmesi, kulugka basarisin1 artirmada ¢ok énemli bir kosuldur
(Nakage ve ark 2003). Cogu kanath tiirii i¢in optimum kulugka sicakhigi 37-38°C
arasindadir ve bu optimum sicakliktan kiigiik sapmalar bile ¢ikis basarisi ve embriyo
gelisimi lizerinde Onemli olumsuz etkilere sahiptir. Bu nedenle ticari kulugka
makinelerinin, geligmekte olan embriyonun viicut sicakliginin optimal degerler
arasinda tutulmasi i¢in makine i¢i sicakligini dar siirlar arasinda ve dogru olarak
kontrol edebilecek (lineer 1sitma yapabilecek) sekilde tasarlanmis ve imal edilmis
olmast gerekir (French 1997). Ayrica, i¢ ortam havasinin homojen dagilimi
saglanmali, tlirbiilansin engellenerek “sicak bolgelerin” (hot spots) meydana gelmesi

onlenmelidir (Anom 2009c).

Kanatli embriyosu poikilotermik oldugundan yumurta ¢evresi sicakliginin
hassas bir sekilde kontrolii, gelisen embriyo i¢in hayati dneme sahiptir (Van Brecht
ve ark 2005). Embriyo sicakligi ya da yumurta i¢i sicaklik; kulugka makinesi
sicakligl, yumurta ve g¢evresindeki havanin termal iletkenligi ile embriyonun
metabolik 1s1 tiretim hiziyla belirlenir. Kulugkanin orta doneminden 6nceki giinlerde,
yani kuluckanin erken doneminde (11. giinden Once), buharlagmanin viicut
sicakligini diislirmesi nedeniyle embriyo sicakligi kulucka makinesi i¢ sicakligindan
biraz daha diisiiktiir. Ancak kulugka doneminin ortasindan itibaren, embriyonun artan
metabolik 1s1 {iretimine bagli olarak embriyo sicakligt makine sicakligindan daha

ylksek degerlere sahip olabilmektedir (French 1997).

Tavuk yumurtalar1 iizerinde yapilan ¢aligsmalar, yiiksek kulugka sicakliginin
cikis giicii tizerindeki olumsuz etkilerinin sicaklik derecesi ve maruz kalinan siirenin

artistyla dogru orantili oldugunu gostermektedir (Wilson 1991).

Kulucgka sicaklik seviyesindeki optimumdan sapmalar sadece ¢ikis giiciinii,
embriyonik gelisimi ve civciv kalitesini azaltmakla kalmayip, ayn1 zamanda cikis
sonrasi performansi da olumsuz etkilemektedir (Lourens ve ark 2005, Joseph ve ark

2006).



1.1.2. Cevirme

Yumurtanin ¢evrilmesi, tavuklarda kulucka sirasinda goriilen dogal bir
fenomendir. Yapay inkiibasyon bdyle bir kosulun taklit edilmesi i¢in mekanik
cevirmeyi gerektirir. Cevirmede; cevirme sikligi, yerlestirme ve cevirme ekseni,
cevirme agisi, rotasyon derecesi ve inkiibasyon safhasi gibi ¢esitli parametreler
onemlidir (Tona ve ark 2003). Kulucka makinelerindeki yumurtalarin kulugkanin 1
ile 18. giinleri arasinda uygun bir pozisyonda ve araliklarla ¢evrilmeleri gerekir.
Yumurtalarin ¢evrilmesi Once bir tarafa sonra da diger tarafa dogru olmalidir.
Yumurtalar asla tek yonde veya bir daire yapacak sekilde ¢evrilmemelidirler. Bu gibi
cevirmeler allantois zarinin yirtilmasina neden olabilir. En uygunu, yumurtalarin
diisey eksen ile 45”lik ag1 yapacak sekilde once bir tarafa ve bir miiddet sonra da
diger tarafa c¢evrilmesidir. Giinde 8 veya 10 defa ¢evirme yeterlidir (Aksoy 1994).
Cevirme islemi embriyonik malpozisyonlar1 azaltmakta, embriyo veya embriyonik
membranlarin kabuk zarma yapigsmasin1 6nlemekte ve koriyoallantoisin yumurtanin
sivri ucunu zamaninda ve tam olarak kapatmasini saglamaktadir. Civcivlerde yaygin
olarak goriilen malpozisyonlardan basin sivri ugta yer almasinin hatali yumurta
oryentasyonu (6rnegin kiit ucun asag yerlestirilmesi), yetersiz ¢cevirme sikligl, uygun
olmayan ¢evirme agist ve kuluckanin ilk haftasinda ¢evirmenin yapilmamasindan
kaynaklanabilecegi bildirilmistir (Elibol ve Brake 2006). Ayrica ¢evirme, gelisen
embriyonun albiimini tam olarak kullanmasina da olanak saglar. Cevirmenin
amniyotik sivida protein akiimiilasyonu, area vaskiilozanin gelisim orani ve gaz
degisimi iizerindeki fizyolojik etkileriyle ilgili bilgiler ¢evirme igleminin énemini

vurgulamaktadir (Tona ve ark 2003).
1.1.3. Nem Seviyesi

Bir embriyonun gelisip kusursuz ve normal biiyiikliikte bir civciv haline
gelebilmesi icin, yumurtanin su igeriginin uygun bir tempo ile buharlagmasi
gerekmektedir. Normal bir embriyonik gelisim i¢in, yumurtanin kuluckanin 19.
giintine kadar her giin agirliginin %0.55’in1 kaybetmesi yeterli goriilmektedir (Aksoy
1994). Kulugka siirecinde yumurtanin kaybettigi su miktar1 kulucka makinesindeki
nem seviyesi ile siki iliskilidir. Kulugka makinesindeki nem seviyesinin normalden
yiiksek olmast durumunda yumurta i¢indeki suyun buharlagmayla kaybi diisiik

diizeyde olacagindan hava kamarasi kii¢iik, embriyo ise normalden daha iri ve



O0demli olacaktir. Boyle civcivlerin solunumu gii¢cleseceginden, kabugu kirmasi da
zorlagir. Makine i¢i nem seviyesinin normalden diisiik olmasi durumunda ise
buharlasma hizli ve yiiksek diizeyde olacaktir. Bu durum, normalden kiiciik
civcivlerin olusumuna ve kabuk alti Sliimlerin artmasina yol agacagindan sonug
olarak her iki durumda da kulucka randimani 6nemli oranda diisecektir (Anom

20094a).

Kulugka siirecinde yumurtalarin su kayiplarinin normal smirlar icinde
tutulabilmesi i¢in kulucka makinesi i¢ ortaminin roélatif rutubeti %50-60 (1slak
termometre; %85-87) arasinda olmadir. Makinenin ¢ikis bolmesinde rolatif rutubetin
biraz daha yiiksek olmas1 uygundur. Yirmi ve 21. giinlerde rolatif rutubet %75 (1slak

termometre; %90-94) civarinda olmalidir (Aksoy 1994).

1.1.4. Havalandirma

Embriyonik gelisim siirecinde kabuktaki porlar vasitasiyla oksijen yumurta
icine girerken, karbondioksit disar1 ¢ikar. Bu sayede embriyonun geligirken ihtiyag
duydugu temiz hava saglanmis olur. Basarili bir kulugkada makine havasindaki
oksijen oraninin normal sinirlar arasinda tutulmasini saglamak i¢in havalandirma ¢ok
onemlidir (Anom 2009b). Normal havanin CO, orami yaklasik olarak %0,5’tir.
Makine havasinin CO, oraninin %1,5-2’yi asmasi embriyonik oliimlere neden
olurken, kuluckanin 21. giiniinde makinedeki karbondioksit oranmin 9%0,54’den
biraz yliksek olmasinin, civcivleri bir an 6nce yumurtadan ¢ikmak iizere uyarmasi

nedeniyle faydali oldugu 6ne siiriilmektedir (Aksoy 1994).

Kronik hipoksi, kuluckanin kritik safhalarinda embriyonik gelisimi
etkilemekte ve yapisal anomalilere yol acabilmektedir. Ayrica, olduk¢a hassas bir
kardiyovaskiiler sisteme sahip olan broyler civcivlerin kulucka sirasinda hipoksiye
maruz kalmalari; bu hayvanlar1 kulugka sonrasi yasamlarinda asites gelisimine

predizpoze hale getirebilmektedir (De Smit ve ark 2006).



1.2. Civcivlerde Ince Bagirsagin Morfolojik ve Fonksiyonel Gelisimi

Kulugkadan c¢ikan civcivler igin ¢ikistan 6nce karin bosluguna c¢ekilen
yumurta sarisi birka¢ giin i¢in yegane besin kaynagi olmakla birlikte, bu erken
donemde hayvanlar hizla gelismekte olduklarindan disaridan besin alimina da ihtiyag
duyarlar. Bu nedenle ¢ikis sonrast erken donem, lipidden zengin olan yumurta
sarisindan, karbonhidrat ve proteinden zengin olan dis besine gegisle karakterizedir
(Sklan 2001). Son yillarda broylerlerin kesim yasi azalirken, saridan dis besin
alimima geg¢is siiresi giderek daha fazla 6nem kazanmustir (Geyra ve ark 2001).
Disardan alinan besinlerin etkin bir sekilde kullanilabilmesi ise bagirsaklarin yapisal
gelisim ve fonksiyonel matiirasyonuna siki sikiya baglidir. Besinlerin sindirim ve
emilimi ile iskelet kas1 gibi hizli gelisip biiyiiyen dokularin yapisina katilabilmesi
direkt olarak bagirsak epitelinin fonksiyonel kapasitesine baghidir. Optimal kas
gelisimi ve sonucta optimal diizeyde et verimi elde edebilmek ic¢in enterositlerin
gelisim, fonksiyonel matiirasyon ve performanslarini maksimuma ¢ikarmak

gereklidir (Uni 2006).

Disardan alinan besine hizli gegise uyum saglamak i¢in, civciv ince bagirsagi
hem kulugkanin sonuna dogru ve hem de ¢ikis sonrasi ilk giinlerde Onemli

morfolojik, molekiiler ve fonksiyonel degisikliklere ugrar (Uni 2006).
1.2.1. ince Bagirsagin Yapisal Gelisimi

Bagirsak epitelinin yapisal gelisimi ve fonksiyonel matiirasyonu, hem spesifik
genlerin programli ekspresyonu ve hem de epitelyal ve mezensimal etkilesimler ile
hormonal etkilere bagli olarak epigenetik etkilesimlerle ger¢eklesmektedir (Dauga ve

ark 1990).

Omurgalilarda sindirim sistemi organlarinin epiteli endodermden, bag dokusu
ise splanchnic mezodermden koken alan mezensimden gelismektedir. Tavuk
embriyosunda, sag ve sol splanchniyopleuralar orta hatta archenteron etrafinda
boydan boya kaynasarak kulugkanin 2-3. giinlerinde kraniyo-kaudal dogrultuda
uzanan tiip seklinde bir kanal, yani ilk bagirsak boslugunu olustururlar. Kuluckanin
besinci giiniinde sindirim kanali 6zafagus, kursak, glandiiler mide ve muskuler mide,

ince ve kalin bagirsaklarla allontois olarak bdliimlenmeye baslar. Gelisme



ilerledikce, her organin epitel ve mezensimi tedricen farklilagarak organa spesifik
ozellikler kazanir. Ozafagus epiteli gok katli yass1 bir 6zellik kazamirken, glandiiler
mide epiteli mezensimal doku igerisine invagine olarak glandiiler yapilari
sekillendirir ve bez epitel hiicreleri kuluckanin 9. giiniinden itibaren tavuk
embriyonik pepsinojen genini (ECP) eksprese etmeye baslar. Muskuler mide epiteli
mukus salgilayan basit bezleri sekillendirir. Ince bagirsak epiteli de alttaki
mezengimle birlikte villuslar1 olusturarak siikraz gibi bazi fir¢a kenar enzimlerini

salgilamaya baglar (Hiramatsu ve Yasugi 2004 ).

Bagirsak duvarmi olusturan tunika muskularis’in i¢ sirkiiler kas katmani
kulugkanin 11. giiniinden 6nce sekillenmis durumdadir ve kuluckanin 16. giiniinde
bolgedeki mezensimin geri kalani, dis longitudinal kas katmani ile muskularis

mukozaya farklilagir (Sabatakou ve ark 2003).

Tavuk embriyosunda villuslarin sekillenmesi sirasinda gergeklesen erken
donem olaylari, 1902 yilinda Hilton tarafindan tanimlanmistir. Alt1 giinliik embriyo
duodenumu, yalanci ¢ok kath epitelin sinirlandirdig1 dar limenli bir tiip halindedir
(Mamajiwalla ve ark 1992). Embriyoda belirgin villuslarin olusumundan o6nceki
epitel hiicreleri kiibik sekillidirler ve epitel, duodenumun boyuna eksenine paralel
seyreden previllus kivrimlarini olusturmak iizere katlanir. Villus olusumu senkronize
bir tarzda degil, iki ardisik safthada gerceklesmektedir. ilk safha kulugkanmn 13.
giiniinde tamamlanmakta ve bu sathada 16 previllus kivrimi olusmaktadir. Bu
sathada olusan kivrimlar oldukga tiniformdur ve sonraki gelisimleri de eszamanli
devam eder. Kuluckanin 14 ve 16. giinleri arasinda, ilk sathada olusan previllus
kivrimlart tim uzunluklar1 boyunca oldukca diizenli zikzaklar seklinde katlanir.
Onyedinci giinde her bir zikzagin kosesinde lokalize olan kivrimlarin tepesindeki
hiicre popiilasyonunun c¢ogalmasiyla belirgin villuslar sekillenmeye baslar.
Onsekizinci giinde hiicrelerdeki bu ¢ogalma her bir zikzagin uzunlugu boyunca
yayilir ve 19. glinden sonra villus taslaklar1 ¢ikis sonrasi karakteristik goriintimleri
olan parmak benzeri sekillerini kazanirlar. ikinci satha kuluckanin 16. giiniinde
baslamakta ve c¢ikisi takiben 4. giinde tamamlanmaktadir. Bu safthada olusan
villuslar, previllus kivrimlarimin aralarindaki bagirsak duvarindan dil benzeri
olusumlar halinde gelisirler. Ikinci safhada olusan villuslar da hizla geliserek 19.

giinde belirgin sekillerini kazanirlar. Cikista; ikinci sathada gelisen villuslarla, birinci



safhada gelisen villuslar arasindaki tek fark boylaridir ve ikinci sathada gelisen
villuslar daha kisadir. Bununla birlikte, bu fark da ¢ikistan sonraki 4. giinde ortadan

kalkar (Grey 1972, Sabatakou ve ark 2003).

Uni ve ark (2003a), kulugkanin 17. giinlinde jejunumda villuslarin farkl sekil
ve biiyiikliikte olan iki gelisim asamasinda olduklarini bildirmislerdir. Villuslardan
biiylik olanlarin armut sekilli, kiiclik olanlarin ise daha dar ve roket sekilli oldugu,
18-19 giinliik embriyolarda bu iki gelisim asamasindaki villuslarin sekillerini ve
dagilim oranlarin1 koruyarak boylarinin uzadig: ifade edilmistir. Ayrica arastiricilar
(Uni ve ark 2003a), 19 giinliik embriyoda mevcut olan villuslarin bazalinde
tomurcuklanmalar oldugu ve bu tomurcuklarin hizla geliserek tiim villuslarin

%30 unu olusturan yeni bir villus serisi olusturduklarini bildirmislerdir.
1.2.2. Gelisen ince Bagirsakta Kript Olusumu, Enterosit Proliferasyonu ve Gogii

Bagirsak epitelinde, kriptlerdeki proliferatif hiicreler devamli ¢ogalip
cogunlukla enterositlere olmak iizere faklilagsarak villuslarin tepesine dogru goc
ederler. Bu goO¢ esnasinda yaslanan enterositlerin villus tepesinden liimene
dokiilmeleri sonucu bagirsaklarda siirekli bir yenilenme siireci gerceklesir.
Kriptlerden villus tepesine dogru gergeklesen bu gdg siirecinde hiicreler farklilagsarak

sindirim, emilim ve miisin sekresyonu fonksiyonlarini kazanirlar (Uni 2006).

Enterosit proliferasyon alani ve enterosit go¢ oranlar1 omurgalilar arasinda
farklilik gosterir. Cogu memelide proliferasyon, villuslarin bazalindeki kriptlerle
sinirlidir.  Villuslarin apeksine dogru go¢ eden hiicreler fonksiyonel bakimdan
Ozelleserek boliinme yeteneklerini kaybederler. Bununla birlikte, amfibi ve
kaplumbaga gibi asagi omurgalilarda, proliferasyon mukozal kivrimlar arasinda
gerceklesir ve yiiksek yapili omurgalilardaki kadar belirgin proliferasyon bolgesi
bulunmaz. Cogu memelide, ince bagirsak kriptleri prenatal déonemde diiz seyirli
intervillus epitelinden gelisir. DNA sentezi ve hiicre proliferasyonu dogumdan 6nce
villuslarin tiim uzunlugu boyunca yayginken, dogumdan sonra kript bolgesinde
sinirlanir (Uni 2006). Kanatlilarda ise ¢ikis giinii ince bagirsagin hemen hemen tiim
enterositleri proliferatiftir; zamanla, proliferatif hiicrelerin oran1 hizla azalir ve ¢ikis

sonras1 2-3. giinlerde kriptlerde yaklasik %50’ye ulasir. Ilging bir sekilde, ¢ikis



sonras1 10. giine kadar proliferatif hiicreler kript bolgesinde sinirlanmazlar ve villus

boyunca mevcutturlar (Uni ve ark 1998b).

Kuluckadan yeni ¢ikan civcivlerde, villus basia nispeten az sayida hiicre
iceren tek bir kript gozlenir. Bu donemden sonra kript sayisi, mevcut kriptlerin
dallanmasiyla artar ve ayn1 zamanda kript bolgesinde hiperplazi gerceklesir. Cikistan
4-5 giin sonra, kript gelisim hiz1 yavaslar ve ¢ikis sonrasi ikinci haftanin sonunda

villus bagina 3-4 kript gozlenir (Uni ve ark 2000, Geyra ve ark 2001).

PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen): PCNA; 36 kD agirliginda
sadece hayvan hiicrelerinde degil ayn1 zamanda bitki hiicrelerinde de bulunan hiicre
siklusu ile ilgili niikleer bir proteindir (Avunduk ve ark 2000). DNA sentezini
katalize eden, DNA tamirinde yer alan DNA polimeraz delta’nin kofaktorii
PCNA’nin sentezi hiicre siklusunun ge¢ G1 fazinda baslayarak orta-ge¢ S fazinda en
yiiksek degere ulagmaktadir. Bu nedenle PCNA proliferatif hiicrelerin taninmasinda

yaygin olarak kullanilmaktadir (Sen ve ark 2002).

1.2.3. Bagirsak Mukozasinda Sindirim ve Emilim Fonksiyonlarinin Gelisimi

Tavuk embriyosunda bagirsagin fonksiyonel gelisimi memelilerden 6nemli
derecede farklidir. Kanatlilarda ¢ikis sonu erken donemde dahi sindirim sisteminin,
kompleks karbonhidratlar1 sindirebilecek maturasyona sahip olmasi gereklidir (Uni
ve ark 2003a). Bagirsagin mukoza katmaninin ¢ikis 6ncesi donem boyunca hizla
degistigi gozlenir ve ¢ikistan 2 giin 6nce embriyonik bagirsak disakkaritler ve kisa
peptidleri sindirebilme ve emebilme kapasitesine sahiptir. Fonksiyonel 6zelliklere
sahip olan fir¢a kenar proteinlerinin ekspresyon ve lokalizasyonlarinda olusan biiyiik
degisiklikler ¢ikis sonrasi karbonhidrat ve proteinden zengin beslenme doénemi icin

bir ¢at1 hazirlar (Uni 2006).

Tavuk embriyosunda pankreatik enzimlerden karboksipeptidaz ve
kimotripsinin spesifik aktiviteleri kulugckanin 16. giiniinden itibaren tedricen artar ve
cikistan sonra 2. giinde maksimum diizeye ulasir. Kuluckanin 18. giinlinde tespit
edilen pankreatik o-amilaz aktivitesi maksimum diizeye ¢ikistan sonra 4. giinde
ulagirken (Marchaim ve Kulka 1967), ¢ikis dncesinde yumurta sarisinin sindiriminde

aktif olan pankreatik lipaz aktivitesi ise dogrusal olarak artar ve ¢ikis sonrasi 16.



glinden sonra sabitlenir (Noy ve Sklan 1998). Besin makromolekiillerinin liiminal
sindirimine ilaveten; biyokimyasal sindirimin son safhasi, enterositlerin firga
kenarindaki membran enzimleriyle gergeklestirilir. Bu enzimler disakkaridazlar,

peptidaz ve fosfatazlardir (Semenza 1986).

Karbonhidratlarin = sindirimi hem ince bagirsak liimeninde hem de
enterositlerin firga kenarinda gergeklesmektedir. Pankreatik a-amilaz yemle alinan
nisastay1 oligosakkaritlere ve alfadekstrinlere hidrolize eder. Disakkaritlerin hidrolizi
gibi bu fiiriinlerin son sindirimi de firga kenardaki disakkaridazlarla gergeklestirilir
(Chotinsky ve ark 2001). Kuluckadan yeni ¢ikan civcivler ve hatta c¢ikistan dnce
tavuk embriyolar bir firca kenar enzimi olan siikraz-izomaltazla (SI) disakkaritleri
hidrolize edebilme kapasitesine sahiptirler. Cikistan hemen once hizla artan SI
ekspresyonu c¢ikistan sonra da artmaya devam eder. Cikis Oncesi ekspresyon ilgi
¢ekicidir, clinkii intestinal enterositler heniiz karbonhidratlara maruz kalmamuslardir.
Bu durum, memeli ve kanatlilarda SI ekspresyonunun indiiklenmesinde rol alan cdx
homeobox geni aktivitesine baglanabilir (Uni 2006). Nitekim, Sklan ve ark (2003)
cdxA mRNA ve cdxA protein ekspresyonunun kulugckanin 15. giiniinden itibaren

cikisa kadar arttigini bildirmislerdir.

Glukoz transferazlardan biri de sodyum-glukoz transferaz-1’dir (SGLTI).
Gelismekte olan tavuk embriyosunda, SGLT1 mRNA ekspresyonu kulugkanin 19.
giiniinden 6nce gozlenmemekte, bu donemde ani bir yiikselisle en yiiksek seviyeye
ulagmaktadir. Cikis giinii azalan ekspresyon diizeyi c¢ikistan sonra karbonhidrat
alinmasiyla birlikte, 7. gline kadar az miktarda artar. Bu durum, ¢ikisa yakin
donemde bagirsak liimeninde sodyum iyonu bulunmadigi halde hidrofobik
Ozellikteki yumurta sarisinin bulunmasiyla aciklanabilir. Gelisimde SGLT-1’in
ekspresyon sekli SI’dan biraz farklidir. Cikistan sonra kisa bir siire i¢inde ekzojen
karbonhidratlar1 asimile etmek zorunda olan civciv, ge¢ embriyonik donemde hem SI
hem de SGLT mRNA eksprese eder. Cikis sonrasi donemde civcivin ekzojen
karbonhidratlar1 sindirebilme kabiliyeti hizla artmakla birlikte, mevcut SGLT1 ile

glukoz emilimi sinirlt diizeyde gergeklesebilmektedir (Sklan ve ark 2003).

Protein sindiriminde 6nemli rol oynayan fir¢a kenar enzimi aminopeptidazdir
(AP). Bu enzimi kodlayan genler kuluckanin 15. giiniinden itibaren ¢ikisa kadar

nispeten yliksek diizeyde (SGLT ve SI genleriyle karsilastirildiginda) eksprese edilir



(Uni 2006). Uni ve ark (2003a), ilk kez kuluckanin 17. giiniinde diisiik diizeyde
belirledikleri AP mRNA ekspresyonunun 19. giinde yiikseldigini, ¢ikis giliniinde ise
azaldigimi bildirmislerdir. AP aktivitesi kulugckanin 15. giiniinden itibaren giderek

artmaktadir.

Bagirsaklardan emilimin gerceklesebilmesi icin liimende sodyum iyonu
bulunmasi gereklidir ve bir kez emilen sodyum, iyonik dengenin korunmasi i¢in
enterositten  uzaklastirilir.  Sodyum  transportu, enterositin  bazolateralinde
Na'/K'ATPaz pompasi vasitasiyla gerceklesir (Uni 2006). Jejunumda ATPaz’in
mRNA ekspresyonu kulugkanin 15. giinlinden itibaren belirlenmistir. Ondokuzuncu
giinde biiyiik bir artig gosteren ATPaz’in mRNA ekspresyon hizi ¢ikis giinii azalirken

ATPaz enzim aktivitesi 15. giinden itibaren tedricen artmaktadir (Uni ve ark 2003a).

Fosfataz grubu enzimler, fosforik asit esterlerinin hidrolitik parcalanmasini
katalizleyen enzimlerdir. Optimum aktivite gosterdikleri pH derecesine gore asit
fosfatazlar (ACP’ler) ve alkalen fosfatazlar (ALP’ler) olmak iizere ikiye ayrilirlar.
ALP’ler alkali pH’da maksimum aktivite gdsteren ¢cok sayida enzimi kapsamaktadir.
ALP’lerin bol bulundugu doku ve organlar; karaciger, ince bagirsak, pankreas,
kemik, tiroid bezi, plasenta, meme bezi, dis minesi ve tubulus seminiferuslardir
(Uzunoglu 1998). Fir¢a kenarda lokalize olan intestinal ALP kolesterol, lipid,
vitamin D, kalsiyum, aminoasit ve glukoz absorbsiyonu gibi emilim olaylariyla
alakalidir. Oldukga stabil olan ALP aktivitesi bu 6zelligi nedeniyle mukoza epiteli
yilizey kondisyonunun bir gostergesi olarak kabul edilmektedir (Gu ve ark 2002).
Yapilan c¢aligmalar, tavuk embriyosunda bagirsak epitelinin kulugkanin 8. giiniine
kadar ALP aktivitesinden yoksun oldugunu ve 9. giinden 17. giine kadar
duodenumda yavas yavas ALP sentezinin basladigini gostermektedir (Moog 1944,
1950).

Genelde kulugkanin 19. giiniinde, enterositlerin apikal ve bazolateral
yiizlerinde lokalize olan sindirim enzimleri ve transferazlarin mRNA diizeyleri
kulugkanin 15. ve 17. giinlerindeki diizeylerine goére dnemli dlgiide artmakta ve gen
ekspresyonundaki bu yiikselisi ¢ikis giiniinde bu enzimlerin biyokimyasal
aktivitelerindeki artis izlemektedir (Uni 2006). Kuluckanin 19. giintinde goézlenen
enzim ve tastyicilarin RNA ekspresyonlarindaki biiytlik artis yeni bir villus serisinin

gelisimiyle aym1 zamana rastlamaktadir. Villus sayist ve boyundaki artis RNA
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ekspresyonundaki artisa katkida bulunmakla birlikte, bu artisa baska faktorler de
neden olmaktadir. Memelilerde gastrointrestinal kanalin prenatal doénemdeki
gelisiminde bazi sistemik ve liiminal faktorlerin de rol aldigi bilinmektedir. Bunlar
arasinda glukokortikoidler ve amniotik sividaki diger biiyiime faktorleri ile
hormonlar enterosit farklilagmasi lizerinde 6nemli etkiye sahiptirler. Benzer sekilde
kanatlilarda da amniotik sivi embriyo tarafindan yutulmakta ve amnionla yumurta
sarisindaki faktorler bagirsagin gelisimini etkilemektedir (Uni ve ark 2003a). Cikis
sonrasi ilk haftanin sonundan itibaren, bagirsagin birim kiitlesi basina diisen mukozal
enzim aktivitesi villuslardaki enterosit sayisiyla yakindan iligkilidir. Enterositlerde
eksprese edilen enzim miktarinda yagla beraber 6nemli bir degisiklik ortaya

cikmadigr bildirilmistir (Uni 2006).
1.2.4. Kadeh Hiicrelerinin Gelisim ve Fonksiyonu

Intestinal kanal epiteli bir mukus katmam ile kaplidir ki, bu katman liiminal
icerik ve epitel hiicreleri arasinda yerleserek koruma, kayganlastirma ve transport
islevi goren bir ortam olarak ig goriir. Mukus katmaninin ¢ogunlugunu, kadeh
hiicrelerince sentezlenen ve salgilanan miisin glikoproteinleri olusturur. Mukus
katmaninin diger 6geleri su, ¢esitli serum ve seliiler makromolekiiller, elektrolitler,

mikroorganizmalar ve dokiilen hiicrelerdir (Uni 2006).

Mukus katmaninin korunmasi i¢in miisin liretiminden sorumlu olan kadeh
hiicreleri  kriptlerin bazalindeki pluripotent kok hiicrelerden yada oligomukus
hiicreleri olarak bilinen hiicrelerden kdken alirlar (Uni 2006). Bu hiicreler 2-3 giinliik
bir siirecle villus ucuna dogru go¢ ederek buradan liimene dokiiliirler. Bu nedenle

kadeh hiicreleri kisa dmiirliidiirler ve siirekli yenilenirler (Uni ve ark 2003b).

Miisinler, jel formunda (gel-forming), ¢oziinilir (soluble), membrana bagl
(membrane-bound) olmak iizere li¢ farkli ailede siiflandirilirlar. Jel formundaki
miisinler viskoelastik 6zellik gostermeleri ve yiiksek oranda karbonhidrat
icermeleriyle karakterizedirler. Miisin glikoproteinleri; uzunluklari, bilesimleri,
dallanma durumlar1 ve peptid omurgasina bagli oligosakkarit zincirinin siilfatasyon
ve asetilasyon derecesindeki farkliliklara bagli olarak yiiksek derecede heterojenite
gosterirler (Smirnov ve ark 2004). Asit ve nétral alt tipleri bulunan miisinler aym

zamanda siilfatli ve non-siilfath gruplariyla ayirt edilirler. Miisin molekiilleri kadeh
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hiicrelerinden salgilanmadan 6nce membranla ¢evrili iri graniillerde toplanir ve
kadeh hiicresinin apikal ylizeyinden ya ekrin sekresyonla veya bilesik ekzositozla

salgilanirlar (Forstner ve ark 1995).

Miisin tipi glikoproteinin birgok bakteri tiirlinlin agregasyonuna yol agtig1 ve
patojenik bakterilerin bagirsak epiteline tutunmasini engelledigi diigiiniilmektedir. Bu
nedenle mukus katmani, enfeksiyon ve yangi cevaplarini diizenleyen viicudun dogal
savunma mekanizmasinin &gelerinden biridir (Allen ve ark 1993). Mukus
katmaninin, epiteli ¢esitli patojenlerden koruma ve besin emilimine katilma yetenegi
miisin molekiillerindeki yiiklii gruplarin mevcudiyeti ile alakalidir. Civcivlerde
beslenme lizerinde uygulanan bazi manipiilasyonlarin (6rnegin misira dayali diyetle
beslenme), ince bagirsagin miisin tipi profilini degistirdigi belirlenmistir (Smirnov ve
ark 2004). Tavuk ve hindilerde yapilan ¢alismalar; besleme kosullari, diyet bilesimi
ve mikrobiyal floranin ince bagirsagin miisin dinamiginin farkli parametrelerini

etkiledigini gostermektedir (Smirnov ve ark 2004, 2005).

Miisin genleri sitokinler, bakteriyel {iriinler ve biiylime faktorleriyle
transkripsiyonel seviyede regiile edilirler. Miisin biyosentezi ayni zamanda; oncii
hiicrelerin olgun kadeh hiicrelerine farklilasmasini etkileyen, glikozilasyon ile
protein sentezi silireglerini ayiran ve protein sentezini etkileyen a¢ kalma, koti
beslenme gibi olumsuz kosullarla diger bazi ajanlardan etkilenmektedir. Mukus
katmani, liiminal icerik ve bagirsagin emilim yiizeyi arasinda bir bariyer oldugu gibi
mukozal yiizeyi lakzatifler ve safra tuzlar1 gibi ekzojen ve endojen irritanlara karsi
korumaktadir. Bu bariyerin 6zelliklerindeki degisiklikler hem diyetsel ve hem de
endojen makromolekiillerle iyonlarin emilimini etkilemektedir (Smirnov ve ark

2004).

Civciv ince bagirsaginda miisin iireten hiicrelerin gelisiminin incelendigi bir
calismada (Uni ve ark 2003b), kuluckanin 18. giiniinde sadece asidik miisin i¢eren
kadeh hiicreleri belirlenmistir. Miisin gen ekspresyon analizi, kulugkanin 17.
glinlinden c¢ikis sonrasi 3. giline kadar siirekli bir ekspresyon artisi oldugunu
gostermektedir. Miisin mRNA diizeyindeki bu artis, kulugckanin son safhasindan
itibaren ¢ikis sonrasi ilk hafta boyunca meydana gelen kadeh hiicresi sayisindaki
artisa paraleldir. Western-blot analizi, en diisiik miisin miktarinin duodenumda

oldugunu gostermektedir (Smirnov ve ark 2004).
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1.2.5. Enteroendokrin Hiicreler

Sindirim sisteminde gastrointestinal (GI) kanalin hemen biitiin bdliimlerinin
mukozasi i¢ine dagilmis, degisik peptidler iireten, farkli hiicre tiplerinin olusturdugu
entero-endokrin sistem vardir. Bu nedenle mide-bagirsak mukozasi, viicudun en
biiylik endokrin organi olarak kabul edilebilir. Farkli hiicrelerin salgiladigi c¢ok
sayidaki enterohormon; mide bagirsak mukozasi, karaciger ve ekzokrin pankreasin
sekresyonunu, bagirsak duvarindaki kaslarin  hareketliligini ve mukozanin
kanlanmasini diizenler. Enteroendokrin hiicreler sekretin, gastrin, kolesistokinin gibi
bazi gercek peptid hormonlar iiretirler. Enteoendokrin hiicre sistemindeki lokal
hormonlarin ¢ogu ince bagirsaklardan, ozellikle de duodenum mukozasindan
salgilanirlar. Mide-bagirsak mukozasinda degisik tipte enteroendokrin hiicreler
bulunur. Bu hiicreler viicutta bir ¢ok yerde bulunan APUD (Amine Precursor Uptake
and Decarboxylation) hiicrelerin bir bolimiinii olustururlar. Enteroendokrin
hiicrelerden baska adren medullasindaki kromaffin hiicreler, tiroidde C hiicreleri
(parafolikiiler hiicreler), pankreasin tiim endokrin hiicreleri, enterokromaffin hiicreler
(sar1 hiicreler yani bazal graniillii hiicreler), hipofizde adrenokortikotropik hormon
(ACTH) salgilayan hiicreler, mast hiicreleri APUD hiicre grubuna aittir (Tanyolag
1999).

Diffiiz néroendokrin hiicre sistemi (DNES) ilk olarak 1938’de Feyrter
tarafindan tanimlanmistir. Pearse 1969 yilinda, noéroendokrin hiicrelerin amin
oncillerini alarak dekarboksile etme 6zelliklerini tanimlamis ve APUD hiicreleri
kavramini ortaya atmistir. Ayrica ayni arastirici bu hiicrelerin krista noralisten koken
aldigini ileri slirmiistiir. Bu hipoteze bazi arastiricilar karsi ¢ikmis ve embriyonik
hiicre izleme teknikleriyle APUD hiicrelerinin endodermal kok hiicrelerden kdken
aldiklarini ileri stirmiiglerdir. Bu hiicrelerin embriyonik kokeni giinlimiizde hala
tartismalidir. Bugilin ¢ogu arastirici, enterokromaffin hiicrelerin lokal mukozal kok

hiicrelerden koken aldigina inanmaktadir (Gustafsson 2005).

Gastrointestinal endokrin hiicreler iizerinde yapilan ¢alismalar embriyolojide
hala onemli bir yer tutmaktadir. Gastrointestinal hormonlarin yapildigi anatomik
birimler olan gastrointestinal endokrin hiicrelerin yogunlugundaki degisiklikler, bu
hormonlarin tiretimdeki degisimi yansitir (Ku ve ark 2005). Kanser (Scanziani ve ark

1993, Ku ve ark 2005), gastritis (Belaiche ve ark 1993) gibi bazi hastaliklarda
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gastrointestinal endokrin hiicrelerin dagilim ve sayilarinda 6nemli degisiklikler tespit
edilmis ve ebrotidin (Romero ve ark 1996), omeprazol (Delwaide ve ark 1993) gibi
ilaglarin uzun siire kullanimlarinin  bu hiicrelerin hiperplazisine yol agtig1
bildirilmistir. Ayrica Ku ve ark (2004a,b) overyektomize osteoporotik ratlarda
enteroendokrin hiicrelerde 6nemli azalmalar meydana geldigini belirtmislerdir.
Beslenme aligkanliklarinin da gastrointestinal endokrin hiicrelerin dagilim ve

sikliginda degisime yol agtig1 diisiiniilmektedir.

GI endokrin hiicreler iki grupta siiflandirilmislardir. Yuvarlaktan kiiremsi
sekle kadar degisen sekle sahip kapali tip (round to spherical shaped closed type)
hiicreler midede lokalize olurken, kiiremsi sekilden ig sekline kadar degisen sekle
sahip agik tip (spherical to spindle shaped open type) hiicreler bagirsaklarda lokalize
olmaktadir (Ku ve ark 2004a).

Kanath sindirim sisteminde varligi ilk tespit edilen endokrin hiicre tipi,
graniilleri krom tuzlariyla boyanan enterokromaffin hiicrelerdir. Graniillerinin
elektron mikroskobik yapilar1 dikkate alinarak enterokromaffin hiicrelerin bir¢ok alt
tipi tammmlanmustir. Son yillarda yapilan immiinohistokimyasal c¢alismalarla
somatostatin, pankreatik polipeptid (PP), polipeptid YY, glukagon, sekretin,
vazoaktif intestinal peptide (VIP), gastrin, kolesistokinin, norotensin, bombesin,
substans P, enkefalin, motilin benzeri peptidleri salgilayan hiicre tipleri
belirlenmistir. Cogu hiicre bezli midenin antrumunda lokalize olurken, kursak ve
ince bagirsakta da ¢ok sayida endokrin hiicre bulunur. Taslik, sekum ve kolonda ise
cok az sayida endokrin hiicre vardir. Bu hiicrelerden glukagon, VIP, sekretin,
bombesin, noérotensin, ve PP izole edilmistir. Gastrointestinal endokrin hiicreler
embriyonik gelismenin ge¢ doneminde ortaya ¢ikarlar; nitekim immiinohistokimya
veya elektron mikroskopide kulugkanin 16. giiniinden 6nce c¢ok az sayidaki tipi

tanimlanabilmektedir (Rawdon 1984).

Glmis tuzlari, histoloji ve histopatolojide ¢esitli hiicre tiplerinin ve doku
komponentlerinin, kalsiyum depolar1 ve agir metallerin identifikasyonunda yaygin
olarak kullanilmaktadir. Ayrica niikleolar organizer bdlgelerin (NOR) ve mitotik
figlirlerin belirlenmesinde de giimiisleme teknikleri kullanilmaktadir. Sindirim
olaylarinda 6nemli roller {istlenen ve gastrointestinal kanalin timiinde yaygin olarak

bulunan endokrin hiicrelerin belirlenmesinde de klasik giimiisleme yontemlerinin ¢ok
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elverisli oldugu bildirilmektedir (Grimelius 2004). Bu hiicrelerden amin igerenlerin
saptanmasinda argentaffin, polipeptid icerenlerin belirlenmesinde ise argirofil
boyama yontemlerinin uygun olacag ileri siiriilmektedir. Bu histokimyasal 6zellikler
ile salgilama periyotlar1 ve buna bagl olarak graniiler icerikleri esas alinmak
suretiyle argenatffin ve argirofil hiicrelerin DNES i¢inde farkli iki APUD hiicre
oldugu ya da bir APUD hiicrenin argentaffin ve argirofil faz olarak degerlendirilen
iki donem ge¢irdigi ileri siirlilmektedir. Cinar (1994), argentaffin (+) reaksiyon
gosteren hiicrelerin ayn1 zamanda argyrophil reaksiyonu da pozitif olarak
gostermesinin bu hiicrelerin farkli tipte hiicreler olmayip amin ve peptid igeriklerine

bagl olarak argentaffin ve argirofil donem gecirdiklerini bildirmistir.

Argentaffin reaksiyon tek asamali bir prosediirdiir. S6z konusu hiicredeki
proteinler giimiis soliisyonundaki giimiis iyonlarmi tutar ve bu iyonlar1 metalik
giimiise indirgerler. Argirofil reaksiyon ise iki asamada gerceklesir. Oncelikle giimiis
soliisyonuna muamele edilen kesitlerin daha sonra eksternal bir indirgeyici sollisyona

muamele edilmesi gerekir (Grimelius 2004).
1.3. Strese Hiicresel Yanit

Hiicre, stresin yol actig1 hasara karsi iki sekilde yanit verir; 1. inflamasyona
yol agmadan hasarli hiicrelerin uzaklastirilabilmesi i¢in apoptozis yoluyla 6liime
gider, 2. yasamini siirdiirebilmek icin apoptozisten kurtulmasini kolaylagtiran ya da
hasar1 6nleyen 1s1 soku yaniti, yani stres yanitiyla karsilik verir (Sekil 1.1 ve 1.2). Bir
hiicrenin bu iki yoldan birine yonlenmesinin o hiicrenin kaderini belirlemesi yaninda

stresin biyolojik sonuglar1 tizerinde de 6nemli etkileri vardir (Beere 2004).

Aminoasit  carpect
anzloglan  radikaller  Agir metaller

] Enerji metabolizmasi inhibitdrleri
Isi Soku ¥ _+ - fi -
S o
s (‘ HSF 5 FATOFIZYCLOJIK DURUMLAR
i X 5y -Ates we inflamasyon
{ P '( ) i, - lskemi
# '-. o “Anti-necplastik kimyzsallar
I HeE , SViral ve bakteriyel
I'l b - - f enfeksiyonlar
1 S S FTNEATSHOCK S -Doku Hazan
PROTENS -
g el S g S~.0n kegenler
ok e Ji :
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Sekil 1.1. Is1 soku yanitini tetikleyen kosullar (Morimoto 1998).

15



Hucreyi etkileyen stres
faktdrleri; sicakhk, RCSE, agir
metaller, etil alkel,
radyasyon, vs.

il W . |." . Glimden kurtulug ./_-,I ] Y

f .‘.‘: A — f ‘l"' ctres yaniti
il Hep .-_o ‘_-.“-__.

AR Y

o

Apoptozis

PR
Nekrozis

Sekil 1.2. Stres faktorlerinin hiicre lizerindeki etkileri. Diigiik siddetteki stres, 1s1 soku proteinlerinin
hizla indiiksiyonunu saglayarak stres yanitin1 aktive eder ve Hsp artisiyla, termotolerans yaninda
oliime direng gelisir. Stres ortadan kalktiginda ise hiicre normal aktivitelerine geri donebilir. Stres
siddetlenirse, hasarli hiicre apoptozis mekanizmasini aktive ederek 6liime gider. Bununla birlikte, cok
ani ve asir1 derecede strese maruz kalan bir hiicrede, apoptotik mekanizma ortadan kalkar ve hiicre
nekroza ugrar (Samali ve Orrenius 1998).

1.3.1. Apoptozis

Hiicre oliimi; apoptozis, nekrozis veya nekrobiyozis yollarindan biriyle
gergeklesir. Nekrozis, hiicrenin ani ve asirt derecede travma yada hasara maruz
kalmasiyla gergeklesen akut hiicre 6liimiidiir. Bu olay, hiicrenin sitosole iyon giris
¢ikis kontroliinli hizla kaybettigi pasif ve yikict bir siiregtir. Bu durumda hiicreye
giren fazla miktardaki su, hiicre ve organellerin asir1 sismesine neden olur ki, bu
durum enerji gerektirmeyen bir siire¢c sonunda sitolizle sonlanir. Olen hiicre
igeriginin ekstraseliiler alana sizmasi, lezyonlu bolgeye oncili inflamator hiicrelerin
infiltrasyonu ve sonucta inflamasyona neden olur. Bu durum daha sonra doku hasar1
veya komsu hiicrelerin 6liimiiyle bile sonug¢lanabilir. Apoptozis ise, hiicrenin kendi
Olimiinii gergeklestirmek i¢in sistematik olarak inaktive oldugu, yapisal ve

fonksiyonel komponentlerini vezikiillere ayirdig1 dogal bir siirectir (Hasslett 1992).
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Cizelge 1.1. Apoptozis ve nekrozisin karsilastirilmasi (Wyllie ve Duvall 1992, Giiger

ve Tinaztepe 2001).

Histolojik bulgular Apoptozis Nekroz

Hiicre Tek tek hiicre oliimii, apoptotik Hiicre sismesi, toplu hiicre Sliimii
cisimcikler sekillenir. gerceklesir.

Organeller Saglamdir. Hasarlidir.

Mitokondriyonlar Sisme, sitokrom-C sizmasi ATP’den yoksun, sismis,
gergeklesir. parcalanmuistir.

Hiicre zar1 Saglam, yiizeyde krater manzarasi, Yapisal bozulma, segici gegirgenlik
vezikiiller sekillenir. kontrolii kaybi olur.

Niikleus Kromatin  parcalannig  birimler Kromatin, normal dagilimini
halinde yada sapka bigiminde kaybetmistir ve kalin kromatin
yogunlasmis, niikkleolus dagilmustir. iplikleri halinde olup; nekrozun

piknoz, karyoreksis, karyoliz

asamalarindan biri goriiliir.

Yol agan nedenler ATP noksanligima yol agmayan ATP noksanligina yol agan anoksi,

fizyolojik ve patolojik durumlardir. achik,  fiziksel ve  kimyasal
travmalardir.

Doku etkileri Yangt yoktur, olusan vezikiiler Yangi vardir, ortamda dejenere
yapilar  komsu hiicreler ~ ve hiicre kalintilar1 bulunur ve bunlar
makrofajlar tarafindan fagosite edilir, fagositler tarafindan alinir. Yaygin
doku yapisinda kollaps meydana bir doku yikimi vardir.
gelmeksizin  hizli bir involiisyon
gergeklesir.

Apoptozis, multiseliiler organizmalarin  embriyonik gelisiminde ve

involiisyon evresi gegiren organlarda genetik olarak diizenlenen veya istenmeyen ya
da enfekte hiicrelerin selektif olarak ortadan kaldirilmasi sirasinda normal olarak
gergeklesir (Wyllie ve Duvall 1992). Apoptozis, doku ve organi olusturan hiicrelerin
yasam siklusu boyunca yapim-yikim dengesinin siirdiiriilmesini saglar. Ornegin
kemik iliginde hiicre tiretimi devam ederken, giinde yaklasik 5x10'' kan hiicresi
apoptozis yolu ile yok olmaktadir. Bagirsak epitel hiicrelerinin siirekli bigimde
yenilenmesi, memenin kuruya giriste involiisyonunda alveol epitel hiicrelerinin
Olimii ve menstruasyon sirasinda uterusun endometriyal hiicrelerinin 6lerek
uzaklagsmasi apoptozisle gerceklesir. Viriisle enfekte hiicreler ve DNA’s1 hasarh
hiicreler de bu yolla ortadan kaldirilir. Zira DNA’da meydana gelen mutasyonlar
kanser gelisimine neden olabileceklerinden, hasarli hiicrelerin apoptozisle 6liime
stiriiklenmesi kanser gelisiminin engellenmesi bakimindan biiyiik 6nem tagimaktadir.
Apoptozis, embriyonik gelisim esnasinda istenmeyen hiicrelerin yok edilmesinde de
rol alir. Ornegin bdcek ve amfibilerin metamorfozu esnasinda larva dokusunun
ortadan kalkmasini saglar. Memelilerde ise, parmaklar arasi perdelerin ortadan
kalkmas1 ve sinir sisteminin gelisimi sirasinda iretilen noronlarin %50’sinden

fazlasinin 6liimii apoptozisle gerceklesir (Erdogan ve Uzaslan 2003). Ayrica; 1s1
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soku, radyasyon, hipoksi, etanol ve agir metallere maruz kalma gibi stres
durumlarina yanitta apoptotik program aktive olabilir (Allan ve Harmon 1986, Dyson

ve ark 1986, Ohyama ve ark 1986, Lennon ve ark 1991).

Apoptozis; kesin karar, uygulama ve temizleme olmak {izere {i¢ sathaya
ayrilabilir. Karar sathasinda hiicre geri doniisii olmayan letal apoptotik uyariy1 alir.
Uygulama safhasinda; kromatin kondenzasyonu, sitoplazma biiziilmesi, hiicre
zarinda tomurcuklarin sekillenmesi, DNA fragmantasyonu ve apoptotik cisimciklerin
sekillenmesi gibi hiicre i¢indeki hizli degisiklikleri kapsar. Bu degisiklikler farkli
enzimlerin (proteaz, lipaz ve niikleaz) aktivasyonunun sonucudur. Son olarak,
temizleme safhasinda apoptotik cisimcikler 6zel makrofajlar (tingible body
macrophages, TBM) veya komsu hiicreler tarafindan fagosite edilir (Samali ve

Orrenius 1998).

Apoptozis niikleus, sitoplazma ve hiicre membranindaki morfolojik ve
biyokimyasal degisikliklerle karakterizedir. Apoptozisin en Ozgiin yoni, hiicre
DNA’sinin inter niikleozomal bdlgelerden yaklasik 180-200 kilobaz ¢ifti (kbp) veya
bunlarin katlart boyutunda DNA parcalar1 olusturacak sekilde parcalanmasidir. Bu
durum agaroz jel elekroforezinde merdiven goriintiisiiniin (DNA laddering, ladder
pattern) ortaya ¢ikmasina neden olur. Ama bu gorliniim hiicre tipine bagl olarak
degisebilir yada sadece 50 kbp uzunlugunda bir DNA fragmantasyonu da goriilebilir.
DNA’nin interniikleozomal bdlgelerde olugsan kirilmalar sonucu fragmanlara
ayrilmasi apoptozis i¢in karasteristik olmasima ragmen, biitiin hiicre tiplerinde
goriilmez (Wyllie ve Duvall 1992, Eastman 1993, Schwartz ve Osborne 1993, Binder
ve Hiddemann 1994, Bosman ve ark 1996, Ulukaya 2003). Interniikleozamal
bolgelerde kirlmalarin olusmasi, Ca™ ve Mg™ tarafindan aktive edilen spesifik
endoniikleazlar tarafindan gergeklestirilir. Bu enzimler ndétral pH’da aktivite
gosterirler. Zn™ iyonlar1 ise bu enzimlerin aktive olmasmi engeller. DNA
par¢alanmasi nekrozun gec¢ sathalarinda da belirlenebilir ancak olusan pargalar
gelisigiizel boyutlardadir ve jel elektroforezinde merdiven goriintiisiine yol agmazlar
(Binder ve Hiddemann 1994). Apoptotik hiicrede goriilen 6nemli degisikliklerden
biri de normalde plazma membraninin i¢ yiiziine doniik yerlesimli fosfotidilserin’in,
apoptozisin erken evresinde membranin dis yliziine bakacak tarzda yer

degistirmesidir (phosphatidylserine translocation). Bu degisim apoptotik hiicrelerin
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komsu hiicreler ve makrofajlar tarafindan tanimmalarim1 saglar (Abastado 1996,

Ulukaya 2003).

Apoptozis ve nekrozis arasindaki temel fark, meydana gelen hiicre 6liimiiniin
sonucunda yatmaktadir. Apoptotik hiicreler igeriklerini asla ekstraseliiler alana
sizdirmazlar ve fagosite edilmeden once genetik igeriklerini yikimlarlar. Biitiin bu
olaylar viriisle enfekte hiicreler ve aktive olmus zararli graniiller iceren sitotoksik T
lenfositlerin ortadan kaldirilmasinda biiyiilk 6nem tasimaktadir. Bu bakimdan
apoptozisin hiicre Oliimiinlin temiz bir yolu oldugu ifade edilmektedir (Abastado

1996).
Apoptozis Modiilatorleri

Apoptozis ¢ok sayidaki ve farkli mediator tarafindan diizenlenir. Bunlar
arasinda bazi iyonlar (kalsiyum), molekiiller (seramidler), genler (c-myc), proteinler
(p53) ve hatta organeller bulunmaktadir. Bazi mediatorler hiicre tipine O6zgiidiir,

bazilar1 da apoptotik stimulusun tipine gore farlilik gosterebilirler (Ulukaya 2003).

Kalsiyum Iyonu: Apoptotik siireg boyunca hiicre ¢ekirdegine (karyolenf)
stirekli kalsiyum girisi olur. Kalsiyum iyonlar1 endoniikleaz, proteaz ve doku
transglutaminazlarinin aktivasyonunda, gen regiilasyonunda ve hiicre iskeleti
organizasyonunda rol oynarlar. Fakat hiicreye kalsiyum girisi apoptozisin

gerceklesmesi i¢in esansiyel degildir (Ulukaya 2003).

Bcl-2 Gen Ailesi: Bcl-2 gen ailesinde birbirine zit etkileri olan iki ayr1 grup
gen bulunmaktadir. Bulardan biri proapoptotik yani apoptozisi indiikleyici etkiye
sahipken, digeri antiapoptotik yani apoptozisi engelleyici etkilidir. Proapoptotik
grupta Bax, Bid, Bad, Bcl-Xs, Bik, Bim, Blk, BNIP3, Hrk ve Nip3 genleri
bulunurken, antiapoptotik grupta Bcl-2, Bel-xL, Bel-W, A1/Bfll, Boo/Diva, NR-13,
Nrf3 ve Mcl-1 genleri bulunmaktadir (Erdogan ve Uzaslan 2003, Ulukaya 2003, Fan
ve ark 2005). Bu ailenin tyeleri kendi aralarinda homo veya hetero-dimerler
olustururlar. Hiicrenin yasamini siirdiirebilmesi bu ailenin proapoptotik ve
antiapoptotik iiyelerinin rolatif oranina baglidir. Bax sitosolde bulunur ve apoptotik
uyart alinmasit halinde mitokondriyon membranina baglanir. Mitokondriyal

membranda por olugumunu bagslatarak, membranin selektif iyon permeabilitesinin
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kaybina yol acar. Sonug olarak, sitokrom-C ve apoptozis-indiikleyici faktoriin (AIF)
mitokondriyondan sitosole ¢ikmasii saglar. Bcl-2, 6zellikle mitokondriyon dis
membraninda bulunmakta ve iyon transportunu diizenlemektedir (Ulukaya 2003).
Radyasyon, Bcl-2 iiretimini artirarak memeli hiicrelerinde apoptozisi bloke eder ve

kanser gelisimine neden olabilir (Erdogan ve Uzaslan 2003).

Kaspazlar: Son yillarda proteolizin apoptoziste anahtar siire¢ oldugu ortaya
cikarilmis ve en oOnemlileri kaspazlar olmak iizere birkag proteaz ailesinin
apoptozisle iligkili oldugu bildirilmistir. Kaspaz aktivitesi apoptozisin erken bir
belirteci olarak kabul edilmektedir. Bu enzimler Caenorhabditis elegans
nematodunun CED-3 06liim proteazinin homologudurlar ve aktif merkezlerinde
sistein bulunur. ilk tanimlanan memeli kaspaz1 interlokin-1p déniistiiriicii enzimdir
(interleukin-1B converting enzyme, caspase-1, ICE) ve bugiline kadar memeli
hiicrelerinde, ¢ogu apoptoziste rol alan 14 adet kaspaz tanimlanmistir. Bu kaspazlar
amino asit dizilimlerindeki benzerlige dayandirilarak ii¢ alt grupta siniflandirilirlar

(Cizelge 1.2) (Fan ve ark 2005).

Cizelge 1. 2. Kaspaz ailesinin alt grup iiyeleri (Fan ve ark 2005).
Alt Grup Islev Uye

I Aktivator (Baslatici kaspazlar) Kaspaz 2
Kaspaz 8
Kaspaz 9
Kaspaz 10

I Cellat (Efektor kaspazlar) Kaspaz 3
Kaspaz 6
Kaspaz 7

I Inflamatuvar medyatorler Kaspaz 1
Kaspaz 4
Kaspaz 5
Kaspaz 11
Kaspaz 12
Kaspaz 13
Kaspaz 14

Bu enzimler sitoplazmada zimojen graniiller (pro-kaspazlar) halinde
bulunurlar ve aktivasyonlari sonucu aktif holoenzimlerin olusmasi spesifik aspartik
asit residiilerinde iki adimli bir par¢alanmay1 gerektirir (Samali ve Orrenius 1998).
Kaspazlar birbirlerini aktiflestirerek proteolitik bir kaskada (selale tarzi reaksiyon

dizisi) yol acarlar. Baglatic1 kaspazlar apoptotik uyariyla baglayan 6liim sinyallerini
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efektor kaspazlara naklederler. Efektor kaspazlar ise ilgili proteinleri [6rnegin, hiicre
iskeleti proteinlerinden aktin veya fodrin, niikleer membran proteini olan lamin-A,
DNA tamirinde rol alan poli ADP-riboz polimerazi (PARP)] pargalayarak apoptotik

hiicre morfolojisinin ortaya ¢ikmasina neden olurlar (Ulukaya 2003).

Seramidler: Bu molekiil ailesi, Fas-Ligand ve TNFo’'nin tetikledigi ve
apoptoziste gerekli bir adim oldugu ortaya ¢cikan membrana bagl asit sfingomyelinaz
aktivasyonunun bir iirlinliidlir. Plazma membrani1 hasarina karsi bir sinyal oldugu
diisiiniilmektedir. Seramidlerin yapimi1 SAPK (Stress-activiated protein kinase)
kaskad yolagiyla c-Jun aktivasyonuna yol agar (Rudin ve Thompson 1997, Ulukaya
2003).

P53: Biiylime faktorii eksikligi, DNA hasar1 veya onkogen ekspresyonu gibi
hiicresel stresler p53 proteininin stabilizasyonunu bozarak aktivasyonuna yol acarlar.
Bu olay, hiicrenin durumuna bagli olarak iki sekilde sonuglanabilir. Hiicre siklusu G1
fazinda durdurulur ve hiicreye DNA’sin1 tamir edebilmesi i¢in zaman kazandirilir
veya hiicre apoptozise siiriiklenir (Schuler ve Green 2001). Bu iki hiicresel yanit
arasindan sec¢im, hiicre ve stresin tipi, p5S3 kofaktorlerinin etkisi gibi bir¢ok faktor
tarafindan etkilenir. P53’iin apoptozisi indiiklemesi, Oliim reseptorleri yolunun
kaspaz kaskadini tetiklemesi veya Bax’in ekspresyonunu artirmasi sonucunda Bcl-

2/Bax oranmin degismesi yoluyla gerceklesir (Haupt ve ark 2003).

Sitokrom-C: Bu enzim, mitokondriyon i¢ membraninda bulunan elektron
transport zincirinde yer alan bir proteindir. Sitokrom-C’nin mitokondriyondan
sitoplazmaya sizmasi, apoptozis yoluna giren bir hiicrenin geri doniislimsiiz bir

doneme girdigini isaret eder (Ulukaya 2003).

Perforin ve Granzim: Sitotoksik T-lenfositler (CTL) ve dogal katil (NK)
hiicreler, hedef hiicrelerde apoptozisi iki farklt mekanizmayla tetikleyebilirler. Bu
mekanizmalardan biri, efektor hiicrenin yilizeyindeki Fas Ligand (FasL) ile hedef
hiicrenin membranindaki Fas arasindaki etkilesimdir. Diger mekanizmada ise,
apoptozis perforinler ve granzimler vasitasiyla tetiklenir. Perforinler ve granzimler
normalde CTL ve NK hiicrelerin sitoplazmik graniillerinde bulunurlar. Perforin
hedef hiicrenin membraninda porlar olusturan sitotoksik bir proteindir. Granzim ise

apoptozise yol acan biyokimyasal olaylari tetikleyen bir serin proteazdir. CTL’lerin
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hedef hiicreye baglanmasini takiben salgilanan perforinler hedef hiicrenin
membranina baglanarak membranda porlar meydana getirirler. Perforinlerle birlikte
salgilanan granzimler de bu porlar aracihigiyla hiicreye girerek hiicre igi Ca™
diizeyini hizla artirirlar. Hiicre icinde prokaspaz-8’in aktivitesi, dolayisiyla kaspaz
kaskadi baslatilir. Bu da virtlisle enfekte hiicreyi (veya kanser hiicresini) apoptozise

gotiirtir (Ulukaya 2003, Miyazaki ve ark 2004).
Apoptozisin Tetiklenmesi
Bu olay, hiicre i¢i ve hiicre digindan gelen sinyallerle gerceklesir.

Hiicre icinden tetiklenen apoptotik yol: Mitokodriyon bagimli bu yol daha
¢ok hiicresel stresle (mor Otesi 1sinlar, sitoksik ilag vb) aktive olur. Bu stres faktorleri
mitokondriyal membran potansiyelini degistirerek sitosole sitokrom-C sizmasina
neden olurlar. Sitokrom-C, sitoplazmik bir protein olan Apaf-1’e (apoptotic protease
activating factor-1) baglanarak onu aktive eder, ardindan ATP’nin de yapiya
katilimiyla apoptozom adi verilen bir kompleks olusur. Bu kompleks inaktif olan
prokaspaz-9’un aktif kaspaz-9’a doniismesini saglar. Aktif kaspaz-9 ise efektor
kaspazlardan prokaspaz-3’ii aktive eder (BariSi¢ ve ark 2003, Ulukaya 2003, Beere
2004). Aktif kaspaz-3, kaspazla aktiflesen deoksiriboniikleaz inhibitoriinii (ICAD,
inhibitor of caspase-activated deoxyribonuclease) inaktiflestirir, boylece ICAD’a
baglanan  kaspazla-aktiflesen  deoksiriboniikleaz ~ (CAD, caspase-activated
deoxyribonuclease) serbestlesir ve bu da apoptozisin karakteristik bulgularindan biri
olan kromatin kondenzasyonuna ve oligoniikleozomal DNA fragmantasyonuna
neden olur (Ulukaya 2003). Mitokondriyondan sitokrom-C ile birlikte AIF ve Smac
(Second mitochondria derived activator of caspase, DIABLO) molekiilleri
sitoplazmaya salinir. AIF direkt olarak niikleusa gecer ve kaspazlara bagimh
olmaksizin niikleer degisiklikleri tetikler. Smac ise IAP’ larin (Inhibitory apoptotic
proteins) inhibitor aktivitelerini etkisizlestirerek apoptozisi aktive eder (Garrido ve

ark 2001).

Hiicre disindan tetiklenen apoptotik yol: Bu yol, sitokinlerden FasL veya
bir Timdr Nekrozan Faktor (TNF) ligandinin hedef hiicredeki reseptorlerine
baglanmasiyla tetiklenir. Sitokinler protein yapisinda molekiiller olup hedef

hiicrelerde spesifik reseptorlere baglanarak hiicre ¢ogalmasi ve farklilagmasini
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kontrol ederler. Bu molekiiller, yapisal 6zelliklerine gore; sitokin bagimli biiyiime
faktorii, TNF ve helikal sitokinler olmak iizere ii¢ alt gruba ayrilir. Onemli bir
apoptotik faktdr olan FasL, TNF ailesinin bir iiyesidir ve CTL ve NK hiicre
zarlarinda bulunur. Hedef hiicrede bulunan reseptorii olan Fas’a baglandiginda
apoptozisi tetikler. Diger TNF ligandlar1 da, reseptorleri olan TNFR-1 ve TNFR-2’ye
baglandiklarinda apoptozisi aktive ederler. TNFR-1, pek cok dokuda bu sinyalin
aktivasyonundan ve iletiminden sorumlu iken: TNFR-2, timositlerde TNF bagiml
sinyalden sorumludur. TNFR-1 ve Fas’in sitoplazmik pargasinda bulunan yaklasik
80 aminoasitli homolog bolgeler, 6liim sinyalinin iletimini sagladiklarindan, “6liim
bolgeleri” yani FADD (Fas associated death domain, Fas bagimli 6liim bdlgesi) ve
TRADD (TNFR-1 associated death domain, TNFR-1 bagimli 6liim bolgesi) olarak
adlandirilir. Aktive olan apoptotik sinyal FADD’a baglanan kaspaz-8’e iletilir.
Kaspaz-8’in aktive olmasi ile birlikte, diger proteinazlar kaskad halinde sirayla
aktive olarak Oliim sinyalini niikleusa kadar iletirler ve sonugta kromozomal
DNA’nin yikimina neden olurlar. FADD 6liim sinyalinin iletiminde medyatdr olarak
rol alirken, TRADD’nin tek basina iletimi saglayamadigi tespit edilmistir. TNF,
TNFR-1’e baglandiktan sonra apoptotik sinyal iki ayr1 yol {izerinden iletilir. Birinci
yolda, TRADD 6liim sinyalini kaspaz-8’e FADD iizerinden iletirken; Tkinci yolda ise
TRDD, RIP (reseptér interacting protein) denilen ayri bir protein lizerinden Sliim
sinyalini iletir. Her iki apoptotik yolun sonunda da kromozomal DNA yikimi ile

hiicre 6liimii meydana gelmektedir (Erdogan ve Uzaslan 2003).

Is1 soku, oksidatif stres, mor 6tesi 1sinlar (UV) ve iyonize radyasyon gibi stres
faktorleri c-Jun N-terminal kinaz (JNK) ve p38 gibi stresle aktive olan protein
kinazlarin (stress-activated kinases, SAPKs) aktivasyonunu tetiklerler. JNK da stres
kosullarina yanitta apoptozise yol acan sinyal yolunun dnemli bir 6gesidir (Gabai ve

ark 1997).
1.3.2. Is1 Soku Proteinleri (Hsp’ler)

Is1 Soku Proteinleri (Hsp’ler); 1962 yilinda Ferruccio Ritossa ve arkadaglari
tarafindan yiiksek sicakliga maruz biraktiklar1 Drosophila melanogaster larvasinda
tikkriik bezlerinin politen kromozomlarinda siskinlikler ve gen ekspresyonunda
olagan dis1 profilin gozlenmesiyle kesfedilmistir. Bu proteinler biitlin canli

organizma hiicreleri tarafindan, 6rnegin yiiksek sicaklik (Lindquist ve Craig 1988,

23



Lee ve ark 1991), oksidatif stres (Liao ve ark 1994) miyokardiyal iskemi (Benjamin
ve Williams 1994, Mestril ve Dillmann 1995) gibi olumsuz ¢evresel kosullara maruz
kalindiginda sentezlenen hiicre koruyucu (sitoprotektif) proteinlerdir (Kiang ve

Tsokos 1998, Kregel 2002, Pockley 2003, Kim ve ark 2006).

Hsp’ler diger hiicre proteinlerine baglanmak suretiyle hiicre igi transporta
yardimc1 olarak ve proteinlerin uygun ikincil yapilar1 olusturmak {izere
katlanmalarin1 saglayarak agregasyonlarin1 onleyen sitoprotektif saperonlar olarak
etkinlik gosterirler (Yahav ve ark 1997, Kregel 2002, Pockley 2003). Hsp’lerin
sitoprotektif fonksiyonlar1 Ozetlenirse; 1) farkli intraseliiler kompartmanlarda
proteinlerin katlanmalari, 2) yapisal proteinlerin korunmasi, 3) hatali katlanan
proteinlerin yeniden katlanmasi, 4) proteinlerin ¢esitli seliiler kompartmanlar ve
membranlardan translokasyonu, 5) protein agregasyonlarinin Onlenmesi ve 6)

kararsiz proteinlerin yikimi olarak sayilabilir (Kregel 2002).

Hsp siiper ailesi molekiiler agirliklarina gore siniflanan (Cizelge 1.3)
Hsp110, Hsp90, Hsp70, Hsp60 ve Hsp47 gibi farkli biiyiikliikteki iri molekiil
gruplartyla, molekiil agirliklar1 16-40 kDa arasindaki kiiciik Hsp’leri igerir ( Jaattela
ve Wissing 1992, Arrigo ve Landry 1994). Bu siiper aileye ait molekiil gruplari,
digerlerinden daha 6nemli roller iistlendigi kabul edilen Hsp90 ailesi de dahil olmak
tizere farkli roller stlenirler. Hsp90 steroid hormon reseptorlerine
baglanabildiginden bu hormonlarin aktivitelerini de regiile eder (Joab ve ark 1984).
Bu nedenle Hsp90, hiicre siklusu ve immiin yanitta 6nemli roller oynar (Galea-Lauri
ve ark 1996). Bununla birlikte, bu proteinin 1s1 stresindeki rolii hakkindaki bilgiler

sinirlidir (Lei ve ark 2009).
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Cizelge 1.3. Hsp ailesi tiyeleri (Kirkali 2004).

Aile Uyeler Hiicre Islevi

lokalizasyonu

Kiigiik Hsp Ubiquitin Sitosol/niikleus Nonlizozomal protein
degredasyonu.

Hspl10 Mitokondriyon Hsp60 kosaperonu.

af-kristalin Sitosol Sitoiskelet stabilizsyonu.

Hsp27 Sitosol/niikleus Mikrofilament
stabilizasyonu,
antiapoptotik.

Hsp32 Sitosol Katabolizan.

Hsp40 Hsp40 Sitosol/niikleus Hsp70 kosaperonu.

Hsp60 Hsp60 Mitokondriyon Proteinlerin tekrar
katlanmalari, denatiire
proteinlerin
agregasyonlarinin
onlenmesi.

Hsp70 Hsp72 (Hsp70) Sitosol/niikleus Yiiksek stresle indiiklenir.

Hsp73 (Hsc70) Sitosol/niikleus Yapisal olarak eksprese
olur.

Grp75 Mitokondriyon Mitokondriyon
membranindan onciil
proteinlerin translokasyonu.

Hsp90 Grp78 ER Salgilanan proteinlerin
birlesmesini saglar.

Hsp90a Sitosol Steroid hormon reseptor
fonksiyonu vardir.

Hsp90p Sitosol Steroid hormon  reseptdr
fonksiyonu vardir.

Grp94 ER Kalsiyum baglayict saperon.

Hsp100 Hsp100 Sitosol/niikleus Proteoliz, termotolerans
kolaylastirici, agregat

¢Oziicidiir.

Hsp’lerin hepsi de hiicrelerde ayni lokalizasyona sahip degildir ve her ne
kadar bazilar1 g¢ekirdekte de bulunursa da c¢ogu hiicre sitoplazmasinda (sitosol,
mitokondriyon, endoplazmik retikulum) dagilmis haldedir (Craig ve ark 1994).
Hsp90-steroid hormon kompleksinin, steroidlerin DNA’ya baglanmasini engelledigi
diistintilirse, bu bulgu Hsp90’nin steroid hormonlarin aktivitesinin regiile ettigi
goriistinli desteklemektedir. Bilindigi gibi steroid hormonlar organizmanin hasardan
korunmasinda 6nemli rol oynadiklarindan, protein hasarina yol agan 1s1 soku, agir
metal toksisitesi ve hiicresel ortamdaki ani degisiklik gibi asir1 durumlarda bu
hormonlara daha fazla ihtiya¢ duyulur (Welch 1992, Hendrick ve Hartl 1993,
Sanders 1993, Craig ve ark 1994). Normal sartlarda Hsp’lerin ekspresyonu daha
dusiiktiir (Lei ve ark 2009). Stresle karsilagildiginda, 6zellikle beyin ve testislerdeki,
takiben de karaciger, akciger ve dalaktaki Hsp90 ekspresyonu artmaktadir. Bobrek
ve kalpteki ekspresyonu ise nispeten diisiiktiir (Roy 1986, Fu ve ark 2004). Is1

stresine yanit ¢cok kisa siirede ortaya ¢ikar. Nitekim, broilerlerde Hsp90 ekspresyonu,
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151 stresinin 2. saatinde kalp, karaciger ve bobrekte dalgali bir seyirle artmaya baslar,
3-5. saatte hafif¢e diiser, 10 saat sonra tekrar yiikselir (Lei ve ark 2009). Artis, stresin
siddeti ve maruz kalman siireyle bagmtilidir. Ilk bastaki asir1 Hsp90 artisi, toleransi
giiclendirir ve hayatta kalma giiclinii artirir. Fakat uzun stireli ve asiri stres, gelisecek
olan lezyona bagli olarak Hsp’lerin ekspresyonunu azaltir (Fu ve ark 2004). Normal
sicakligin  3-5°C iizerindeki ortam sicakliklarinda bir stres yamiti olarak Hsp
sentezinde bir hizlanma ortaya cikar (Locke ve Noble 1995). Cogu organizmada,
ornegin drozofilada stres proteinleri, 1s1 stresine maruz kalindiktan sonraki ilk 15
dakika i¢inde sentezlenen proteinlerin ¢ogunlugunu olustururlar (Lindquist ve

Petersen 1990).

Hsp sentezinin termotolerans gelisimiyle ayn1 zamanda gergeklestigi
bildirilmistir. Bu durum, yliksek sicakliga maruz kalan hiicrelerin asir1 sartlara
uyumuna isaret eder. Bu baglamda, diisiik derecedeki 1s1 soku uygulamasi hiicreleri
sonradan ortaya ¢ikan oliimciil olabilecek sicakliligin etkilerine dayanmak {izere
kosullandirir. Bu fenomen, agir metaller, oksidatif stres, radyasyon, nitrik oksit,
arasidonik asit ve alkol gibi strese yol acan ¢ok sayida ajana karsi hiicrenin genel bir

korunma stratejisi olarak kabul edilmektedir (Landry ve ark 1982, Li ve Werb 1982).

Strese cevapta Hsp’lerin indiiksiyonu ve sonrasinda gelisen termotolerans
gegcicidir. Stres unsuru ortadan kaldirildiginda, bu hiicreler normal fonksiyonlarina
devam ederler ve Hsp’lerin seviyesi zamanla yeniden bazal seviyelere diiser. Ara
donem boyunca, Hsp seviyesi yiiksek oldugundan, hiicreler cesitli ajanlarin
toksisitelerine dayamikhidir. Ayrica, bir veya daha fazla Hsp’nin siirekli asir
ekspresyonu hiicreleri ¢ok sayida ajanin toksisitesine karsi direngli hale getirebilir

(Landry ve ark 1989, Li ve ark 1991).

Istya en duyarli 1s1 soku proteini olan Hsp70, farkli okaryotik tiirlerin
hiicreleri arasinda %60-80 benzerlik gosterir. Hsp70 grubunda hepside birkag
kisaltmaya sahip olan en az dort farkli protein (Hsp72, Hsp73, Hsp75 ve Hsp78)
vardir (Kregel 2002).

Hsp 70 grubu proteinler ortak protein dizisini paylagmakla birlikte, her biri
farkli uyarimlara yamit olarak sentezlenirler. Ornegin, 73 kDa agirligindaki protein

(HSP73 veya Hsc70) stirekli olarak iiretilir, halbuki 72 kDa agirligindaki proteinin
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(HSP72 veya Hsp70) sentezi stres durumlarina yanitta artar (Kregel 2002).
Hipertermi, iskemi-reperfiizyon, oksidatif stres ve toksik bilesiklere maruz kalma
gibi ¢esitli patolojik kosullarda, hiicre ve dokularin hasara karsi korunmasinda rol
oynadigt bilinen endojen faktorlerden biri olan Hsp70 so6z konusu kosullarda
denature olan polipeptidlerin yeniden katlanmasinda molekiiler saperon olarak is

goriir (Rokutan 2000).

Omurgali Hsp genlerinin transkripsiyonunun indiiklenmesine, ¢evresel stres
ve Hsp’ler arasindaki molekiiler linkler olarak islev goren 1s1 soku faktorleri (heat
shock factors, HSFs) ailesi aracilik eder. Hsp’lerin yapimina neden olan biitiin kosul
ve ajanlar bunu HSF yoluyla gergeklestirirler (Morimoto ve ark 1997). HSF’ler
Hsp’lere bagl olarak sitosolde inaktif halde bulunurlar. Fizyolojik uyarimlar (stres
faktorleri) HSF’leri aktive ederek Hsp’lerden ayrilmalarima neden olur. HSF’ler
protein kinazlarla fosforile edildiginde sitosolde trimerler sekillenir. Bu HSF-trimer
kompleksleri niikleusa girerek Hsp70 geninin promoter bolgesinde 1s1 soku
elementlerine (heat shock elements, HSEs) baglanirlar. Hsp70 mRNA’si,
transkripsiyondan sonra niikleer porlardan gecerek Hsp70 sentezini gerceklestirmek
lizere sitosole gecer. Sentezlenen Hsp’ler molekiiler saperonlar olarak yeni
sentezlenen proteinlerin katlanmalar1 ve sitosolde tasinmasina, hasarli olanlarin
(6rnegin stresle denature olan proteinler) tamirleri ve yeniden katlanmalarina

yardimer olurlar (Sekil 1.3) (Kiang ve Tsokos 1998, Kregel 2002).

Omurgali hayvanlar ve bitkiler HSF gen ailesinin en azindan 4 {iyesine
sahipken, Saccharomyces cerevisiase, Caenorhabditis elegans ve Drosophila’da tek
bir HSF ekspresyonu vardir. Insan hiicrelerinde ise ii¢ HSF (HSF1, HSF2 ve HSF4)
tanimlanmistir. HSF1 stresin tetikledigi ekspresyonda esas rolii oynarken, HSF2
embriyonik gelisimin spesifik sathalarinda aktive olur. HSF4 dokuya spesifik tarzda
ekspresse edilmektedir ve HSF4’iin izoformlarindan en az biri stresin tetikledigi gen
ekspresyonunun bir inhibitérii olarak is goriir. Bugiine kadar sadece kanath
hiicrelerinde tanimlanan HSF3, 1s1 soku yanitin1 aktive eden stres kosullarinda HSF1

ile birlikte aktive olur (Jolly ve Morimoto 2000).
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Sekil 1.3. Hsp70 sentezinin indiiklenebilir formunu aktive eden bazi fizyolojik sinyaller ve hiicre
icinde artan Hsp70 ekspresyonu ile ilgili mekanizma. I/R: Iskemi-Reperfiizyon, ROS: Reaktif oksijen
tiirleri, RNS: Reaktif nitrojen tiirleri (Kregel 2002).

1.3.3. Termotolerans ve Apoptozis indiiksiyonunda Ortak Sinyaller

Glinlimiizde apoptozis ve Hsp’lerin indiiksiyonuna yol agan reaksiyon
yollarinin birbiriyle baglantili oldugu ve bu iki yol arasindaki dengenin strese maruz
kalan hiicrenin kaderini belirledigi ileri siiriilmektedir. Is1 soku yanitini tetikleyen 1s1
soku ve diger stres faktorleri ayn1 zamanda kismen stresin yogunlugu ve siiresine
bagl olarak apoptozis veya nekroza da yol agabilmektedirler. Bununla birlikte, 1s1
soku yanitt Hsp’lerin ekspresyonuyla stresin tetikledigi apoptozise karsi hiicreleri

korumaktadir (Jolly ve Morimoto 2000).

Hsp akiimiilasyonu beyin (Pearigen ve ark 1996) ve kalp dokusunda (Richard
ve ark 1996) iskemik hasar gibi hiicre ve doku hasarlarinin bir belirteci olarak uzun
stredir kullanilmakta ise de bu durum, Hsp’lerin antiapoptotik ozelikleriyle
celismektedir. Ancak goriinen bu geligki, sadece olen hiicreleri degil, ayn1 zamanda
Hsp’lerin indiiklendigi direncli hiicreleri igceren bdyle dokularda hiicrelerin ve
yanitlarinin heterojenitesiyle aciklanabilir. Ayni durum, koruyucu stres yanitina

neden olan ve apoptozisi baglatan sinyaller arasinda bir ortlisme oldugunun da bir
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kanitidir (Samali ve Orrenius 1998). Bu sinyallerden biri, hiicre i¢inde hasarh
proteinlerin birikimi olabilir. Hsp yapimini baslatan hasarli proteinler ayni zamanda
apoptozisi indiikleyebilirler. Onceki ¢aligmalarda (Ananthan ve ark 1986), denature
proteinlerin Xenopus oositlerine mikroenjeksiyonunun Hsp sentezini stimiile ettigi
gosterilmistir ki, bu sonug, denature proteinlerin birikiminin Hsp yapimi ve stres

yanitinin indiiksiyonu i¢in bir sinyal gorevi yaptigini gostermektedir (Sekil 1.4).
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Sekil 1.4. Protein denaturasyonu, hem stres yanitinda ve hem de apoptozisde aktive olabilen genel bir
sinyaldir. Stres kosullar1 altinda denature olan fonksiyonel proteinler Hsp’leri indiikleyebilirler.
Hsp’lerin koruyucu fonksiyonu bu proteinlerin tekrar katlanmalarini veya ubiquitin/proteozom
araciligiyla pargalanmalarini kolaylastirir. Bununla birlikte, ya stresin direk bir sonucu olarak veya
proteozomal fonksiyonun inhibisyonuyla hasarli veya ubiquitinli proteinlerin akiimiilasyonu apoptotik
reaksiyon zincirinin aktivasyonuna yol agabilir (Samali ve Orrenius 1998).

Termotolerans ve apoptozisin indiiksiyonu i¢in baska bir sinyal de ROS
tiretimidir. Nitekim, bir¢ok apoptozis indiikleyicisinin ayn1 zamanda ROS {iretimine
yol agtig1 (Sandstrom ve ark 1994, Gorman ve ark 1997) ve ROS’un Hsp’leri
indiikledigi (Marini ve ark 1996) gosterilmistir. Hem Hsp indiiksiyonu ve hem de
apoptotik reaksiyon zinciriyle alakali baska bir sinyal molekiil ailesi ise
seramidlerdir. Seramid diizeyindeki artis hiicrelerin, hepsi de Hsp’leri indiikleyebilen
ve apoptozisi baglatabilen 1s1, radyasyon, TNF ve peroksid gibi ajanlara maruz
birakilmasindan sonra gozlenmektedir. Ayrica ortama ekzojen seramid ilavesi
apoptozise neden olmaktadir (Obeid ve ark 1993). Kiigiik molekiiler agirlikli
Hsp’lerin bir iiyesi olan af-kristallin, seramidlere yanit olarak hizla indiiklenir. Bu
nedenle ROS gibi seramidlerin de her iki yanitin indiiksiyonunda ortak bir sinyal

olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Chang ve ark 1995).

Hem termotolerans ve hem de apoptoziste rol alan ¢ok sayida sinyal
bilinmesine karsin, sinyallerin neden oldugu sonuglar, ayni doku veya hiicre

poplilasyonundaki hiicreler arasinda dahi farklilik gostermektedir. Bu nedenle,
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heterojen bir hiicre popiilasyonunda bazi hiicrelerin ayni uyarana Hsp indiiksiyonu ve
termotolerans ile yanit verirken, bazilarinin apoptozis veya nekroza ugramasi
sasirtict degildir. Bu durum, bazi ¢alismalarda doku ve primer hiicre kiiltiirlerinde
hem apoptotik hiicrelerin hem de Hsp’lerin akiimiilasyonunun bulunmasini

aciklayabilir (Manev ve ark 1994).

1.3.4. Apoptozisin Regiilasyonunda Is1 Soku Proteinlerinin Rolii

Gilinlimiizde 1s1 soku proteinlerinin bazilarinin 6zellikle Hsp70 ve Hsp27’nin
bazi1 apoptotik reaksiyon yollarini inhibe edebildigi bilinmektedir. Mekanizma heniiz
tam olarak anlagilamamis olmakla birlikte, ileri siiriilen ¢esitli hipotezler
bulunmaktadir (Rokutan 2000). Hsp indiiksiyonu i¢in bir sinyal olan denature
proteinlerin akiimiilasyonu, ayn1 zamanda apoptotik programin baslaticisidir. Hatali
katlanan proteinlerin 1s1 soku proteinleriyle yeniden katlanarak dogal yapilarinin
kazandirilmasi yada ubiquitin-proteozoma bagli proteolizleri sonucunda apoptozise
giden bu reaksiyon yolu baskilanmis olur (Jolly ve Morimoto 2000, Rokutan 2000).
Hsp’ler hem hiicre i¢i (intrinsic) hem de hiicre dis1 (extrinsic) tetiklenen yollara
miidahale ederek apoptozisi inhibe edebilmektedirler. Hsp27 sitokrom-C’ye, Hsp70
ve Hsp90 ise Apaf-I’e baglanarak apoptozom olusumunu engellemektedirler (Beere
ve ark 2000, Garrido ve ark 2001). Ayrica Hsp’ler proapoptotik Bcl2 proteinlerinin
aktivasyonunu inhibe ederek mitokonriyonun dis membran permeabilizasyonunu ve
sonugta sitokrom-C, AIF gibi apoptogenik faktorlerin sitosole ¢ikmasini Onlerler
(Beere 2004). Klein ve Briine (2002), makrofajlarda Hsp70’in mitokondiyondan
sitokrom-C sizmasini engelleyerek nitrik oksit tarafindan tetiklenen apoptozisi inhibe

ettigini bildirmislerdir.

Hsp27, Daxx apoptotik yolunu inhibe ederken, Hsp70 JNK1’e baglanarak
JNK aktivasyonunu inhibe etmektedir (Garrido ve ark 2001). Yiiksek 1s1 ya da diger
stres faktorlerine maruz kalma, JNK aktivasyonuyla apoptozisi tetikleyen sinyal
transdiiksiyon yolunun aktivasyonuna neden olmaktadir. Bu durumda Hsp70’in
koruyucu etkisi direk apoptotik programi engellemesiyle ortaya ¢ikmaktadir. Nitekim
Gabai ve ark (1997), insan 16semi hiicre hattinda yiiksek Hsp72 (indiiklenen Hsp70)
diizeyinin, JNK’nin stresle indiiklenen aktivitesini dnleyerek apoptozise yol agan

sinyal transdiiksiyon yolunu inhibe ettigini ileri stirmislerdir.
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Sekil 1.5. Hsp’lerin antiapoptotik etkileri:1-mitokondriyondan sitokrom-C salinimini indiikleyebilen
faktorlerin etkilerini bloke edebilirler. 2-Sitosole salman holo-sitokrom-C inaktive edilmesi gereken
anormal bir protein olarak taninabilir ve Hsp’ler sitokrom C’ye baglanarak sitokrom -C’nin Apaf-1’e
baglanmasint inhibe edebilirler. 3-Hsp’ler sitokrom-C’ye baglandiktan sonra Apaf-1’in uygun
katlanmasini inhibe edebilir, boylece bu komplekse prokaspaz-9’un baglanmasi engellenir (Samali ve
Orrenius 1998).

Hsp’lerin apoptozisi inhibe etmesiyle iliskili bagka bir mekanizma da
molekiiler yapilarindan kaynaklanmaktadir. Hsp70 ve Hsp90 ailelerinin biitiin
okaryotik iiyeleri bir C-terminal Glu-Glu-Val-Asp (EEVD) dizisi igerir. Bu dizi
kaspazlarin karakteristik boliinme motifleri olan Trp-X-X-Asp (WXXD), Asp-Glu-
X-Asp (DEXD) ve X-Glu-X-Asp (XEXD)’ye benzer (X herhangibir aminoasiti ifade
etmektedir). Bu nedenle bu diziler aktif kaspazlar i¢in yalanci-substrat olarak etki
edebilirler (Rokutan 2000). Hsp27 ve Hsp70 1s1 soku protein siiper ailesinin
antiapoptotik tiyeleriyken, Hsp60 ve Hsp10 proapatotik iiyeleridir. Hsp60 ve Hsp10
kaspaz-3’iin  proteolitik aktivitesini  destekleyerek apoptotik siirece ivme

kazandirmaktadir (Garrido ve ark 2001).

Hsp’lerin apoptozisteki etki mekanizmalarinin anlasilmasi, apoptozisle
bagintili hastaliklarin tedavisinde yeni metotlar sunabilir. Birgcok Hsp, 6zellikle
Hsp70 kanser, otoimmiin ve immiin yetmezlik hastaliklarinda ve ndrodejeneratif

bozukluklarda tedavi amagh kullanilabilir (Li ve ark 2000).

Bu ¢alismada kulucka doneminde deneysel olarak olusturulan yiiksek kulucka
sicakliginin (38,8°C) broylerlerde embriyonik 6liim oran1 ve embriyo gelisimi
tizerindeki etkileri ile ince bagirsagin embriyonik gelisimi lizerindeki etkilerinin

histokimyasal ve immiinohistokimyasal yontemlerle belirlenmesi amaglanmistir.

Calismada elde edilen sonuglarin, kulugka sektoriinde yiiksek kulugka
sicakligina  bagli problemlerin ¢oziimiine katki saglamasi yaninda, kanath

embriyosunun prenatal donemdeki olumsuz etkilerin arastirilmasi caligmalarinda
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kullanilabilecek miikemmel bir test materyali olmas1 nedeniyle memelilerde prenatal
stresin etkilerinin arastirilmasi iizerinde daha sonra yapilacak olan caligmalara da

onemli katkilar saglayabilecegi diistiniilmektedir.
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2. GEREC VE YONTEM

Arastirmada kullanilan materyal ve uygulanan yontemler Selcuk Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Etik Kurulu (SUVEK) tarafindan 31.08.2006 tarihli ve 2006/070

sayil etik kurul karar1 ile onaylanmistir.
2.1. Gerecg
2.1.1. Kulugkalik Yumurtalar

Calismada, yemlerinde diizenli olarak aflatoksin kontrolii yapilan Ross 308
irk1 broyler damizliklara ait 250 adet ve Hybro irki et¢i damizliklara ait 250 adet
olmak tiizere toplam 500 adet kuluckalik yumurta kullanildi. Isikli kutuda muayene
edilen yumurtalardan normal poroziteye sahip olanlar calismaya dahil edildi.
Kulugka makinesine yerlestirilmeden Once yumurtalar kapali bir kabinde, (21g
potasyum permanganat + 42ml formaldehit)/m’ karisimiyla elde edilen buharda 15
dakika dezenfekte edildi. Makineye yerlestirilmeden once ve kulugka sirasinda
acilmadan once yumurtalar hassas dijital terazide (Kern EW220-3NM) tartilarak
sonuclar kaydedildi.

2.2. Yontem
2.2.1. Deney Gruplarinin Olusturulmasi ve Kulu¢cka Islemi

Her iki irka ait kontrol grubu yumurtalar kulucka miiddetince broyler
yumurtalari i¢in optimum sicaklik olan 37.8°C’deki makine i¢ ortaminda tutuldu. Isi
stresi grubunda 10. giine kadar 37.8°C’de inkiibe edilen yumurtalar 10. giinden sonra
sicaklik artirilarak 38.8°C’de kulugka islemine tabi tutuldu. Her iki grupta da makine
i¢i ortamin nispi nemi %65’te tutuldu ve yumurtalar her 2 saatte bir kez 90° ¢evrildi.
Yumurtalar, kulugkanin 18. giiniinde makinenin ¢ikis boliimiine transfer edildi.
Kulugka islemleri Selcuk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji
Anabilim Dali Arastirma Laboratuarinda bulunan kulucka makinesinde (VGS, 108
Kap) gergeklestirildi.
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2.2.2. Yumurtalarin Acilmasi ve Doku Orneklerinin Alinmasi

Bu amagla kulugkanin 11., 13., 15., 18., 20. ve 21. giinlerinde her gruptan 10
adet canli embriyo elde edilinceye kadar rasgele yumurta segildi ve sec¢ilen bu
yumurtalar tartildiktan sonra kiit u¢larindan acildi. Ekstraembriyonik keselerinden
ayrilan Ol ve canli embriyolarin gelisme evreleri Hamburger ve Hamilton (1951)
skalasina (HH skalas1) gore belirlendi. Elde edilen canli embriyolar ve bunlarin
vitelliis keseleri ayr1 ayr1 hassas terazide tartildi. Yumurta agirliklari, embriyo
agirliklar1 ve vitelliis kesesi agirliklar1 verilerinden yararlanilarak her dénem igin
nispi embriyo agirligi [(embriyo agirligr/'yumurta agirhigi) X 100)] ile nispi vitelliis
kesesi agirlig1 [(vitelliis kesesi agirligi/yumurta agirligi) X 100)] hesaplandi. Her
embriyonun ince bagirsaginin duodenum, jejunum ve ileum boliimlerinden
mikroskobik incelemeler i¢cin doku Ornegi alindi. Klasik histolojik incelemelerin
yapilacagi, noroendokrin hiicrelerin boyanacagi ve immiinohistokimyasal analizde
kullanilacak doku ornekleri fosfat tamponlu formal-salinde (0.1M PBS, pH: 7.4),
alkalen fosfataz demonstrasyonu gerceklestirilecek doku Ornekleri formal-
kalsiyumda tespit edildi. Siikraz-izomaltaz enziminin demonstrasyonunda

kullanilacak doku 6rnekleriyse, kullanilincaya kadar -20°C’de dondurularak saklandi.
2.2.3. Histokimyasal ve Immiinohistokimyasal Boyamalar

Tamponlu formal-salinde tespit edilen doku Ornekleri rutin histolojik
yontemler uygulanarak; yikama, dehidrasyon ve parlatmayi1 takiben parafinde
bloklandi. Her bagirsak bolgesinden hazirlanan bloklardan 6 um kalinliginda ve her
boyama yontemi i¢in aliman 5’er kesit asagidaki boyama yontemlerinden biriyle

boyandi;

1. Genel histolojik yapmin belirlenmesi ve villuslarin histomorfometrik
analizlerinin (villus yiiksekligi, villus genisligi, villus alan1) yapilmasi igin kesitler
Crossmon’un {i¢lii boyastyla (Culling ve ark 1985) boyandi. Her hayvandan alinan
duodenum, jejunum ve ileum Orneklerinden hazirlanan preparatlarda, embriyonik

gelisimin birinci agsamasindaki 5 adet villusun boyu, genisligi ve alan1 belirlendi.

2. Kadeh hiicrelerinin belirlenmesi icin kesitler Periodic-Acid Schiff (PAS)
(Bancroft ve ark 1994) ve Alcian Blue (AB) (pH 2,5) (Bancroft ve ark 1994 )
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boyama yontemleriyle boyandi. PAS ydntemiyle boyanan kesitlerde nétral miisin
salgilayan kadeh hiicreleri demonstre edildi. Bu amacla, deparafinizasyon ve
rehidrasyonu takiben kesitler %0,5’1ik periodik asit’te 15 dakika inkiibe edildikten
sonra distile suyla yikand1 ve 30 dakika Schiff soliisyonunda inkiibe edildi. Distile
suyla yikanan kesitlere %1°lik methyl-green ile 5 dakika ¢ekirdek boyas1 uygulandi.

Asit miisin salgilayan kadeh hiicrelerinin belirlenmesi amaciyla kesitler AB
(pH 2,5) ile boyandi. Bu amagla, kesitler deparafinizasyon ve rehidrasyonu takiben 3
dakika 9%3’liik asetik asitte bekletildi ve takiben AB soliisyonunda (%3’liik asetik
asit i¢inde hazirlanan %1°lik AB, pH 2,5) 30 dakika siireyle inkiibe edildi. Distile
suyla yikanan kesitlere 5 dakika niiklear fast red ¢ekirdek boyasi uygulandi. Her iki
yontemle boyanan kesitler distile suda yikandiktan sonra alkol serisinden gecirilerek
dehidre edildi ve ksilen serisinden gecirilerek sentetik resin (Entellan, Merck)
kullanilarak lamelle kapatildi. Mikroskobik incelemede, her preparatta 10 villusun
100 um uzunlugundaki epitel katmaninda bulunan PAS(+) ve AB(+) kadeh hiicresi
sayist belirlenerek, ortalama kadeh hiicresi yogunlugu bulundu ve sonuglar hiicre

sayist/birim epitel uzunlugu (100 um) olarak ifade edildi.

3. Enteroendokrin hiicrelerin belirlenmesinde Masson-Fontana Argentaffin
(Bancroft ve ark 1994) ve Grimelius’un Argirofil (Bancroft ve ark 1994) gliimiisleme

yontemleri uygulanda.

Argentaffin hiicrelerin boyanmasinda kullanilan inkiibasyon soliisyonunun
hazirlanmasinda yararlanilan stok soliisyonu, ©nceden hazirlanan %10’luk giimiis
nitrat sollisyonuna konsantre amonyum hidroksit damlatilarak olusan ilk c¢okelti
¢Oziiliip soliisyon tekrar berraklasincaya kadar konsantre amonyum hidroksit
damlatilarak hazirlandi. Distile suyla 1:4 oraninda sulandirilan stok soliisyonu
inkiibasyon soliisyonu olarak kullanildi. Deparafinizasyonu takiben rehidre edilen
kesitler, hazirlanan inkiibasyon soliisyonunda 60 °C’lik etiivde karanlikta 1 saat
tutuldu. Siire sonunda distile suyla yikanan kesitler 1 dakika %]1’lik sodyum

tiyosiilfat soliisyonunda bekletildi.

Argirofil hiicrelerin demonstrasyonu amaciyla 10 ml asetat tamponu (pH: 6),
87 ml distile su ve 3 ml %]1’lik giimiis nitrattan olusan inkiibasyon soliisyonu

hazirlandi. Indirgeyici soliisyon ise 100 ml distile su igerisinde 1g hidrokinon ve 5 g
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sodyum siilfit eritilerek hazirlandi. Deparafinize ve rehidre edilen kesitler 60°C’lik
etiivde, karanlikta 3 saat siireyle inkiibasyon soliisyonunda tutuldu. Inkiibasyon
sonunda kesitler, 58°C’deki indirgeyici soliisyonda 1 dakika bekletildi. Her iki
yontemle boyanan kesitler 3 kez distile suyla yikandiktan sonra 5’er dakika niiklear
fast red ¢ekirdek boyasi uygulandi. Distile suyla yikanan kesitler alkol serisinden
gecirilerek dehidre edildikten sonra ksilen serisinden gegirilerek sentetik resin

yardimiyla lamelle kapatildi.

4. Apoptotik hiicreler, in situ DNA fragmantasyonunu belirleyen TUNEL
(terminal deoxynucleotidyl transferase (Tdt)-mediated dUTP-biotin nick-end
labeling) metoduyla boyandi (Ohyama ve ark 1997). Bu amagla Calbiochem TdT-
FragEL™ DNA Fragmentation Detection Kit (QIA33) kullamldi. Boyamalarda
firmanin 6nerilerine siki bir sekilde uyuldu (Sekil 2.1).

Nikleozomal DNA Fragmam

TdT
Biotin-dNTP

lgaretlenmemig dNTF - .
isaretlerin

anzhtan
= Biatin
¥Streptavidin

% (URD HRP

Streptavicin-HRP

DAB  (renksiz)
H20
% b suda erimeyen kremojen

[Kahwerengi]

Sekil 2.1. Apoptotik hiicre boyama kitinin ¢aligsma prensibi (User Protocol QIA33 Rev. 28 November
2005 RFH 1-12).

Kisaca, poli-L-lizin kapli lamlara alman 6 pm kalinhigindaki kesitler,
deparafinizasyon ve rehidrasyonu takiben 1:100 oraninda sulandirilan proteinaz K ile
muamele edilerek hiicre zar1 permeabilizasyonu gerceklestirildi. Tris-HCL
tamponunda (pH: 7.6) yikanan kesitlerdeki endojen peroksidaz aktivitesinin

inhibisyonu i¢in kesitler, %3’liikk hidrojen peroksitte 5 dakika inkiibe edildi. Tekrar
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Tris-HCL tamponunda 3 kez c¢alkalanan kesitler TdT labelling soliisyonunda (TdT
enzyme, labeled and unlabeled deoxynucleotides) 37°C’de 1.5 saat inkiibe edildi.
Takiben, Tris-HCL tamponunda tekrar 3 kez yikanan kesitler 1:50 oraninda
sulandirilan peroksidaz-streptavidin konjugatinda oda sicakliginda 30 dakika inkiibe
edildi. Daha sonra Tris-HCL tamponunda yikanan kesitler, kromojen olarak
kullanilan DAB (3,3’ Diaminobenzidine) soliisyonunda 15 dakika bekletildi. Methyl-
green sollisyonuyla ¢ekirdek boyasi uygulanan kesitler alkol ve ksilenden gegirilerek

sentetik resinle kapatilda.

Kontrol preparatlar kitle birlikte gelen, apoptozisi indiiklemek i¢in 0,5 pg/ml
aktinomisin D ile inkiibe edilmis HL60 hiicreleri ve indiiklenmemis HL60

hiicrelerinin karigimini igeren preparatlarin boyanmasiyla hazirlandu.

5. Hiicre siklusunun proliferasyon evresindeki hiicrelere 6zgii PCNA
(proliferating cell nuclear antigen, Uni ve ark 2000) ve 1s1 soku proteinlerinden
HSP70 immiinohistokimyasal yontemle belirlendi (Cvoro ve ark 2004).
Immiinohistokimyasal iglemler i¢in alman doku &rneklerinin boyanmasi streptavidin-
biotin-peroksidaz kompleksi (SABC) esasina dayanan prosediirle gergeklestirildi. Bu
amacgla poli-L-lizin kapli lamlara almman 6 pm kalinhigindaki kesitler bir gece
37°C’lik etiivde bekletilerek kurutuldu. Takiben, kesitler deparafinize ve rehidre
edildi. Antijenik epitoplarin agiga c¢ikarilmasi (antijen retrieval) icin sitrat tampon
solisyonunda (1 M, pH 6) mikrodalga firininda 5 dakika, kontrollii bir sekilde
kaynatildi. Bu asamadan sonra, Mayer’s hematoksileniyle c¢ekirdek boyamasi
asamasina kadarki islemlerin tamami nemli kutu iginde gergeklestirilerek, islem
boyunca kesitlerin kurumasinin oniine gecildi. Yikamalar fosfat tamponlu salinle
(PBS, 0.1M, pH:7.4) yapildi. Endojen peroksidaz aktivitesinin inhibisyonu ig¢in
%3’liik hidrojen peroksit soliisyonunda 20 dakika bekletilen kesitler, normal kegi
serumuyla 5 dakika inkiibe edilerek nonspesifik baglanma bdlgeleri bloke edildi.
Kesitler daha sonra, oda sicakliginda 1 saat siireyle primer antikorlarla (HSP70 i¢in
GeneTex, anti-chicken HSP70 primer antikoru, GTX25439 1:1000 sulandirma;
PCNA i¢in GeneTex, anti-chicken PCNA GTX71945 1:100 sulandirma), takiben de
biotinli keci polivalan antikoruyla (antijen spesifitesi: fare, tavsan, rat, kobay) yarim
saat slireyle inkiibe edildi. Yikanan kesitler streptavidin-peroksidazla oda

sicakliginda yarim saat silireyle inkiibe edildi. Kromojen olarak DAB
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kullanildigindan, kesitlere bu amacgla hazirlanan soliisyondan, kesitleri tamamen
kaplayacak sekilde damlatilarak 5 dakika beklendi. Yikanan kesitler, ¢ekirdek
boyamasi i¢in Mayer’s hematoksileniyle 3 dakika boyandi. Alkol ve ksilen
serilerinden gecirilen kesitler sentetik resin (Entellan, Merc) kullanilarak lamelle

kapatildi ve 151k mikroskobunda incelendi.

Immunohistokimyasal boyama esnasinda kesitlerden birine primer antikor

yerine sadece PBS soliisyonu damlatilarak negatif kontrol preparati hazirlandi.

HSP pozitivitesi, boyanan hiicre sayisi ve boyanan hiicrelerdeki boyanmanin
yogunluguna bagli olarak semikantitatif skorlama yontemiyle degerlendirildi (0:
negatif, 1: zayif pozitivite, 2: orta dereceli pozitivite, 3: gii¢lii pozitivite, 4: ¢ok giiclii

pozitivite) (Kim ve ark 2006).
2.2.4. Enzim Histokimyasal Boyamalar

Enterositlerin fonksiyonel olgunlagmasinin bir gdstergesi olan intestinal
alkalen fosfataz (1IALP) demonstrasyonu tek asamali renk reaksiyonu (simultaneous
azo-coupling) metoduyla gerceklestirildi (Lojda ve ark 1979). Formal-kalsiyumda 24
saat siireyle tespit edilen doku 6rnekleri +4°C’deki Holt soliisyonuna aktarildi ve bu
soliisyonda 22 saat bekletildi. Bu doku Orneklerinden kriyostatta (Slee London)
alman 12 pm kalinhigindaki kesitler, onceden formol-jelatin ile muamele edilen
lamlara gekilerek oda sicakliginda (20°C) 30 dakika siireyle kurutuldu. iginde, 25 mg
Naphtol ASBI fosfat (N-2125, Sigma) ¢ozdirlilmiis olan 10ml N,N-
Dimethylformamid, 10 ml distile suyla karistirilarak, karisimin pH’s1 8’e ayarlandi.
Bu karistma 300 ml distile su ve 180 ml 0,2M Tris-HCI tamponu (pH 8,3) ilave
edilerek Naphtol ASBI stok soliisyonu hazirlandi. Inkiibasyon soliisyonu ise, 10 ml
Naphtol ASBI stok soliisyonunda 10 mg Fast Red TR (F-8764, Sigma) ¢ozdiiriilerek
elde edildi. Siiziilen inkiibasyon soliisyonu igerisinde doku kesitleri, oda sicakliginda
45 dakika siireyle kontrollii bir sekilde bekletildiler. Villuslarin firca kenarinda enzim
reaksiyonuna Ozgii, tipik kirmizi renkte ALP aktivitesinin ortaya c¢ikmasiyla
inkiibasyon iglemi sona erdirildi ve 3 kez distile su ile yikanan preparatlara %1’lik
methyl-green ile ¢ekirdek boyasi yapildi. Kontrol preparatlari demonstrasyondan

once kesitlerin 3 dakika siireyle kaynar suda tutulmasiyla hazirlandi.

38



Stikraz-izomaltaz enziminin demonstrasyonu, -20°C’de dondurularak
saklanan doku oOrneklerinden alman 12 pum kalinligindaki kryostat kesitlerinde
gerceklestirildi. Bu enzimin demonstrasyonununda, tek asamali renk reaksiyonu
(simultaneous azo-coupling) metodu uygulandi (Gossrau 1976). Bu amagla, 10 ml
sitrik asit-fosfat tamponuna 0,5 ml N,N-Dimetilformamid i¢inde ¢6zdiiriilen 12 mg
2-Naphthyl-a-D-glucopyranoside (Glycosynth) ve 0,8 ml hexazonium-pararosaniline
ilave edilerek son pH’s1 6 olan inkiibasyon soliisyonu hazirlandi. Siiziilen inkiibasyon
soliisyonu, lamlara kesitleri kaplayacak sekilde damlatilarak 37°C’de 20 dakika
kontrollii bir sekilde inkiibasyon gerceklestirildi. Siire sonunda distile suyla yikanan
kesitlere %1°’lik methyl-green ile ¢ekirdek boyasi uygulandi. Kontrol preparatlari,
demonstrasyondan Once kesitlerin 3 dakika siireyle kaynar suda bekletilmesiyle

hazirlandi.
2.2.5. Degerlendirme ve Istatistiki Analizler

Hazirlanan preparatlar dijital kamerali 151k mikroskobuyla (Nikon Eclipse, E-
400 equipped with Nikon DS Camera Control Unit DS-L1 with DS Camera Head
DS-5M) incelendi ve gerekli goriilen bolgelerin dijital goriintiileri kaydedildi.
Goriintiiler, dijital goriintii analiz programiyla (BS200 PRO, 2005) analiz edilerek

incelenen parametrelerin sayisal verileri elde edildi.

Embriyonik mortalite verileri ki-kare testiyle analiz edilirken; r6latif embriyo
agirliklart ve vitelliis kesesi agirliklariyla, ince bagirsak dokusundan elde edilen
sayisal veriler SPSS 10 programi yardimiyla One-Way Anova testi ve ardindan ¢oklu
karsilagtirma testlerinden Duncan testiyle analiz edilerek gruplarin ortalama degerleri
arasindaki farklarin Onem dereceleri belirlendi. Hsp70 immunoreaktivitesinin
karsilastirilmasinda Kruskal-Wallis testi kullanildi ve bu analiz sonucu gruplar arasi
farkin 6nemli oldugu durumda Mann-Whitney U testiyle grup grup karsilastirma
yapildi. p<0.05 degeri 6nemli kabul edildi.
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3. BULGULAR
3.1. Embriyonik Oliim Oranlari ve Makroskopik Bulgular

Embriyonik 6liim oranlarinin belirlenmesinde embriyo gelisimi gozlenen
yumurta sayilart esas alinmistir. Gruplarin mortalite verileri Cizelge 3.1°de
verilmistir. Cizelgede de goriildiigii gibi 1s1 stresine maruz birakilan Hybro irkinin
mortalitesi Ross 308 irkindan yiiksektir. Her iki 1tk birlikte ele alindiginda ise 1s1
stresine maruz kalan hayvanlarda mortalite, kontrol grubununkinden énemli derecede
(P<0,05) yiiksek bulunmustur. Stres grubunda gdzlenen embriyonik Sliimlerin geg
embriyonik donemde, 6zellikle HH skalasina gore 46. evrede yogunlastigi (kabuk

alt1 dliimleri) dikkati cekti. Olii embriyolarda yapisal kusur ve gelisme geriligi

gozlenmedi. Ancak gaganin hava kamarasinin tersi yone yonelmesine siklikla

rastland1 (Sekil 3.1).

KONTROL

Sekil 3.1. Kulugkanin 21. giinlinde kontrol ve 1s1 stresi grubuna ait embriyolar goriilmektedir.
Yumurtalar kiit u¢larindan agilmistir. Kontrol grubunda embriyonun bagi hava kamarasinin
bulundugu genis uca doniikken, 1s1 stresi grubunda ise sivri uca doniiktiir.

Yumurtalar ag¢ilmadan once yumurta kabuk sicakligi dijital termometreyle
(DX 6603, Brightlink International, China) 6l¢tildii ve kontrol grubunda ortalama
39,04°C, 1s1 stresi grubunda ise ortalama 40,44°C olarak belirlendi.
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Cizelge 3.1. Gruplarin yumurta sayilari, infertil yumurta sayilari, infertilite haric
mortaliteleri (%).

Toplam Infertil Infertilite
Irk Gruplar Yumurta Yumurta Hari¢
Sayisi Sayisi Mortalite (%)
Hybro Kontrol 125 6 1,7°
Is1 stresi 125 5 25°
Ross 308 Kontrol 125 5 2,5¢
Is1 stresi 125 4 13,2°

abe Aynu siitunda farklr harf tagiyan ortalama mortaliteler arasindaki farklar 6nemlidir (P<0,05).

Gruplarin ortalama rolatif embriyo agirliklarinin [(embriyo agirlig/yumurta
agirhigl) X 100] kulugka giinlerine gore dagilimi Cizelge 3.2°de, ortalama rdlatif
vitelliis kesesi agirliklarimin  [(vitellis kesesi agirhigi/yumurta agirligl) X100]
kulugka giinlerine gore dagilimi ise Cizelge 3.3’de verilmistir. Her iki irkta da 1s1
stresi grubundaki embriyolarin rolatif embriyo agirliklar1 kontrol grubuna kiyasla
onemli derecede (P<0,05) daha diisiiktii. Bununla birlikte, ¢izelgede de goriildigi
gibi 1s1 stresi grubundaki vitelliis kesesi agirliklarinin kontrol grubuna kiyasla 6nemli

oranda (P<0,05) daha yiiksek oldugu belirlendi.

Kontrol ve 1s1 stresi gruplarmmin ortalama civeiv ¢ikis agirliklart Cizelge
3.4’de verilmistir. Her iki irkin 1s1 stresi gruplarinin ortalama civeiv ¢ikis agirliklar:
kontrol gruplarindan daha fazla olmakla birlikte, sadece Ross 308 irkinda farkin

istatistiksel acidan 6nemli oldugu (P<0,05) dikkati ¢ekmistir.
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Cizelge 3.2. Kuluckanin farkli donemlerinde tespit edilen ortalama rolatif embriyo agirliklart (%).

Gruplar KULUCKA DONEMLERI
Irk n=10 11. GUN 13.GUN 15. GUN 18. GUN 20. GUN
X+SE X+SE X+SE X+SE X+SE
Hybro Kontrol 9,12+0,151° 18,02+0,397* 30,61+0,881" 52,77+0,807" 71,10+0,614°
Is1 stresi 7,1040,178° 16,174+0,326° 27,32+0,333° 46,73+0,889° 61,4040,736°
Ross 308 Kontrol 9,04:0,199* 17,87+0,294% 29,78+0,727° 52,69+1,541° 67,99+0,314°
Is1 stresi 8,02+0,156° 16,76+0,433° 28,94+0,689™ 46,39+1,181° 60,42+0,693°
+b¢ Ayni siitunda farkli harfle ifade edilen ortalama degerler arasindaki farklar 6nemlidir (P<0,05).
Cizelge 3.3. Kulugkanin farkli donemlerinde tespit edilen ortalama rolatif vitelliis kesesi agirliklar: (%).
KULUCKA DONEMLERI
Irk Gruplar n=10 11. GON 13.GUN 15. GUN 18. GUN 20. GUN
X+SE X+SE X+SE X+SE X+SE
Hybro Kontrol 33,56+0,438° 28,20+0,591° 22,89+0,707° 17,7440,655° 12,82+1,098°
Is1 stresi 35,37+0,698° 30,11+0,831° 26,69+0,649" 24.25+0,548" 20,36+0,709°
Ross 308 Kontrol 33,4340,326° 28,92+0,537° 23,37+0,639° 18,25+0,577° 13,28+0,529°
Is1 stresi 35,80+0,887" 30,99+0,564 26,43+0,654" 24,46+0,370° 19,90+0,394"

b Ayni siitunda farkli harfle ifade edilen ortalama degerler arasindaki farklar nemlidir (P<0,05).
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Cizelge 3.4. Cikis giiniinde tespit edilen ortalama civciv ¢ikis agirliklar

(g)-

Irk Gruplar Civciv agirhg:
n=10 X+SE
Hybro Kontrol 41,82+1,261°
Is1 stresi 43,60+1,001°
Ross 308 Kontrol 43,01+0,948°
Is1 stresi 47,11+1,130°

> Ayni siitunda farkli harfle ifade edilen ortalama degerler arasindaki farklar 6nemlidir (P<0,05).

3.2. Ince Bagirsagin Histolojik Gelisimi ve Villuslardan Elde Edilen Histometrik

Veriler

Embriyonik dénem boyunca ince bagirsak morfolojisinin hizla degistigi,
villuslarin hizla gelisip uzadiklar1 ve organize olduklar1 goézlendi. Kulugkanin 11.
(Sekil 3.2, 3.3, 3.4), 13. (Sekil 3.5, 3.6, 3.7) ve 15. (Sekil 3.8, 3.9, 3.10) giinlerinde
rudimenter haldeki villuslarin, on sekizinci giinde iki farkli yonde organize olmasiyla
uzun ve kisa olmak tizere iki farkli villus tipi ortaya ¢ikti. Onsekizinci giinde uzun
villuslarin u¢ kisimlar1 armut sekilliyken, kisa villuslarin uglart sivri olup roket
benzeri sekil kazanmisti ve her bir uzun villusun yaninda ona komsu bir kisa villus
gozlendi (Sekil 3.11, 3.12, 3.13). Kulugkanmn 20. giliniinde, 18. giinde gozlenen
villuslarin sekillerini koruyarak irilestikleri ve boylarinin uzadigr dikkati ¢ekti.
Ayrica, az sayida olmak iizere tiglincii bir villus tipinin gelismeye basladig1 gozlendi
(Sekil 3.14, 3.15, 3.16). Yirmi birinci giinde villuslarin hizla uzamaya devam ettigi
ve taban kisimlarinin tek tarafindaki epitelin alttaki mezenkime invagine olmasiyla
kriptlerin sekillenmeye basladigi gézlendi. Bu donemde villus basina tek bir kript
diisecek tarzda sekillenen her kript az sayida epitel hiicresinden olugsmaktaydi (Sekil
3.17,3.18, 3.19).

Incelenen tiim kulucka evrelerinde, bagirsak mukoza epiteli tek kath
prizmatik epiteldi. Kulugkanin 18. giinline kadar ince bagirsagin tiim boliimlerinde
Lamina propria-submukoza ayrimi yapilamayan bagdoku, bu donemde L.
muskularisin sekillenmesiyle epitelin hemen altinda L. propria ve derinde bulunan
submukoza olmak {izere iki bolgeye ayrilmis durumdayd: (Sekil 3.11, 3.12, 3.13).

Tunika muskularis ve T. seroza katmanlari, incelenen her embriyonik donemde
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mevcuttu. Ince bagirsagin embriyonik gelisim siirecinde kontrol ve 1s1 stresi gruplari

arasinda histolojik yapisal fark gézlenmedi.

{ SRR 7 ; N N ey i g
Sekll 3.2. Ross 308 rkindan ~ Sekil 3.3. Ross 308 1rki 1s1 stresi ~ Sekil 3.4. Ross 308 irkindan kontrol
kontrol grubuna ait bir grubuna ait bir embriyonun, grubuna ait bir embriyonun,

embriyonun, kuluckanin 11. kulugkanin 11.  gilinindeki kulugkanin 11. giiniindeki ileum
giiniindeki duodenum kesiti jejunum kesiti goriilmektedir. kesiti goriilmektedir. Uclii boyama.
goriilmektedir. Uclii  Uglii boyama. Biiyiitme ¢izgisi: Biiyiitme ¢izgisi: 100um.

Boyama. Biiyiitme ¢izgisi: 100pm.

100pm.

Sekil 3. 5 Hybro 1rk1ndan kontrol Sekil 3.6. Ross 308 irkindan Sekll3 7. Ross 308 1rk1ndan 181
grubuna ait bir embriyonun, kontrol  grubuna  ait  bir stresi  grubuna  ait  bir

kulugkanin 13. glinindeki embriyonun, kulugkanin 13. embriyonun, kulugkanin 13.
duodenum kesiti goriilmektedir. giliniindeki ~ jejunum  kesiti  giliniindeki ileum kesiti
Uclii boyama. Biiyiitme ¢izgisi: goriilmektedir. Uglii boyama. gériilmektedir. Uclii boyama.
100pm. Biiyiitme ¢izgisi: 100pm. Biiyiitme ¢izgisi: 100pum.

. ‘; ;
' ﬂh

Vil
(i .l'-m"{t ""‘

Sa LT S o e :
Sekil 3.8. Hybro wrkindan 1s1 Sekil 3.9. Hybro irkindan Sekil 3.10. Hybro irkindan 1s1

stresi grubuna ait bir kontrol  grubuna ait bir stresi  grubuna  ait  bir
embriyonun, kuluckanin  15. embriyonun, kulugckanin 15. embriyonun, kulugkanin 15.
giiniindeki  duodenum  kesiti giinliindeki  jejunum  kesiti giliniindeki ileum kesiti
goriilmektedir. Uglii  boyama. goriilmektedir. Uclii boyama. goriilmektedir. Uglii boyama.
Biiytitme ¢izgisi: 100pm. Biiyiitme ¢izgisi: 100pm. Biiytitme ¢izgisi: 100pm.
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Sekil 3.12. Hybro irkindan 1s1 ~ Sekil 3.13. Ross 308 irkindan 1s1

kontrol grubuna ait bir stresi  grubuna  ait  bir stresi grubuna ait bir
embriyonun,  kulugkanin  18. embriyonun, kulugkanin 18. embriyonun, kuluckanin 18.

giniindeki ~ duodenum  kesiti  giniindeki  jejunum  kesiti  giintindeki ileum kesiti
goriilmektedir. Uglii  boyama. goriilmektedir. Uclii boyama. goriilmektedir. Uglii boyama.
Biiytitme ¢izgisi: 100pm. Biiyiitme ¢izgisi: 100pm. Biiytitme ¢izgisi: 100pm.

V1:Birinci gelisim asamasindaki villus, V2: Ikinci gelisim asamasindaki villus.

Le: Lamina epiteliyalis, Lp: Lamina propriya, Lm: Lamina muskularis, Sm: Submukoza, TM:Tunika
Muskularis, TS: Tunika Seroza.

B ' ‘r
V1 I g

V3

7 N g

Sekil 3.14. Hybro wkindan Sekil 3.15. Hybro irkindan 1s1  Sekil 3.16. Hybro irkindan kontrol
kontrol  grubuna ait bir stresi grubuna ait bir grubuna ait bir embriyonun,
embriyonun, kulugkanin 20. embriyonun, kuluckanin 20. kulugkanin 20. giiniindeki ileum

giniindeki duodenum kesiti giinindeki  jejunum  kesiti  kesiti goriilmektedir. Uglii
goriilmektedir. Uclii boyama. goriilmektedir. Uglii boyama. boyama. Biiyiitme ¢izgisi: 100pum.
Biiyiitme ¢izgisi: 100pum. Biiyiitme ¢izgisi: 100pm.

V1:Birinci gelisim asamasindaki villus, V2: Ikinci gelisim asamasindaki villus,
V3: Ugiincii gelisim asamasindaki villus.

Sekil 3.17. Hybro wkindan 1s1  Sekil 3.18. Hybro irkindan

stresi grubuna ait bir embriyonun, kontrol =~ grubuna  ait  bir kontrol grubuna ait bir
kulugkanin 21. giiniindeki embriyonun, kulugkanin ~ 21. embriyonun, kulugkanin 21.
duodenum kesiti goriilmektedir.  giiniindeki jejunum kesiti giiniindeki  ileum  kesiti
Uclii boyama. Biiyiitme g¢izgisi: goriilmektedir. Uglii boyama. gériilmektedir. Uclii boyama.
100pm. Biiyiitme ¢izgisi: 100pm. Biiyiitme ¢izgisi: 100pm.
Oklar: Kriptler.
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Gruplarin ¢ikis giinii ortalama ince bagirsak agirliklart Cizelge 3.5.°de
verilmistir. Her iki irkin 1s1 stresine maruz birakilan embriyolarinin ortalama rolatif
ince bagirsak agirliginin [(ince bagirsak agirligi/embriyo agirligl)X100] kontrol
grubundan 6nemli derecede (P<0,05) diisiik oldugu dikkati ¢ekmistir.

Cizelge 3.5. Cikis gilinlinde tespit edilen ortalama rolatif ince bagirsak agirliklar: (%).

Irk Gruplar Ince bagirsak agirhg
n=10 X+SE
Hybro Kontrol 3,21+0,119*
Isi stresi 2,46+0,291°
Ross 308 Kontrol 3,51+0,348*
Is1 stresi 2,07+0,13 1°

> Ayn siitunda farkli harfle ifade edilen ortalama degerler arasindaki farklar onemlidir (P<0,05).

Kontrol ve 1s1 stresi gruplarindaki embriyolarin duodenum, jejunum ve
ileumundaki birinci gelisme agamasinda bulunan villuslarin boy, genislik ve alan
verileri sirasiyla Cizelge 3.6, 3.7 ve 3.8’de verilmistir. Cizelgelerde de goriilecegi
gibi her iki 1rkin kontrol ve 1s1 stresi gruplarinin villus parametreleri arasinda énemli

fark bulunmamaktadir (P>0,05).
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Cizelge 3.6. Kulugkanin farkli donemlerinde duodenal villuslardan elde edilen histometrik veriler.

Kulucka
Donemleri

18. Giin
X+SE

20.giin
X+SE

21. giin
X+SE

Villus parametresi

Villus boyu (um)

Villus Genisligi (um)

Villus Alan1 (um”)

Villus boyu (um)

Villus Genisligi (um)

Villus Alani (um2)

Villus boyu (um)

Villus Genisligi (um)

Villus Alan1 (um”)

Irklar
Hybro Ross 308
Gruplar n=10
Kontrol Is1 Stresi Kontrol Is1 Stresi
169,04+4,610 169,72+4,956 169,36+6,754 170,52+6,427
33,70+1,981 35,04+1,119 33,36+2,169 34,78+0,769

5893,80+301,054

256,76+14,673
39,102,895
11178,20+748,765

355,3449,560
53,94+2,122
19830,34+367,425

6259,84+158,518

255,56+15,204
40,42+1,011
11509,70+458 414

347,56+5,566
55,14+1,996
20739,48+650,413

5985,98+458,942

256,04+9,795
40,741,629
11652,30+560,875

357,3049,233
54,46+2,262
20334,62+797,505

6341,72+257,696

255,08+12,954
40,20+2,263
11404,00+938,790

353,37+9,881
54,70+1,984
20215,08+761,665

Kontrol ve 1s1 stresi gruplarmin duodenal villuslarindan elde edilen ortalama histometrik veriler arasindaki farklar istatistiksel Oneme sahip degildir (p>0,05).
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Cizelge 3.7. Kulugkanin farkli donemlerinde jejunal villuslardan elde edilen histometrik veriler.

Kulugka Villus parametresi
Donemleri
18. Giin Villus boyu (pm)
X+SE Villus Genisligi (um)
Villus Alani (pm”)
20.giin Villus boyu (pm)
X+SE Villus Genisligi (um)
Villus Alant (pm?)
21. giin Villus boyu (pm)
X+SE Villus Genisligi (um)
Villus Alani (pm”)

Irklar
Hybro Ross 308
Gruplar n=10
Kontrol Is1 Stresi Kontrol Is1 Stresi
101,94+3,198 100,12+2,267 99,58+1,513 99,78+2,793
25,90+1,766 23,30+1,015 27,10+0,955 23,18+1,423

2623,20+80,040

162,20+4,693
32,72+1,759
5502,48+219,281

223,72+6,383
40,48+4,009
9249,46+837,049

2519,58+131,526

161,58+3,702
32,82+1,844
5230,26+315,348

228,76+6,621
41,78+3,289
9571,74+792,073

2712,96+127,158

164,66+4,698
33,46+1,472
5532,76£252,640

236,14+7,492
42,00+3,556
10014,82+813,241

2244,28+136,530

160,76+5,716
34,98+2,384
5465,44+275,092

228,68+2,964
40,72+4,156
9295,20+£922,415

Kontrol ve 1s1 stresi gruplarinin jejunal villuslarindan elde edilen ortalama histometrik veriler arasindaki farklar istatistiksel 6neme sahip degildir (p>0,05).
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Cizelge 3.8.

Kulucka
Donemleri

18. Giin
X+SE

20.giin
X+SE

21. giin
X+SE

Kulugkanin farkli dénemlerinde ileal villuslardan elde edilen histometrik veriler.

Villlus parametresi

Villus boyu (um)

Villus Genisligi (um)

Villus Alami (pm®)

Villus Uzunlugu (pm)
Villus Genisligi (um)
Villus Yiizey Alanm (um?)

Villus boyu (um)

Villus Genisligi (um)
Villus Alani (um?)

Irklar
Hybro Ross 308
Gruplar n=10
Kontrol Is1 Stresi Kontrol Is1 Stresi
100,02+2,187 97,86+3,044 99,54+2,083 95,36+1,665
36,32+2,662 34,60+2,554 36,58+2,310 36,06+2,889

3616,18+283,636

144,00+3,147
38,482,300
5519,46+271,275

209,02+6,473
42,40+1,284
9048,52+527,875

3182,82+92,702

143,24+3,230
37,38+2,538
4994,30+263,557

203,66+5,101
42,80+1,620
8879,82+466,588

3546,56+215,950

144,64+3,091
38,08+2,584
5425,38+326,426

206,42+6,745
41,56+1,171
9175,76+450,534

3030,84+304,710

141,86+2,368
37,02+1,844
5334,52+292,742

206,22+7,464
42,20+1,669
8992,28+448,898

Kontrol ve 1st stresi gruplarimin ileal villuslarindan elde edilen ortalama histometrik veriler arasindaki farklar istatistiksel oneme sahip degildir (p>0,05).
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3.3. Kadeh Hiicreleri Uzerinde Yapilan inceleme Sonuclar

PAS yontemiyle boyanan kesitlerde notral miisin salgilayan kadeh hiicreleri,
AB (pH 2,5) ile boyanan kesitlerde de asit miisin salgilayan kadeh hiicreleri
demonstre edildi. Kadeh hiicrelerinin villus boyunca epitel i¢inde lokalize olduklar

gozlendi.

Kontrol ve deney grubundan alinan her iki irkin bagirsak kesitlerinde AB(+)
veya PAS(+) kadeh hiicrelerine kulugkanin 11. giinlinde rastlanmadi (Sekil 3.20,
3.21). Bagirsak epitelinde kadeh hiicrelerine ilk kez kuluckanin 13. giiniinde az
sayida rastlandi (Sekil 3.22, 3.23). On besinci glinde sayilar artan kadeh hiicrelerinin
(Sekil 3.24, 3.25) on sekizinci giinde, biiyiikk ¢ogunlugunun sitoplazmasi sadece
asidik miisin igermekte ve AB(+) reaksiyon vermekteydi (Sekil 3.26, 3.27).
Kulugkanin 13. 15. ve 18. giinlerinde az sayida kadeh hiicresi bulundugundan, kadeh
hiicresi yogunluklar1 sonraki donemlerde belirlendi. Kulugkanin 20 ve 21. giinlerinde
duodenum, jejunum ve ileumdaki PAS(+) ve AB(+) kadeh hiicresi yogunluklar
sirastyla Cizelge 3.9 ve 3.10°da verilmistir. Yirminci giinde kadeh hiicresi
yogunluklar1 ince bagirsagin incelenen bolgelerinin tamaminda artmisti (Sekil 3.28,
3.29, 3.30, 3.31, 3.32, 3.33). Cikis giiniinde, sekillenmesi yeni baslamis olan
rudimenter kriptlerde de kadeh hiicrelerine rastland1 (Sekil 3.34, 3.35, 3.36, 3.37,
3.38, 3.39). Her iki rkin kontrol ve 1s1 stresi gruplarinin kadeh hiicresi yogunluklar

birbirine oldukc¢a yakindi ve aradaki fark istatistiksel agidan 6nemsizdi (P>0,05).
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Sekil 3. 20. Ross 308 rkindan 1s1 stresi grubuna ait  Sekil 3.21. Ross 308 rkindan 1s1 stresi grubuna

bir embriyonun, kulugkanin 11. giiniindeki jejunum ait bir embriyonun, kulugkanin 11. giiniindeki

kesiti goriilmektedir. Bu dénemde jejunum epitelinde jejunum kesiti goriilmektedir. Bu dénemde

AB(+) kadeh hiicresi bulunmamaktadir. AB pH:2.5. jejunum epitelinde PAS(+) kadeh hiicresi

Biiyiitme ¢izgisi: 100 um. bulunmamaktadir. PAS. Biiylitme Cizgisi:
100pum.
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Sekil 3.22. Hybro irkindan kontrol grubuna ait bir Sekil 3.23. Hybro irkindan kontrol grubuna ait

embriyonun, kulugkanin 13. giiniindeki duodenum bir embriyonun, kuluckanm 13. giiniindeki

kesiti goriilmektedir. Ok: AB(+) graniile sahip kadeh duodenum kesiti goriilmektedir. Oklar: PAS(+)

hiicresi. AB pH:2.5. Biiyiitme ¢izgisi: 100 pm. graniile sahip kadeh hiicreleri. PAS. Biiyiitme
¢izgisi: 100 pm.

Sekil 3.24. Hybro rkindan 1s1 stresi grubuna ait bir ~ Sekil 3.25. Ross 308 rkindan kontrol grubuna

embriyonun, kulugkanin 15. giinlindeki jejunum ait bir embriyonun kulugkanm 15. giiniindeki

kesiti goriilmektedir. Oklar: AB(+) kadeh hiicreleri.  jejunum kesiti goriilmektedir. Oklar: PAS(+)

AB pH:2.5. Biiyiitme ¢izgisi: 100 um. kadeh hiicreleri. PAS. Biiyiitme ¢izgisi: 100
pm.
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embriyonun, kuluckanin 18. giiniindeki duodenum
kesiti goriilmektedir. Oklar: AB(+) kadeh hiicreleri.
AB (pH:2.5). Biiyiitme ¢izgisi: 100 pm.

Sekil 3.28. Hybro irkindan
kontrol ~ grubuna  ait  bir
embriyonun, kulugkanin  20.
giiniindeki ~ duodenum  kesiti
goriilmektedir.  Oklar:  AB(+)

kadeh hiicreleri. AB (pH:2,5).
Biiyiitme ¢izgisi: 100 pm.

kontrol

bir

-l

3.29. Hybro wkindan
grubuna  ait  bir
kulugkanin ~ 20.
ginliindeki  jejunum  Kkesiti
goriilmektedir. Oklar:  AB(+)
kadeh hiicreleri. AB (pH:2,5).
Biiyiitme ¢izgisi: 100 um.

Sekil
kontrol
embriyonun,

AT,

Sekil 3.27. Hybro irkindan 1s1 stresi grubuna ait
embriyonun,
duodenum kesiti goriilmektedir. Oklar: PAS(+)
kadeh hiicreleri. PAS. Biiyiitme ¢izgisi: 100 pm.

kulugkanin 18. giiniindeki

Sekil 3.30. Ross 308 irkindan
kontrol  grubuna ait  bir
embriyonun, kulugkanin 20.
giiniindeki ileum kesiti
goriilmektedir. Oklar: AB(+)
kadeh hiicreleri. AB (pH:2,5).
Biiyiitme ¢izgisi: 100 pm.

308

Sekil 3.31. Hybro wrkindan Sekil 3.32. Hybro wkindan Sekil 3.33. Ross

grubuna ait bir embriyonun, kontrol grubuna  ait  bir 1rkindan kontrol grubuna ait
kulugkanin 20. giiniindeki embriyonun, kulugkanin  20. bir embriyonun, kuluckanin
duodenum  kesiti  goriilmektedir. gliniindeki  jejunum  kesiti 20. giliniindeki ileum kesiti
Oklar: PAS(+) kadeh hiicreleri. goriilmektedir. Oklar: PAS(+) goriilmektedir. Oklar:

PAS. Biiyiitme ¢izgisi: 100 pm.

kadeh hiicreleri. PAS. Biiyiitme

¢izgisi: 100 pm.

PAS(+) kadeh hiicreleri.
PAS. Biiylitme ¢izgisi: 100
pm.
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bir

ait
embriyonun, kuluckanin 21.

1s1  stresi grubuna

duodenum  Kkesiti
Oklar: AB(+)

giiniindeki
goriilmektedir.

kadeh hiicreleri. AB (pH:2.5).
Biiylitme ¢izgisi: 100 um.

L Soa
Sekil 3.37. Ross 308 wrkindan
kontrol  grubuna  ait  bir
embriyonun, kulugkanin  21.
giiniindeki  duodenum  kesiti
goriilmektedir. Oklar: PAS(+)
kadeh hiicreleri. PAS. Biiyiitme
cizgisi: 100 pm.

Sekil 3.35. Hybro wrkindan 1s1
stresi grubuna ait bir
embriyonun, kulugkanin  21.
glinindeki ~ jejunum  kesiti
goriilmektedir.  Oklar:  AB(+)
kadeh hiicreleri. AB (pH:2.5).
Biiyiitme ¢izgisi: 100 pm.

Sekil 3.38. Hybro irkindan 1s1
stresi grubuna ait bir
embriyonun, kulugkanin  21.
giniindeki  jejunum  Kkesiti
goriilmektedir. Oklar: PAS(+)
kadeh hiicreleri. PAS. Biiyiitme
cizgisi: 100 pm.

Sekil 3.36. Hybro irkindan

kontrol  grubuna ait bir
embriyonun, kuluckanin 21.
giliniindeki ileum kesiti

goriilmektedir. Oklar: AB(+)
kadeh hiicreleri. AB (pH:2.5).
Biiyiitme ¢izgisi: 100 pm.

Sekil 3.39. Hybro irkindan
kontrol  grubuna ait bir
embriyonun, kuluckanin 21.
giiniindeki ileum kesiti
goriilmektedir. Oklar: PAS(+)
kadeh hiicreleri. PAS.
Biiyiitme ¢izgisi: 100 pm.
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Cizelge 3.9. Kuluckanin farkli donemlerinde tespit edilen PAS (+) kadeh hiicresi yogunluklari (hiicre sayisi/birim epitel uzunlugu-100um-).

KULUCKA DONEMLERI
Irklar Gruplar
n=10 20. GUN 21. GUN
X+SE X+SE
Ince bagirsak béliimleri Ince bagirsak béliimleri
Duodenum Jejunum fleum  Duodenum Jejunum Ileum

Hybro Kontrol 5,08+0,199 5,94+0,359 6,980,177 6,34+0,429 7,28+0,371  7,84+0,347
Isistresi 5,060,244 6,00+£0,298 6,92+0,188 6,32+0,434 7,18+0,282  7,82+0,248

Ross Kontrol 5,12+0,307 6,12+0,263 7,00+0,164 6,74+0,197 7,52+0,248  §,24+0,244
308 Isistresi 5,100,291 6,08+0,276 6,96+0,154 6,56+0,242 7,360,225 8§8,12+0,297

Kontrol ve 1s1 stresi gruplarinin ortalama PAS(+) kadeh hiicresi yogunluklari arasindaki farklar istatistiksel 6neme sahip degildir (p>0,05).

Cizelge 3.10. Kulugkanin farkli donemlerinde tespit edilen AB (+) kadeh hiicresi yogunluklar1 (hiicre sayisi/birim epitel uzunlugu-100pm-).

KULUCKA DONEMLERI
Irklar Gruplar
n=10 20. GUN 21. GUN
X+SE X+SE
Ince bagirsak béliimleri Ince bagirsak béliimleri
Duodenum Jejunum  fleum Duodenum Jejunum  Ileum

Hybro Kontrol  4,48+0,199 5,48+0,174 5,50+0,450 6,38+0,220 7,30+0,288 7,44+0,293

Isistresi 4,760,311 5,600,164 5,32+0,425 5,98+0,222 7,42+0,263 7,40+0,263
Ross  Kontrol  4,24+0,181 5,56+0,129 5,34+0,395 6,28+0,390 7,26+0,312 7,66+0,336
308 Isistresi  4,56+0,350 5,544+0,225 5,24+0,349 5,52+0,269 7,18+0,121 8,06+0,342

Kontrol ve 1s1 stresi gruplarinin ortalama AB(+) kadeh hiicresi yogunluklari arasindaki farklar istatistiksel 6neme sahip degildir (p>0,05).
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3.4. Enteroendokrin Hiicreler Uzerinde Yapilan Inceleme Sonuclari

Masson-Fontana’nin Argentaffin ve Grimelius’un Argirofil giimiisleme
yontemleriyle boyanan kesitlerde enteroendokrin hiicreler; kulugkanin 13. giiniinden
itibaren villus epiteli boyunca ve hem intraepitelyal ve hem de subepitelyal konumda

lokalize olan, siyah graniillii hiicreler halinde gozlendi.

Kulugkanin 11. giinlinde, bagirsagin incelenen bdliimlerinin higbirinde
enteroendokrin hiicreye rastlanmadi (Sekil 3.40, 3.41, 3.42, 3.43, 3.44, 3.45). On
ticiincii giinde ise sadece duodenumda tek tiik argirofil hiicre goriildiigii halde (Sekil
3.46), argentaffin hiicreye rastlanmadi (Sekil 3.47). Kuluckanin 15. giiniinde, ince
bagirsagin duodenum (Sekil 3.48, 3.49) ve jejunum (Sekil 3.50, 3.51) boliimlerinin
her ikisinde de hem argirofil ve hem de argentaffin hiicre tipleri goriildiigii halde, bu
donemde ileumda enteroendokrin hiicreye rastlanmadi (Sekil 3.52, 3.53). Kuluckanin
18. (Sekil 3.54, 3.55, 3.56) ve 20. (Sekil 3.57, 3.58, 3.59) giinlerinde ince bagirsagin
her li¢ bolgesinde de hem argirofil hem de argentaffin hiicrelerin villus boyunca
intraepitelyal ve subepitelyal konumda lokalize olduklar1 gozlendi. On sekizinci
giinden itibaren, ince bagirsagin incelenen boliimlerinin tamamindaki villuslarin
cogunda, sayilar1 1-4 adet arasinda degisen enteroendokrin hiicre bulunmaktaydi ve
cikis giinlinde endokrin hiicre sayisinda 6nemli bir artis tespit edilmedi. Cikis
giiniinde kriptlerde de endokrin hiicrelere rastland1 (Sekil 3.60, 3.61, 3.62, 3.63).
Piramidal ve oval sekilli argirofil ve argentaffin hiicrelerin graniillerinin hiicrenin
bazal yariminda lokalize olduklar1 dikkati ¢ekti (Sekil 3.54, 3.57). Her iki irka da
gruplar arasinda villus basina diisen entero-endokrin hiicre sayis1 ve bunlarin

lokalizasyonlarinda belirgin fark tespit edilmedi.
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Sekil 3.40. Ross 308 1rk1ndan
kontrol ~ grubuna  ait  bir
embriyonun, kulugkanin 11.
giiniindeki duodenum  kesiti
goriilmektedir. Bu donemde
duodenum epitelinde argirofil
hiicre bulunmamaktadir.
Grimelius’un Argirofil boyasi.

£ B W e L RS AR
Sekil 3.41. Hybro irkindan 1s1

stresi grubuna ait  bir
embriyonun, kulugkanin 11.
glinindeki  jejunum  kesiti
goriilmektedir, Bu donemde
jejunum epitelinde  argirofil
hiicre bulunmamaktadir.
Grimelius’un Argirofil boyasi.

Sekll 3 42. Hybro irkindan 1s1

Biiyiitme ¢izgisi: 100 pm.

Sekil 3.43. Ross 308 1rkindan
kontrol grubuna ait bir
embriyonun,  kulugkanin  11.
giiniindeki ~ duodenum  kesiti
goriilmektedir.  Bu  donemde
duodenum epitelinde argentaffin
hiicre bulunmamaktadir. Mason-
Fontana’nin Argentaffin boyasi.
Biiyiitme ¢izgisi: 100pum.

Biiyiitme ¢izgisi: 100 pm.

Sekil 3.44. Ross 308 irkindan Y

1S1  stresi bir

embriyonun,

grubuna  ait

kulugkanin  11.
giniindeki ~ jejunum  kesiti
gorillmektedir. Bu donemde
jejunum epitelinde argentaffin
hiicre bulunmamaktadir.
Mason-Fontana’nin Argentaffin
boyasi. Bilyiitme ¢izgisi: 100
pm.

stresi bir

embriyonun,

grubuna  ait
kuluckanin  11.
giiniindeki ileum kesiti
goriilmektedir. Bu donemde
ileum epitelinde argirofil hiicre
bulunmamaktadir.
Grimelius’un Argirofil boyasi.
Biiylitme ¢izgisi: 100 pm.

3.45. Hybro wkindan
1s1 stresi grubuna ait bir
embriyonun, kuluckanin 11.
giintindeki  ileum  kesiti
goriilmektedir. Bu donemde
ileum epitelinde argentaffin
hiicre bulunmamaktadir.
Masson-Fontana’nin
Argentaffin boyasi. Biiyiitme
cizgisi: 100 pm.

Sekil 3.46. Ross 308 wrkindan kontrol grubuna ait

bir embriyonun,

¢cizgisi: 100 pm.

kuluckanin
duodenum kesiti goriilmektedir.
hiicre. Grimelius’un Argirofil boyasi.

Sekll 3. 47 Hybro 1rk1ndan kontrol grubuna ait

13. giinlindeki bir embriyonun, kulugckanm 13. giiniindeki
Ok: Argirofil duodenum kesiti goriilmektedir. Bu dénemde
Biiylitme duodenum  epitelinde  argentaffin  hiicre
bulunmamaktadir. Masson-Fontana’nin

Argentaffin boyasi. Biiyiitme ¢izgisi: 100 pm.
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Sekil 3.48. Hybro 1rk1ndan kontrol grubuna Sekll 3.49. Hybro 1rk1ndan 181 stresi grubuna ait bir
ait bir embriyonun, kulugkanin 15. embriyonun, kuluckanin 15. gilinlindeki duodenum
giintindeki duodenum kesiti goriilmektedir. kesiti goriilmektedir. Oklar: Argentaffin hiicreler.
Oklar: Argirofil hiicreler. Grimelius’'un Masson-Fontana’nin Argentaffin boyasi. Biiylitme
Argirofil boyasi. Bilytitme ¢izgisi: 100 pum.  ¢izgisi: 100 pm.

Sekil 3.50. Hybro irkindan kontrol grubuna ait bir
embriyonun, kulugkanin 15. gilinlindeki jejunum
kesiti goriilmektedir. Ok: Argirofil hiicre.
Grimelius’un Argirofil boyasi. Biiyiitme ¢izgisi:
100 pm.
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Sekil 3.52. Hybro 1rk1ndan 181 stresi grubuna ait bir
embriyonun, kulugkanin 15. giiniindeki ileum
kesiti gortilmektedir. Bu donemde ileum epitelinde
argirofil hiicre bulunmamaktadir. Grimelius’un
Argirofil boyasi. Bilyiitme ¢izgisi: 100 um.

Sekil 3.51. Hybro 1rk1ndan 181 stresi grubuna ait
bir embriyonun, kuluckanin 15. giiniindeki
jejunum kesiti goriilmektedir. Ok: Argentaffin
hiicre. Masson-Fontana’nin Argentaffin boyasi.
Biiyiitme ¢izgisi: 100 pm.

Sekil 3.53. Ross 308 1rk1ndan 181 StI'CSl grubuna ait
bir embriyonun, kulugkanin 15. giiniindeki ileum
kesiti goriilmektedir. Bu dénemde ileum epitelinde
argentaffin hiicre bulunmamaktadir.  Masson-
Fontana’nin Argentaffin boyasi. Biiylitme ¢izgisi:
100 pm.
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Sekil 3.54. Hybro irkindan 1s1 stresi grubuna ait bir embriyonun, kulugkanin 18. giiniindeki duodenum
kesiti goriilmektedir. Oklar: Argirofil hiicreler. Grimelius’un Argirofil boyasi. Biiylitme ¢izgisi: 100
pm.

e

Sekil 3.55. Hybro irkindan kontrol grubuna ait ~ Sekil 3.56. Hybro irkindan 1s1 stresi grubuna ait bir
bir embriyonun, kulugkanin 18. giiniindeki embriyonun, kulugkanin 18. giinlindeki ileum kesiti
jejunum kesiti goriilmektedir. Oklar: Argirofil goriilmektedir. Oklar: Argentaffin hiicreler. Masson-
hiicreler.  Grimelius’un  Argirofil boyasi. Fontana’nin Argentaffin boyasi. Biilyiitme ¢izgisi: 100
Biiylitme ¢izgisi: 100 um. pm.

™
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Sekil 3.57. Hybro irkindan kontrol grubuna ait bir embriyonun, kulugkanin 20. giiniindeki duodenum
kesiti goriilmektedir. Oklar: Argentaffin hiicreler. Masson-Fontana’nin Argentaffin boyasi. Bilyiitme
¢cizgisi: 100 pm.

Sekil 3.58. Ross 308 wrkindan kontrol grubuna ait bir  Sekil 3.59. Ross 308 wkindan kontrol

embriyonun, kulugkanm 20. giinindeki duodenum grubuna ait bir embriyonun, kulugkanin 20.

kesiti goriilmektedir. Oklar: Argirofil hiicreler. giinlindeki jejunum kesiti goriilmektedir.

Grimelius’un Argirofil boyasi. Biiyiitme ¢izgisi: 100 Oklar:  Argentaffin  hiicreler. =~ Masson-

pm. Fontana’nin Argentaffin  boyasi. Biiyiitme
¢izgisi: 100 pm.
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Sekll 3.60. Hybro ki kontrol grubuna ait b1r
embriyonun, kuluckanin 21. giiniindeki duodenum
kesiti goriilmektedir. Oklar: Argirofil hiicreler.
Grimelius’un Argirofil boyasi. Biiylitme ¢izgisi:
100 pm.

Sekil 3.61. Ross 308 irkindan 1s1 stresi grubuna
ait bir embriyonun, kulugkanin 21. giiniindeki
duodenum  kesiti  goriilmektedir.  Oklar:
Argentaffin ~ hiicreler. =~ Masson-Fontana’nin
Argentaffin boyasi. Biiyiitme ¢izgisi: 100 pm.

Sekil 3.62. Hybro rkindan kontrol grubuna ait bir

embriyonun, kulugkanin 21. gilinlindeki ileum
kesiti goriilmektedir. Oklar: Argirofil hiicreler.
Grimelius’un Argirofil boyasi. Biiyiitme ¢izgisi:
100 pm.

3.5. Apoptozis Bulgular

Sekil 3.63. Ross 308 1rki kontrol grubuna ait bir
embriyonun, kuluckanin 21. giliniindeki ileum
kesiti goriilmektedir. Oklar: Argentaffin hiicreler.
Masson-Fontana’nin Argentaffin boyasi.
Biiyiitme ¢izgisi: 100 pm.

Bu amagla yapilan immiinohistokimyasal boyama sonucunda, pozitif kontrol

preparatlarinda (Sekil 3.64) oldugu gibi karakteristik kahverengi cekirdege sahip

hiicreler apoptotik hiicreler olarak degerlendirildi.

Kulugkanin 11., 13., 15. ve 18. giinlerinde apoptotik hiicrelere mezotelyumda

fazla sayida rastlanirken, epitelde tek tiikk apoptotik hiicre gozlendi (Sekil 3.65, 3.66,

3.67) Kuluckanin 20. ve 21. giinlerinde apoptotik hiicrelere mezotelyumun yani sira
villuslarin apeks bolgelerindeki epitelde de rastlandi (Sekil 3.68, 3.69, 3.70) Ayrica,

bagirsak liimenine dokiilen epitel hiicrelerinin de apoptotik hiicreler olduklart dikkati

cekti. Incelenen kulugka dénemlerinde, her iki irkin kontrol ve 1s1 stresi gruplarindaki
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apoptotik hiicrelerin lokalizasyon ve villus basina diisen apoptotik hiicre sayilari

arasinda onemli farklar gézlenmedi.
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Sekil 3.64. Pozitif kontrol preparati: Ondokuz saat boyunca 0,5 pg/ml aktinomisinle inkiibe edilen
HL60 hiicreleri. Oklar: Apoptotik hiicreler. TUNEL. Biiyiitme ¢izgisi: 100 pm.

L o wlfs d| = T ?

Sekil 3.65. Hybro irkindan 1s1 stresi grubuna ait Sekil 3.66. Hybro irkindan kontrol grubuna ait
bir embriyonun, kuluckanin 11. giliniindeki bir embriyonun, kulugkanin 15. gilinlindeki
duodenum kesiti goriilmektedir. Oklar: duodenum kesiti goriilmektedir. Ok: Apoptotik
Mezotelyumda apoptotik  hiicreler. TUNEL. epitel hiicresi. TUNEL. Biiyilitme ¢izgisi: 100
Biiyiitme ¢izgisi: 100 pm. pm.
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Sekil 3.67. Ross 308 irkindan kontrol grubuna ait bir Sekil 3.68. Ross 308 irkindan 1s1 stresi

embriyonun, kulugkanin 18. giiniindeki duodenum grubuna ait bir embriyonun, kulugkanin 20.

kesiti goriilmektedir. Ok: Apoptotik epitel hiicresi. giliniindeki duodenum kesiti gdriilmektedir.

TUNEL. Biiyiitme ¢izgisi: 100 pm. Oklar: Mezotelyumda apoptotik hiicreler.
TUNEL. Biiyiitme ¢izgisi: 100 pm.
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Sekil 3.69. Hybro irkindan 1s1 stresi grubuna ait  Sekil 3.70. Hybro irkindan kontrol grubuna ait bir
bir embriyonun, kuluckanin 21. giiniindeki embriyonun, kuluckanin 21. giinlindeki jejunum
duodenum  kesiti  goriilmektedir.  Oklar: kesiti goriilmektedir. Oklar: Apoptotik epitel
Apoptotik epitel hiicreleri. TUNEL. Biiyiitme hiicreleri. TUNEL. Biiyiitme ¢izgisi: 100 um.
¢izgisi: 100 pm.

3.6. PCNA Bulgulan

Immiinohistokimyasal boyama sonucunda, pozitif kontrol preparatlardaki
(Sekil 3.71) DAB’a 6zgii kahverengi ¢ekirdege sahip hiicreler PCNA(+) hiicreler

olarak degerlendirildi.

Incelenen biitiin dénemlerde epitel dokusu, bag ve kas dokularinda PCNA(+)
hiicreler gorildi (Sekil 3.72, 3.73, 3.74, 3.75, 3.76). Kuluckanin 20. ve 21.
gilinlerinde, gruplarin tamaminda, epitel hiicrelerinin biiyiik cogunlugu PCNA(+)
hiicrelerdi (Sekil 3.78, 3.79, 3.80) Ayrica 21. giinde kript epitel hiicrelerinin hemen
hemen tamami da PCNA(+) hiicrelerden olusmaktayd: (Sekil 3.81). Incelenen
kulugka donemlerinde, her iki irkin kontrol ve 1s1 stresi gruplarinin PCNA(+) hiicre

yogunluklariyla bu hiicrelerin lokalizasyonlar1 arasinda 6nemli fark tespit edilmedi.
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Sekil 3.71. Pozitif kontrol preparatiz HL 60 hiicreleri. Oklar: PCNA (+) hiicreler. PCNA
immiinohistokimyasal boyamasi. Biiyiitme ¢izgisi: 100 pm.

al

Sekil 3.72. Ross 308 irkindan kontrol grubuna ait ~ Sekil 3.73. Hybro irkindan 1s1 stresi grubuna ait
bir embriyonun, kuluckanin 11. giiniindeki bir embriyonun, kulugkanin 11. giliniindeki
duodenum kesiti goriilmektedir. Oklar: PCNA(+) duodenum kesiti goriilmektedir. Oklar: PCNA
hiicreler. PCNA immiinohistokimyasal boyamasi. (+) hiicreler. PCNA immiinohistokimyasal
Biiylitme ¢izgisi: 100 um. boyamasi. Biiyiitme ¢izgisi: 100 pm.
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Sekil 3.74. Ross 308 rkindan kontrol grubuna ait
bir embriyonun, kulugkanin 15. giiniindeki jejunum
kesiti goriilmektedir. Oklar: PCNA(+) hiicreler.
PCNA immiinohistokimyasal boyamasi. Biiyiitme
¢cizgisi: 100 pm.

Sekil 3.76. Hybro irkindan kontrol grubuna ait
bir embriyonun, kulugkanin 18. giinlindeki
duodenum kesiti goriilmektedir. Oklar: PCNA(+)
hiicreler. PCNA immiinohistokimyasal
boyamasi. Bilyiitme ¢izgisi: 100 pm.

e :
Sekil 3.78. Ross 308 irkindan kontrol grubuna ait
bir embriyonun, kulugkanin 20. giiniindeki
duodenum kesiti goriilmektedir. Oklar: PCNA(+)
hiicreler. PCNA immiinohistokimyasal
boyamasi. Biiyilitme ¢izgisi: 100 pm.

| ESSS A
Sekil 3.75. Hybro irkindan 1s1 stresi grubuna ait
bir embriyonun, kulugckanin 15. gilinlindeki

jejunum kesiti goriilmektedir. Oklar: PCNA(+)
hiicreler. PCNA immiinohistokimyasal boyamasi.
Biiytitme ¢izgisi: 100 pm.

-

Sekil 3.77. Hybro irkindan 1s1 stresi grubuna ait bir
embriyonun, kulugkanin 18. giiniindeki duodenum
kesiti goriilmektedir. Oklar: PCNA(+) hiicreler.
PCNA immiinohistokimyasal boyamasi. Bilyiitme
¢izgisi: 100 pm.

Sekil 3.79. Ross 308 irkindan 1s1 stresi grubuna ait
bir embriyonun, kulugkanin 20. giiniindeki
duodenum kesiti goriilmektedir. Oklar: PCNA(+)
hiicreler. PCNA immiinohistokimyasal boyamasi.
Biiyiitme ¢izgisi: 100 pm.
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Sekil 3.80. Ross 308 wrkindan 1s1 stresi grubuna ait ~ Sekil 3.81. Ross 308 irkindan kontrol grubuna
bir embriyonun, kuluckanin 21. giiniindeki ait bir embriyonun, kuluckanin 21. giiniindeki
duodenum kesiti goriilmektedir. Oklar: PCNA(+) jejunum kesiti goriilmektedir. Oklar: PCNA(+)

hiicreler. PCNA immiinohistokimyasal boyamasi. hiicreler. PCNA immiinohistokimyasal
Biiyiitme ¢izgisi: 100 pm. boyamasi. Biiyiitme ¢izgisi: 100 pm.
3.7. HSP70 Bulgular:

Immiinohistokimyasal yontemle yapilan boyamada hiicrelerin
sitoplazmalarinda goriilen tipik kahverengi DAB reaksiyonu veren hiicreler Hsp70

(+) olarak degerlendirildi.

Incelenen kulugka donemlerinin hepsinde, en zayif Hsp70 pozitivitesi kas
dokusunda go6zlendi. Bununla birlikte, endotel hiicrelerinde Hsp70 pozitivitesi
oldukea giiclitydii. Kulugkanin 11.,13.,15.,18., 20. ve 21. giinlerinde epitel dokusu ile
bag ve kas dokularindaki Hsp70 pozitivitesinin semikantitatif skorlanmasiyla
duodenum, jejunum ve ileumdan elde edilen veriler sirasiyla, Cizelge 3.11, 3.12,
3.13’te verilmistir. Cizelgelerde de goriildiigii gibi her iki irkta da incelenen biitiin
donemlerde, kontrol ve 1s1 stresi gruplarinda degisik derecelerde Hsp70 pozitivitesi
gozlenmektedir. Bununla birlikte, hem kontrol ve hem de 1s1 stresi gruplarinda
embriyonik yasin ilerlemesiyle birlikte 6zellikle bagdoku hiicrelerinde Hsp70
pozitivitesi zayiflamaktadir. Epitel hiicrelerinde gozlenen pozitivite, genel olarak her
iki wkin 1s1 stresi gruplarinda kontrol grubundan daha giicli olmakla birlikte,
kulugkanin 11. (Sekil 3.82, 3.83), 13. (Sekil 3.84, 3.85), 15. ve 18. (Sekil 3.86, 3.87)
gilinlerinde aradaki fark 6nemsiz (P>0,05) bulunmustur. Kulugkanin 20. giiniinde
(Sekil 3.88, 3.89, 3.90, 3.91) duodenumda ve 21. giinlinde (Sekil 3.92, 3.93, 3.94,
3.95, 3.96, 3.97) bagirsagin her ii¢ bolgesinde 1s1 stresi gruplarinda Hsp70 6nemli
derecede (P<0,05) daha giiclii pozitivite gostermektedir.
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Kulugkanin 11.,13. ve 15. giinlerinde bag dokusundaki Hsp70 pozitivitesi
daha giiglii iken, 18. gilinden itibaren bu bolgedeki pozitivitenin hizla zayifladigi
belirlendi. fibroblastlarin  Hsp70
pozitivitesi, submukozadaki fibroblastlarinkinden daha giicliiydii (Sekil 3.86, 3.87).

Kuluckanin 18. giiniinde, L. propria’daki
Incelenen her iki broiler irkinm, kontrol ve 1s1 stresi gruplarmin bag dokusu

hiicrelerindeki Hsp70 pozitivitesi birbirine olduk¢a yakin diizeydeydi (P>0,05).

Cizelge 3.11. Kulugkanin farkli donemlerinde duodenumda tespit edilen
semikantitatif Hsp70 pozitivite sonuglari.
Irklar
Kulugka Incelenen Hybro Ross 308
donemleri  doku Gruplar n=5
Kontrol Is1 stresi Kontrol Is1 stresi
X+SE X+SE X+SE X+SE
11. giin Epitel d. 3,000,274  3,40+0,245 2,60+0,187  3,20+0,200
Bag d. 3,700,123  3,60+0,187  3,70+0,200  3,70+0,123
Kas d. 1,90+0,100  2,30+0,339  2,10+0,100  2,10+0,245
13. giin Epiteld.  2,70+0,255  2,70+0,123  2,50+0,158  3,10+0,400
Bag d. 3,300,200  3,20+0,123  3,50+0,158  3,60+0,100
Kas d. 0,90+0,245 0,900,100 0,80+0,123  0,90+0,100
15. giin Epiteld.  2,20+0,300  2,60+0,187  2,30+0,123  2,40+0,292
Bag d. 2,90+0,292  3,10+0,187  2,80+0,123  3,00+0,274
Kas d. 0,60+0,100  0,80+0,123  0,60+0,100  0,90+0,292
18. giin Epiteld.  2,00+0,158  2,70+0,374  2,00+0,158  2,50+0,224
Bag d. 2,10+0,332 2,500,447 1,800,200  2,40+0,187
Kas d. 0,80+0,123  0,80+0,255 0,70+0,123  0,80+0,255
20. giin Epiteld.  2,30+0,464™ 3,20+0,339* 1,70+£0,200° 3,20:£0,200°
Bag d. 1,60+0,367  1,50+0,224  1,10+0,292  1,40+0,292
Kas d. 0,20+0,123  0,80+0,339  0,30+0,123  0,60+0,187
21. giin Epitel d. 1,70+0,436™  3,30+0,200° 1,10+0,100° 3,00+0,274"
Bag d. 0,90+0,100°  1,70+0,123* 1,204+0,123" 1,20+0,123"
Kas d. 0,20+0,123°  0,90+0,100° 0,20+0,123° 0,90+0,187°

“>¢Aymi satirda farkli harflelerle ifade edilen ortalama degerler arasindaki farklar 5nemlidir (P<0,05).
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Cizelge 3.12. Kulugkanin farkli donemlerinde jejunumda tespit edilen semikantitatif

Hsp70 pozitivite sonuglari.

Irklar
Kulugka Incelenen Hybro Ross 308
donemleri  doku Gruplar n=5
Kontrol Is1 stresi Kontrol Is1 stresi
X+SE X+SE X+SE X+SE
11. giin Epitel d. 2,800,123  3,20+0,200 2,70+0,123 3,20+0,339
Bag d. 3,60+0,187  3,60+0,187 3,50+0,224  3,60+0,245
Kas d. 1,40+0,245 2,20+0,200 1,60+0,245  2,30+0,339
13. giin Epitel d. 2,600,187 2,80+0,339 2,50+0,158  3,00+0,274
Bag d. 3,500,158 3,70+0,123  3,70+0,123 3,70+0,123
Kas d. 1,30+0,200  1,20+0,123  1,20+0,200 1,40+0,187
15. giin Epitel d. 1,82+0,472  2,10+0,100  2,00+0,158 1,70+0,123
Bag d. 2,80+0,200  3,30+0,300 2,90+0,187  2,80+0,200
Kas d. 0,60+0,100 0,80+0,339 0,70+0,123 0,70+0,200
18. giin Epitel d. 2,10+0,292  2,30+0,123  2,10+0,292  2,20+0,255
Bag d. 2,50+0,158 2,20+0,200  2,30+0,300  2,40+0,187
Kas d. 0,60+0,187  0,70+0,200  0,80+0,200  0,70+0,123
20. giin Epitel d. 2,20+0,374 3,100,367 1,70+0,464  3,10+0,367
Bag d. 1,60+0,291 1,80+0,200 1,20+£0,374  2,30+0,200
Kas d. 0,50+0,224 1,000,224  0,40+0,187  0,80+0,255
21. giin Epitel d. 1,50i0,316b 2,60+0,187* 1,10+0,100° 2,50ﬂ:0,224ab
Bag d. 0,90+0,100° 2,00+0,354* 1,00+0,274™ 1,80+0,255°
Kas d. 0,30+0,200 0,60+0,187 0,40+0,187  0,80+0,123

“>¢Aym1 satirda farkli harflerle ifade edilen ortalama degerler arasindaki farklar Gnemlidir (P<0,05).
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Cizelge 3.13. Kulugkanin farkli donemlerinde ileumda tespit edilen semikantitatif

Hsp70 pozitivite sonuglari.

Irklar
Kulucgka incelenen Hybro Ross 308
donemleri  doku Gruplar n=5
Kontrol Is1 stresi Kontrol Is1 stresi
X+SE X+SE X+SE X+SE
11. giin Epiteld.  2,80+0,339  3,10+0,367 2,70+0,123  3,10+0,339
Bag d. 3,600,187  3,60+0,245  3,50+0,224  3,60+0,245
Kas d. 1,60+0,245  2,20+0,200  1,40+0,245  2,30+0,339
13. giin Epiteld.  2,70+0,123  2,80+0,200  2,60+0,100  2,70+0,123
Bag d. 3,50+£0,158  3,60+0,100  3,30+0,123  3,40+0,100
Kas d. 1,40+0,245  1,60+0,245  1,40+0,245  1,60+0,245
15. giin Epitel d 2,40+0,187  2,50+0,158  2,20+0,255  2,50+0,158
Bag d 2,80+0,123 3,000,274  3,00+£0,274  3,00+0,274
Kas d 0,80+0,123  0,80+0,339  0,70+0,123  0,90+0,292
18. giin Epitel d.  2,30+£0,200  2,70+0,255  2,20+0,125  2,40+0,187
Bag d. 2,50+0,316  2,50+0,447  2,10+0,187  2,30+0,255
Kas d. 0,60+0,100  0,90+0,245  0,70+0,123  0,70+0,123
20. giin Epiteld.  2,20+0,374°  3,10+0,100° 2,00+0,474° 3,40+0,245"
Bag d. 1,10£0,245  1,50+0,224  0,90+0,292  1,90+0,400
Kas d. 0,40+0,187  0,60+0,100  0,50+0,224  1,00+0,224
21. giin Epiteld.  1,60£0,400 2,50+0,224* 1,20+0,200° 2,80+0,374"
Bag d. 1,00+0,224  1,40+0,187  0,90+0,292  1,60+0,245
Kas d. 0,400,187  0,50+0,158  0,20+0,123  0,70+0,123

*Ayni satirda farkli harfle ifade ortalama edilen degerler arasindaki farklar nemlidir (P<0,05).

Sekil 3.82: Ross 308 irkindan kontrol grubuna
ait bir embriyonun, kuluckanm 11. giiniindeki
goriilmektedir.
immiinohistokimyasal boyamasi.

duodenum  Kkesiti

pozitif hiicreler. Biiyilitme ¢izgisi: 100 pm.

Hsp70
Oklar:Hsp70

duodenum

kesiti

Sekil 3.83. Hybro irkindan 1s1 stresi grubuna ait
bir embriyonun, kulugkanmn
goriilmektedir.
immiinohistokimyasal boyamasi.

11. giiniindeki

Hsp70
Oklar:Hsp70

pozitif hiicreler. Biiyiitme ¢izgisi: 100 pm.
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Sekil 3.84. Ross 308 irkindan kontrol grubuna Sekil 3.85. Ross 308 irkindan 1s1 stresi grubuna ait
ait bir embriyonun, kulugkanin 13. giiniindeki bir embriyonun, kuluckanin 13. giiniindeki

jejunum  kesiti  goriilmektedir. Hsp70  jejunum kesiti goriilmektedir. Hsp70
immiinohistokimyasal ~ boyamasi.  Biiyiitme immiinohistokimyasal boyamasi. Biiyiitme ¢izgisi:
cizgisi: 100 pm. 100 pm.

“‘r\

Sekil 3.86. Ross 308 wrkindan kontrol grubuna Sekil 3.87. Hybro irkindan 1s1 stresi grubuna ait
ait bir embriyonun, kuluckanin 18. giiniindeki bir embriyonun, kulugkanin 18. giiniindeki
duodenum  kesiti  goriilmektedir.  Hsp70 duodenum  kesiti goriilmektedir. Hsp70
immiinohistokimyasal ~ boyamasi.  Bilylitme immiinohistokimyasal = boyamasi. Biiyiitme
¢cizgisi: 100 pm. ¢izgisi: 100 pm.

=2 3]
f”y =~ e .ﬂ.."?:!? "fut'éh' f“"-:.
it bir  Sekil 3.89. Ross 308 rkindan 1s1 stresi grubuna
embriyonun, kuluckanin 20. giiniindeki duodenum ait bir embriyonun, kulugkanin 20. giiniindeki
kesiti goriilmektedir. Hsp70 immiinohistokimyasal duodenum  kesiti  goriilmektedir. ~ Hsp70
boyamasi. Biiylitme ¢izgisi: 100 pm. immiinohistokimyasal =~ boyamasi.  Bilyiitme
¢izgisi: 100 pm.
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Sekil 3.90. Hybro irkindan kontrol grubuna ait bir
embriyonun, kulugkanin 20. giliniinde jejunum
kesiti goriilmektedir. Hsp70 immiinohistokimyasal
boyamasi. Biiyiitme ¢izgisi: 100 pm.

! ; AR
Sekil 3.92. Ross 308 wrkindan kontrol grubuna ait
bir embriyonun, kulugkanin 21. giiniindeki
duodenum kesiti goriilmektedir. Hsp70
immiinohistokimyasal boyamasi. Biiyiitme c¢izgisi:
100 pm.

Sekil 3.94. Ross 308 rkindan kontrol grubuna ait

bir embriyonun, kulugkanin 21. giiniindeki
jejunum kesiti goriilmektedir. Hsp70
immiinohistokimyasal boyamasi. Bilylitme ¢izgisi:
100 pm.

100k

= ik N7

Sekil 3.91. Hybro irkindan 1s1 stresi grubuna ait

bir embriyonun, kulugkanin 20. giiniindeki
jejunum kesiti goriilmektedir. Hsp70
immiinohistokimyasal ~ boyamasi.  Bilylitme

¢izgisi: 100 pm.

o g, VRS UL : 1)
Sekil 3.93. Ross 308 wrkindan 1s1 stresi grubuna
ait bir embriyonun, kulugkanin 21. giiniindeki
duodenum  kesiti  goriilmektedir. ~ Hsp70
immiinohistokimyasal =~ boyamasi.  Bilylitme
cizgisi: 100 pm.

Sekil 3.95. Ross 308 wrkindan 1s1 stresi grubuna
ait bir embriyonun, kulugkanin 21. giiniindeki
jejunum  kesiti goriilmektedir. Hsp70
immiinohistokimyasal  boyamasi.  Biiylitme
¢izgisi: 100 pm.
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Sekil 3.97. Hybro irkindan 1s1 stresi grubuna ait

bir embriyonun, kulugkanin 21. giiniindeki ileum bir embriyonun, kuluckanin 21. giiniindeki ileum

kesiti goriilmektedir. Hsp70 immiinohistokimyasal kesiti goriilmektedir. Hsp70

boyamasi. Biiylitme ¢izgisi: 100 pm. immiinohistokimyasal =~ boyamasi.  Biiyiitme
cizgisi: 100 pm.

3.8. ALP Demonstrasyonu Bulgulari

Enzimhistokimyasal boyama sonucunda kesitlerde ALP pozitivitesi,

enterositlerin firca kenarinda lokalize olan kirmizi renkli reaksiyon halinde gézlendi.

Kulugkanin 11. (Sekil 3.98) ve 13.(Sekil 3.99) giinlerinde, her iki irkin
kontrol ve 1s1 stresi grubundaki embriyolarin ince bagirsaklarinin duodenum,
jejunum ve ileum boélgelerinden alinan kesitlerinde ALP reaksiyonu gozlenmedi.
Kulugkanin 15. giiniinde, sadece duodenum ve jejunum epitelinin liiminal yiiziinde
kopuntulu seyreden zayif bir ALP reaksiyonu goriildii (Sekil 3.100). Kulugkanin 18.
giiniinde villuslarin apeksinin firga kenarlarinda giicliit ALP aktivitesi gozlenirken,
lateral yiizde reaksiyon daha zayif olup bazal bdlge epitelinde pozitivite gdzlenmedi
(Sekil 3.101, 3.102, 3.103, 3.104). Kuluckanin 20. giiniinde ise, villuslarin hem apeks
ve hem de lateral yiiz epitelinin firga kenarmnda kuvvetli pozitivite gozlenirken,
villuslarin bazal bolge epitelinde reaksiyon gozlenmedi (Sekil 3.105, 3.106, 3.107,
3.108). Yirmi birinci giinde, villuslarin apeks ve lateral yiiz epiteli firca kenarinda
kuvvetli, bazal bolge epitelindeyse zayif pozitif reaksiyon tespit edildi. Kript
epitelinde ise ALP aktivitesine rastlanmadi (Sekil 3.109, 3.110, 3.111, 3.112).
Kulugkanin 18, 20 ve 21. gilinlerinde, ALP reaksiyonu fir¢a kenarla sinirli kalmadigi,

enterositlerin apikal sitoplazmasinin da giiglii ALP reaksiyonu verdigi dikkati ¢ekti.
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Kuluckanin 18., 20. ve 21. giinlerinde firca kenarda go6zlenen

ALP

reaksiyonunun siddeti, nispi ALP aktivitesi belirlenerek degerlendirildi. Nispi ALP

aktivitesi, ALP(+) alanin dl¢ililen doku alanina oranlanmasiyla [(ALP(+) alan/6l¢iilen

alan)X100] hesaplandi. Elde edilen veriler, her iki irkin 1s1 stresi gruplarinin

incelenen ince bagirsak boliimlerindeki nispi ALP aktivitesinin, kontrol grubundan

onemli derecede (P<0,05) diisiik oldugunu ortaya koydu (Cizelge 3.14).

Cizelge 3. 14. Kulugkanin farkli donemlerinde tespit edilen nisbi ALP reaksiyonu
yogunluklar1 (%).

Gruplar n=5

Kulucka Ince Hybro Ross 308
Donemleri bagirsak

boliimleri Kontrol Is1 Stresi Kontrol Is1 Stresi
18. giin Duodenum 1,52+0,152%  0,524+0,021° 1,10+0,159*  0,53+0,024°
X+SE Jejunum  1,09+0,045*  0,48+0,017° 1,10+0,038"  0,49+0,028°

fleum 0,87+0,047°  0,35+0,037° 0,89+0,040°  0,31+0,026°
20. giin Duodenum 9,55+0,468*  7,31+0,491° 9,44+0,444%  6,90+0,246°
X+SE Jejunum  10,16+0,450° 5,94+0,242° 9,54+0,151°  5,67+0,386"

fleum 5,3040,333%  4,56+0,324° 5,69+0,307°  4,33+0,355°
21. giin Duodenum 11,42+0,416" 8,05+0,302° 10,74+0,416* 7,64+0,203"
X+SE Jejunum  11,14+0,786" 6,16+0,103° 10,00+0,814* 6,19+0,272°

fleum 7,2640,365%  5,89+0,316° 7,08+0,321°  5,68+0,201°

> Ayn1 satirda farkli harflerle ifade edilen ortalama degerler arasindaki farklar 6nemlidir (P<0,05).

Sekil 3.98. Ross 308 wrkindan kontrol grubuna ait

bir
jejunum  kesiti
jejunumda

embriyonun,

kulugkanin
goriilmektedir.

ALP aktivitesi gozlenmedi.

11. giiniindeki
Bu donemde
ALP

demonstrasyonu. Biiylitme ¢izgisi: 100 um.

Sekil 3.99. Hybro irkindan kontrol grubuna ait
bir embriyonun, kuluckanin 13. gilinlindeki
duodenum kesiti goriilmektedir. Bu dénemde
duodenumda ALP aktivitesi goézlenmedi. ALP
demonstrasyonu. Biiyiitme ¢izgisi: 100 um.
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Sekil 3.100. Ross 308 irkindan kontrol grubuna ait bir embriyonun, kuluckanm 15. giiniindeki

jejunum kesiti goriilmektedir. Oklar: ALP pozitivite bolgeleri. ALP demonstrasyonu.

cizgisi: 100 pm.

Sekil 3.101. Hybro irkindan kontrol grubuna ait
bir embriyonun, kulugkanin 18. giiniindeki
duodenum kesiti goriilmektedir. Oklar: ALP
pozitivite bdlgeleri.  ALP demonstrasyonu.
Biiyiitme ¢izgisi: 100 um.

Biiyiitme

. B e . -~ = q
Sekil 3.102. Hybro irkindan 1s1 stresi grubuna ait
bir embriyonun, kulugkanin 18. giiniindeki
duodenum kesiti goriilmektedir. Oklar: ALP
pozitivite  bolgeleri. ALP  demonstrasyonu.
Biiyiitme ¢izgisi: 100 pm.
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Sekil 3.103. Hybro irkindan kontrol grubuna ait
bir embriyonun, kulugkanin 18. giiniindeki ileum
kesiti goriilmektedir. Oklar: ALP pozitivite
bolgeleri. ALP demonstrasyonu. Biiyiitme
cizgisi: 100 pm.

T TN

Sekil 3.105. Hybro irkindan kontrol grubuna ait
bir embriyonun, kulugkanin 20. giiniindeki
duodenum  kesiti goriilmektedir. ALP
demonstrasyonu.  Oklar:  ALP  pozitivite
bolgeleri. Biiyiitme ¢izgisi: 100 pm.

1

bir embriyonun, kulugkanin 18. giiniindeki ileum
kesiti goriilmektedir. Oklar: ALP pozitivite
bolgeleri. ALP  demonstrasyonu. Biiyiitme
¢izgisi: 100 pm.

Sekil 3.106. Ross 308 irkindan 1s1 stresi grubuna
ait bir embriyonun, kulugkanm 20. giiniindeki
duodenum kesiti goriilmektedir. Oklar: ALP
pozitivite  bolgeleri. ALP  demonstrasyonu.
Biiyiitme ¢izgisi: 100 pm.
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Sekil 3.107. Hybro irkindan kontrol grubuna ait  Sekil 3.108. Ross 308 irkindan 1s1 stresi grubuna
bir embriyonun, kuluckanin 20. giliniindeki ait bir embriyonun, kuluckanin 20. giiniindeki
jejunum kesiti gorlilmektedir. Oklar: ALP jejunum kesiti goriilmektedir. Oklar: ALP
pozitivite  bolgeleri. ALP demonstrasyonu. pozitivite bolgeleri. ALP  demonstrasyonu.
Biiyiitme ¢izgisi: 100 pum. Biiyiitme ¢izgisi: 100 um.

{1{

- ~ ; .' _.f |
Sekil 3.109. Hybro irkindan kontrol grubuna  Sekil 3.110. Ross 308 irkindan 1s1 stresi grubuna ait
ait bir embriyonun, kulugckanin  21. bir embriyonun, kulugkanimn 21. giiniindeki duodenum
giiniindeki duodenum kesiti goriilmektedir. kesiti goriilmektedir. Oklar: ALP pozitivite bolgeleri.
Oklar: ALP pozitivite bolgeleri. ALP  ALP demonstrasyonu. Bilyiitme ¢izgisi: 100 pm.
demonstrasyonu. Bilylitme ¢izgisi: 100 pm.
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Sekil 3.111. Ross 308 wrkindan kontrol grubuna Sekil 3.112. Hybro irkindan 1s1 stresi grubuna ait
ait bir embriyonun, kuluckanin 21. giiniindeki bir embriyonun, kulugkanin 21. giiniindeki ileum
ileum bir kesiti goriilmektedir. Oklar: ALP kesiti goriilmektedir. Oklar: ALP pozitivite
pozitivite  bolgeleri. ALP  demonstrasyonu. bolgeleri. ALP  demonstrasyonu. Biiyiitme

Biiyiitme ¢izgisi: 100 pm. ¢izgisi: 100 pm.

3.9. Siikraz izomaltaz Demonstrasyonu Bulgular:

Enzimhistokimyasal boyama sonucunda kesitlerde SI aktivitesi enterositlerin

fir¢a kenarinda lokalize turuncu renkli reaksiyon olarak gézlendi.

Kulugkanin 11. (Sekil 3.113), 13. (Sekil 3. 114), 15. ve 18. (Sekil 3.115)
giinlerinde ince bagirsagin her ii¢ bolgesinde de enterositlerin firca kenarinda
lokalize olan ¢ok zayif SI reaksiyonu tespit edildi. Yirminci giinde, ince bagirsagin
biitiin bolgelerinde, villuslarin apeksi ve lateral yiiz firca kenarinda lokalize olan
enzim aktivitesi tespit edildi. Villuslarin bazalinde duodenumda pozitiviteye
rastlanmad1 (Sekil 3.116). Jejenum ve ileumda ise villuslarin bazalinde de zayif bir
pozitivite vardi (Sekil 3.117, 3.118). Jejunum ve ileumdaki aktivitenin
duodenumdakinden daha giiclii oldugu dikkati ¢ekti. Kuluckanin 21. giiniinde enzim
aktivitesine villus boyunca fir¢a kenarda rastlandi. Bu donemde reaksiyon, 20. giine
kiyasla daha giicliydii (Sekil 3.119, 3.120) ve jejunum ile ileumdaki enzim
aktivitesinin duodenumdakinden daha giiclii oldugu tespit edildi. Ayrica duodenal
kriptlerde reaksiyon goriilmezken, jejunal ve ileal kriptlerde enzim aktivitesine

rastlandi.
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Kuluckanin 20. ve 21. giinlerinde firca kenarda gozlenen SI reaksiyonunun

siddeti, nispi SI aktivitesi belirlenerek degerlendirildi. Nispi SI aktivitesi, SI(+)

alanin Ol¢iilen doku alanina oranlanmasiyla [(SI(+) alan/6l¢iilen alan)X100]

hesaplandi. Elde edilen veriler, her iki irkin kontrol ve 1s1 stresi gruplarinin SI enzim

aktiviteleri arasinda onemli fark olmadigini ortaya koydu (Cizelge 3.15).

Cizelge 3. 15. Kuluckanin farkli donemlerinde tespit edilen nispi SI reaksiyonu

yogunluklar1 (%).
Ince Gruplar n=5
Kulugka Bagirsak Hybro Ross 308
Donemleri Boliimleri  Kontrol Is1 stresi Kontrol Is1 stresi
20. giin Duodenum 7,29+0,631 7,050,315 7,100,383 7,06+0,552
X+SE Jejunum 7,94+0,425 8,00+0,590 8&,07+£0,390 7,97+0,675
ileum 7,62+0,286 7,56+0,306 7,51+0,309 7,55+0,290
21. giin Duodenum §8,22+1,185 §,00+0,200 8,84+0,490 8,39+0,860
X+SE Jejunum 8,73+0,640 8,55+0,450 9,03+0,757 8,43+0,467
ileum 8,55+0,850 8,25+0,728 8,33+0,523 §,29+0,629

Kontrol ve 1s1 stresi gruplarinin ortalama nispi SI reaksiyonu yogunluklari arasindaki farklar
istatistiksel dneme sahip degildir.
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Sekil 3.113. Hybro irkindan kontrol grubuna ait bir embriyonun, kulugkanm 11. giiniindeki
duodenum kesiti goriilmektedir. Oklar: SI pozitivite bolgeleri. SI demonstrasyonu. Biiylitme ¢izgisi:

100 pm.
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Sekil 3.114. Hybro irkindan 1s1 stresi grubuna ait bir embriyonun, kulugkanin 13. giiniindeki jejunum
kesiti goriilmektedir. Oklar: SI pozitivite bolgeleri. ST demonstrasyonu. Biiyiitme ¢izgisi: 100 pm.

duodenum kesiti goriilmektedir. Oklar: SI pozitivite bolgeleri. SI demonstrasyonu. Biiylitme ¢izgisi:
100 pm.
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Sekil 3.116. Hybro wrkindan kontrol grubuna ait
bir embriyonun, kulugkanin 20. giiniindeki
duodenum kesiti goriilmektedir. Oklar: SI
pozitivite  bolgeleri. SI  demonstrasyonu.
Biiyiitme ¢izgisi: 100 pm.

Sekil 3.117. Hybro irkindan kontrol grubuna ait
bir embriyonun, kulugkanin 20. giiniindeki

jejunum  kesiti  goriilmektedir.  Oklar:

SI

pozitivite  bolgeleri. SI  demonstrasyonu.

Biiyiitme ¢izgisi: 100 pm.

Sekil 3.118. Hybro irkindan 1s1 stresi grubuna ait bir embriyonun, kulugkanin 20. giiniindeki ileum
kesiti goriilmektedir. Oklar: SI pozitivite bolgeleri. ST demonstrasyonu. Biiyiitme ¢izgisi: 100 um.

ait bir embriyonun, kulugkanm 21. giiniindeki
duodenum kesiti goriilmektedir. Oklar: SI
pozitivite  bolgeleri. SI  demonstrasyonu.
Biiyiitme ¢izgisi: 100 pm.

Sekil 3.120. Ross 308 irkindan kontrol grubuna ait
bir embriyonun, kulugkanin 21. giinlindeki ileum
kesiti goriilmektedir. Oklar: SI pozitivite bolgeleri.

SI demonstrasyonu. Biiyiitme ¢izgisi: 100 pm.
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4. TARTISMA

Broyler sektoriinde, canli agirlik kazancinin artirilmasi ve besleme doneminin
kisaltilmas1 amaciyla gerekli olan optimum bakim-besleme, sevk ve idare
kosullarinda son yillarda 6nemli ilerlemeler kaydedilmistir. Bununla birlikte, kulugka
makinesi kosullarinin kulucka randimani ve ¢ikis sonu gelisim iizerindeki etkileri
hakkindaki bilgiler yetersizdir (De Smit ve ark 2006). Kanatli embriyosu
poikilotermik oldugundan, yumurta ¢evresi sicakliginin hassas bir sekilde kontrolii,
gelisen embriyo i¢in hayati 6neme sahiptir (Wilson 1991, French 1997, Van Brecht
ve ark 2005). Kulugka sicakliginin olumsuz etkileri, diger olumsuz faktérlerin
etkilerinin ortaya ¢ikisinda da belirleyici oldugundan, kulucka randiman1 ve ¢ikistan
sonraki gelisim iizerindeki etkisi en belirgin olan faktdrdiir (Ipek ve ark 2003). Bu
nedenle yiiksek c¢ikis kalitesi ve ¢ikis orani saglayan optimum sicakligin kulugka
boyunca siirdiiriilmesi, kulugka basarisini artirmada ¢ok dnemli bir kosuldur (Nakage

ve ark 2003).

Giliniimiizde kullanilan kulugcka makineleri, makine i¢i ortamin nem ve
sicakligini dar smirlar arasinda kontrol ederek lineer 1sitma yapabilecek, gii¢lii bir
hava sirkiilasyonu saglayacak ve ¢evirme islemini hassas bir sekilde gerceklestirecek
tarzda imal edilmektedir. Bazi tipleriyse elektrik kesintilerine karst yedek giic
kaynaklariyla ve olusabilecek arizalar1 haber verecek alarm ve uzaktan kumanda
sistemleriyle donatilmistir. Cok pahali sistemlerde piezo kristalli nemlendirici
(nebulizer) ve elektromanyetik alanin etkilerinin en aza indirilmesi i¢in su ceketli
1sitma uygulanmaktadir. Bu ¢alismada kullanilan kulugka makinesi (VGS, 108 Kap),
sicakligi olduk¢a dar sinirlar arasinda (Ayarlanan sicaklik+0,25°C) tutan ve
olusabilecek her hangi bir arizay1 sesle uyaran bir yazilima sahiptir. Isitma, kapali tip
tek rezistansla, hava sirkiilasyonu ise kesintisiz ¢alisan giiclii bir fanla yapilmaktadir.
Nemlendirme sistemi 1ise piezo kristalli ultrasonik nebulizer sistemiyle
gerceklesmektedir. Hem manuel hem de otomatik cevirme yapilabilmektedir. Bu
calismada; kulugka sicakligi, kontrol grubunda kulugka boyunca 37,8°C’de tutulmus,
181 stresi grubunda ise kulugkanin 10. giine kadar 37,8°C’de, 10. giinden sonra 1 °C
artirilarak kulucka sonuna kadar 38,8°C’de tutulmustur. Cevirme sistemi iki saatte
bir 90° ¢evirme yapacak sekilde programlanmis ve yumurtalar, kulugkanin 18.

giiniinde makinenin ¢ikig boliimiine transfer edilmistir.
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Tipki su gibi hava da kulucka makinesi i¢inde direngle karsilasmadan kolayca
akabilecegi yolu takip ettiginden; bakimi iyi yapilmayan, kapilar1 iyi kapanmayan,
calismayan fani olan bir kulucka makinesinin hava akimi paterni bozulur ve
havalandirmada yetersizlik ortaya ¢ikar. Havalandirmadaki bu yetersizlik, yumurta
etrafinda yetersiz hava sirkiilasyonuna yol agarak makine i¢inde soguk ve sicak
bolgelerin (hot and cold spots) olusumuna yol acar. Bu durum yumurtalardaki
embriyolarin bir 6rnek gelisimini bozar ve kulucka randimani yaninda civciv
kalitesini diigiirlir. Sicak ve soguk bolgelerin ortaya ¢ikisinda, makine i¢ ortaminin
geometrik sekli yaninda 1s1 algilayict sensorlerin az sayida olmasi veya makine

icinde kritik noktalara yerlestirilmemesi de rol oynamaktadir (Anom 2009c).

Yumurta etrafindaki hava, embriyonun metabolik hizin1 ve bunun sonucu
olarak embriyonun 1s1 lretimini belirler (Van Brecht ve ark 2005). Bu yiizden
yumurta i¢i sicakligin embriyonun maruz kaldigi sicaklik olarak dikkate alinmasi
onemlidir. Yumurta i¢i sicakligin yumurtaya ve i¢indeki embriyoya hasar vermeden
Olgiilmesi imkansiz oldugundan, yumurta kabugu sicakligmin belirlenmesinin,
embriyo sicaklig1 hakkinda bilgi edinilebilecek en iyi non-invaziv yontem oldugu
bildirilmistir (French 1997). Yumurtanin makine i¢indeki konumu ve kulugka
donemine bagli olarak, yumurta kabugu sicakliklar1 arasinda 4°C’nin iizerinde
sapmalar tespit edilmistir (Lourens 2001, Joseph ve ark 2006). Lourens’in (2001)
sonuglari, makine i¢indeki hava akimi hizinin diisiik oldugu bolgelerdeki yumurta
kabugu sicakliginin daha yiiksek oldugunu ortaya koymaktadir. Kabuk sicakligi
yiiksek olan yumurtalarin ¢ikis orani ve kulugka randimani, bu yumurtalardan ¢ikan
6l embriyo sayisi, dogmasal kusurlu civeiv sayisi ve diisiik kaliteli civciv sayisinin
ylksek olmasi nedeniyle daha diisiiktiir. Lourens (2001) ticari makine sicakliklarinin,
kulugkanin son haftasinda 40°C’den daha yiiksek sicakliklara ulastigini bildirmistir.
Ozellikle yumurtalarin yerlestirildigi tavalar arasinda hava akimi hizlar1 diismekte ve
sorunlar buralardaki yumurtalarda ortaya c¢ikmaktadir. Tavuk ve hindi kulucka
makinelerinden elde edilen veriler, yumurta etrafindaki sicaklikla makinenin kontrol
panelinde okunan sicakligin ayni olmamasi, makine i¢ ortam sicaklifiyla yumurta
kabuk sicakliginin ayn1 olmadigini gostermektedir (French 1997, Leksrisompong ve
ark 2007). Leksrisompong ve ark (2007) kuluckanin 14. giiniinde makine igi
sicakligin 37,3°C oldugu halde, kabuk sicakligimin 38,2°C’ye ulasabildigini ve
aradaki farkin 1,6°C’ye c¢ikabilecegini bildirmislerdir. Oznurlu ve ark (2009) da
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ortalama yumurta kabugu sicaklifinin kulugka makinesi hava sicakligindan daha
yiiksek oldugunu tespit etmislerdir. Bu calismada da yumurtalar a¢ilmadan 6nce
yumurta kabuklarinin sicakligi dl¢iildii ve kontrol grubunda ortalama 39,04°C, 1s1

stresi grubunda ise ortalama 40,44°C olarak belirlendi.

Embriyo sicakliginin, sadece dollii yumurtadan civciv ¢ikis orani {izerinde
degil ayn1 zamanda civcivlerin ¢ikis sonrasi bilyiimeleri tizerindeki en 6nemli faktor
oldugu kabul edilmektedir (Wilson 1991, Lourens ve ark 2005, Lourens ve ark
2007). Kanatli embriyolar1 poikilotermik, yani viicut sicakligini kendi basina
diizenleme kapasitesinden yoksun oldugundan, viicut sicakligi makine i¢ ortam
sicakliginca belirlenir (Leksrisompong ve ark 2007). Embriyonun maruz kaldig:
sicaklik, kulugka makinesi sicakligi, makine ve embriyo arasindaki 1s1 transferi ve
embriyonun metabolik 1s1 iiretimiyle belirlenmektedir (French 1997). Yumurtanin 1s1
transferi (termal kondiiktans) ise ¢ok daha komplekstir ve yumurta etrafindaki hava,
ik, siirii yasi, kabuk porozitesi, yiizey alani/hacim orani1 gibi yumurta
karakteristikleri, nem orani, hava akis hiz1 ve makinenin havalandirma kapasitesi gibi

faktorlerce belirlenir (Van Brecht 2005).

Kulugkanin ilk yaris1 olan 1-10,5’cu giinler arasinda embriyoda organlarin
sekillenmesi tamamlanir. Bu donemde embriyoda metabolik 1s1 iiretimi diisiik
oldugundan, 1s1 transferi makine i¢i ortamdan yumurtaya dogrudur. Kulugkanin 10,5-
21. giinleri arasindaki ikinci yaridaysa, embriyonun metabolik 1s1 {iretimi artarken O,
tikketimi ve CO, liretimi artar (Smit ve ark 2008). Bu nedenle, biiyiik kapasiteli ve
cok kath kulugka makinelerinde kuluckanin ilk yarisinda 37°C’den diisiik kabuk
sicakligr olan yumurtalar bulunabilecegi gibi, tek katli ve cok katli makinelerde
kulugkanin ikinci yarisinda 38°C’den yiiksek kabuk sicakligi olan yumurtalara
rastlanmaktadir (Lourens 2001, Lourens ve ark 2005, Joseph ve ark 2006, Lourens ve
ark 2007). Ticari kulugka makinelerinde ayarlanan sicakligin 2°C iizerinde yumurta
sicakligr olgiildiigii bildirilmistir (Hulet ve ark 2007). Sonu¢ olarak, kulucka
makinelerinde sicaklik dagiliminda iiniformite saglanmasi olduk¢a zor oldugundan,
cogu makinede sicak ve soguk bdlgelerin bulunmasi kaginilmazdir. Bu yiizden,
kulugka makinesindeki yumurtalarin tamaminin yumurta sicakligi, kuluckanin
donemine bagl olarak, makinenin sicaklik kontrol sistemince belirlenen sicaklik

degeriyle ayn1 olmamakta ve makine icinde farkli sicakliga sahip yumurtalar
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bulunabilmektedir. Bu nedenle, kulucka makinelerinde metabolik 1s1 tiretim artisi
olan donemde havalandirmay1 gii¢lendiren sistemlerin bulunmasit gerektigi

vurgulanmistir (Hulet ve ark 2007).

Diisiik yada yiiksek kulucka sicakliginin etkileri; optimum sicakliktan sapma
derecesi, kulucka donemi ve maruz kalinan siireye bagli olarak degismektedir.
Yiiksek kulugka sicakligi kisa siireli (<3 saat) uygulandiginda civcivlerin
termoregiilasyon sistemlerinin uyarildigi, halbuki uzun siireli (>1 hafta) maruziyette
beyin lezyonlarmin olustugu, gébegin kapanmasimin geciktigi ve civciv kalitesinin
diistiigii gozlenmistir (Yahav ve ark 2004). Yiiksek sicaklifa uzun siire maruziyet
ayn1 zamanda, malformasyonlara neden olmakta, malpozisyon oranini artirmakta ve
cikis giiciinii diigiirmektedir (Collin ve ark 2005). Kulugkanin ilk yarist olan (0-
10,5.cu giinler aras1) erken donemde bir tavuk embriyosunun maruz kalacagi
hipertermi, doku ve hiicrelerde hasarlara yol agarak organogenezisi olumsuz yonde
etkilemektedir. Hiicresel diizeyde ele alindiginda, hipertermide olusan protein
fonksiyon kaybina, yiiksek sicaklikta proteinlerin hatali katlanmasi neticesinde
olusan peptid zinciri agregatlarinin neden oldugu denatiirasyonun yol actifi
diisiiniilmektedir. Protein fonksiyonundaki azalma, Okaryotik hiicrede protein
sentezini baglatici faktorlerle ribozomal proteinlerin fosforilasyon diizeyindeki
degisiklikleri kapsayan anormal degisikliklerle birlikte ortaya ¢iktiginda, hiicrenin
protein sentez mekanizmas1 ¢okecektir (Bensaude ve ark 1990). Iste bu nedenledir ki,
hipertermi embriyonik donemde ortaya ¢ikarsa, hiicre zar1 ve zar proteinlerinin
fonksiyonlarmi hasara ugratarak hiicrede yapisal hasara yol acar, DNA, RNA ve
protein sentezi iizerinde koklii olumsuz etkiler yapar. Ortaya ¢ikan sonug, kulugka
randimaniin diismesi ve gecikmis veya hatali ekstra embriyonik keselerle organ
malformasyonlariin artisidir. Peterka ve ark (1996), 24 saat gibi kisa bir siire dahi

41°C-42°C’de tutulan tavuk embriyolarinda mortalitenin arttigin1 bildirmislerdir.

Nilsen (1984), kulugkanin ilk 3 giiniinde 41°C ya da 42°C’de inkiibe edilen
tavuk yumurtalarinda, hem embriyo i¢i ve hem de embriyo dis1 damarlarda
anomalilerin gelistigini bildirmistir. Delphia ve Eliot (1965), kulucka boyunca
40°C’de tutulan tavuk yumurtalarindan ¢ikan civcivlerin %63’iinde kalp, karaciger,
taglik ve ince bagirsak malformasyonlari tespit etmislerdir. Lourens ve ark (2005); en

yiiksek ¢ikis giicii ve en iyi ¢ikis sonrasi performansin1 yumurta kabugu sicakliginin
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stirekli 37,8°C’de tutuldugu embriyolarda gozlemlemisler ve ozellikle son hafta
boyunca yiiksek yumurta kabuk sicakliginin (38,9°C) ge¢ dénem embriyonik 6liimii
artirdig1 ve sonug olarak ¢ikis giiclinii diisiirdiigiinii bildirmislerdir. Buna karsilik
Joseph ve ark (2006), kulugkanin ilk 10 giinii diisiik yumurta kabugu sicakliginin
(36,6°C); ¢ikis giicii, embriyo agirlig1 ve civeiv kalitesini diigiirdiigiinii, ayrica ¢ikis
sonrast 6. haftaya kadar telafi edici bir gelismenin olmadigi ve sonugta karkas ve
gbgiis eti veriminin diistiigiinii ifade etmislerdir. Kulugkanin ikinci donemi olan
biiyiime evresi, doku ve organlarin biiyiimesi yaninda fonksiyonel matiirasyonun da
gergeklestigi donemdir (Deeming, 2002). Bu donemde asir1 sicaklia maruz kalan
embriyolarin yasama kabiliyeti ve civciv kalitesi diiserken malpozisyonlarin orani
yiikseldiginden, kulugka randimani diiser (French 1997). Yumurtalarin kulugkanin
10. giinlinden itibaren yiiksek sicakliga maruz birakildig1 bu ¢aligmada, her iki irkta
da 1s1 stresi grubunun mortaliteleri, kontrol grubundan yiiksektir. Embriyonik
Oliimler ge¢ embriyonik donemde, 6zellikle HH skalasinin 46. evresinde (kabuk alt1
Olimleri) yogunlagmaktadir. Yiiksek kulucka sicakliginin ge¢ donem Oliimlerine
neden oldugu iyi bilinmektedir. Bu ¢aligmada, 6lii embriyolarda makroskobik yapisal
kusur ve gelisme geriligi gozlenmemistir. Bununla birlikte, gaganin sivri uca dogru,
hava kamarasimin tersi yone yoOnelmesi seklindeki malpozisyona siklikla
rastlanmustir. Is1 stresine maruz birakilan Hybro irkinin mortalitesi Ross 308 irkindan
daha ytiksektir. Bu durum, Hybro irkinin yumurta kabuk porozitesinin diisiik
olmasina bagli olabilecegi gibi, bu irkin gelisme hizinin yiiksek olmasina bagh

olabilir.

fri yumurtalarin embriyo agirliklar1 da fazla oldugundan, embriyo agirhginin
yumurta agirligi i¢indeki orani olan rolatif embriyo agirliginin degerlendirilmesi
embriyolojik ¢aligmalarda daha fazla tercih edilmektedir. Bu ¢alismada da rolatif
embriyo ve vitelliis kesesi agirliklar1 belirlenmistir. Her iki irkin yiiksek sicakliga
maruz birakilan gruplarindaki embriyolarin rolatif embriyo agirliklart kontrol
grubununkinden Onemli derecede dislik iken, vitelliis kesesi agirliklart kontrol
grubundan daha yiiksektir. Bu bulgular, yiliksek sicakligin vitelliis kesesinden
yararlanmay1 engelleyerek embriyonik gelismeyi baskiladigini gdstermektedir ve
Wineland ve ark (2006) ile Oviedo-Rondon ve ark (2008)’nin bulgulariyla
uyumludur. Nitekim s6z konusu arastiricilar (Wineland ve ark 2006, Oviedo-Rondén

ve ark 2008), oksijen yetmezligi doneminde yiiksek kulucka sicakligimin broyler
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embriyolarinda canli agirhgr diisiirdiigi ve yumurta sarisinin  kullaniminin
baskilandigini ifade etmislerdir. Her iki irkin 1s1 stresi gruplarinda ortalama civeiv
cikis agirliklart kontrol grubundan daha yiiksektir. Bu durumun karin bosluguna
cekilen vitelliis kesesi igeriginin 1s1 stresi gruplarinda daha fazla olmasindan

kaynaklandig diistiniilmektedir.

Leksrisompong ve ark (2007) Ross X Ross 308 et¢ci yumurtalarini,
kulugkanin 19-20. giinlerinde 40°C sicakliga maruz birakmiglar ve 38.2°C’de inkiibe
ettikleri kontrol grubunun degerleriyle karsilastirdiklarinda, vitelliis kesesi ve
karaciger agirliklarinda artis olustugu halde; kursak, bezsel mide ve ince bagirsak
agirliklarinda diistisler tespit etmislerdir. Janke ve ark (2004) yiiksek verimli broyler
hatlart (Ross 308 ve 508) ile bir yumurtact irkta (Lohmann White Leghorn)
kulugkanin ikinci yarisinda yumurta sicakligini esas alarak yiiksek kulugka
sicakliginin etkisini degerlendirdikleri ¢alismada oksijen kullanimini metabolik 1s1
tiretimini hesaplamada kullanmislardir. Yumurtaci civcivlerin 1 giin erken ¢ikmalari,
bu 1rkin daha yiiksek metabolik hiza ve daha yiiksek embriyonik gelisim hizina sahip
oldugu seklinde yorumlanmistir. Christensen ve ark (2004a) kuluckanin son 3
giiniinde 39°C’de inkiibe ettikleri hindi embriyolarinda bagirsak agirliginda ve
intestinal maltaz ile alkalen fosfataz aktivitelerinde azalma tespit etmislerdir. Bir
baska caligmada ise (Christensen ve ark 2004b), yine aym sicaklikta ve ayni
donemlerde inkiibe edilen hindi embriyolarinda kalp agirh@ ve kalp enerji
metabolizmasinda azalma, benzeri kosullarda inkiibe edilen hindi embriyolarinda
serum trityodotironin (T3) ve tiroksin (T4) konsantrasyonlarinda diisiis gézlenmistir

(Christensen ve ark 2005).

Sunulan bu calismada, ince bagirsak ve villus gelisiminin daha Onceki
arastiricilarin tanimladigr tarzda gerceklestigi tespit edildi (Grey 1972, Mamajiwalla
ve ark 1992, Sabatakou ve ark 2003, Uni 2006). Kulugkanin 10. giinlinden sonra
kesintisiz olarak 38,8°C’lik yiiksek sicakliga maruz birakilan her iki broyler irkinda
ince bagirsagin duodenum, jejunum ve ileum bdliimlerinin embriyonik gelisimi
arasinda 151k mikroskobik diizeyde tespit edilebilen histolojik degisiklik gézlenmedi
ve villus boyu, villus genisligiyle villus alan1 parametreleri arasinda onemli fark
bulunmadi. Bununla birlikte, 1s1 stresi gruplarinin ¢ikis giiniinde ortalama rolatif ince

bagirsak agirliklarinin kontrol grubundan diisiik oldugu dikkati ¢ekmistir. Benzer
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sekilde, Wineland ve ark (2006) broyler embriyolarinda ve Christensen ve ark
(2004a) da hindi embriyolarinda, oksijen yetmezligi doneminde yiiksek kulucka
sicakliginin jejunum agirhigimi diisiirdiigli buna karsilik uzunlugunda bir degisime

neden olmadigini bildirmislerdir.

Her hiicre tipinin kendine 6zgii ¢ogalma proteini olan PCNA (proliferating
cell nuclear antigen) ekspresyon diizeyi, hiicre siklusunun G1 fazinin ortasindan
itibaren hizla artar, S fazi boyunca yiiksek seviyesini korur ve G2/M fazinda
diismeye baslar. Bu nedenle proliferatif hiicrelerin taninmasinda bir marker olarak
kullanilan PCNA (Uni ve ark 2000), bu calismada da ince bagirsak epitel
hiicrelerinin proliferasyon aktivitesinin belirlenmesinde kullanilmistir. Onceki
arastiricilarin (Uni ve ark 1998b, Uni ve ark 2000) bulgulariyla uyumlu olarak
kulugkanin 20. giinlinde villus epitel hiicrelerinin ve kuluckanin 21. giinlinde hem
villus epitel hiicrelerinin hem de kript hiicrelerinin biiyiik ¢ogunlugu proliferatif
hiicrelerdi. Incelenen kulucka ddnemlerinde, her iki irkin kontrol ve 1s1 stresi
gruplarinin PCNA(+) hiicre yogunluklariyla bu hiicrelerin lokalizasyonlari1 arasinda
onemli fark tespit edilmemesi nedeniyle yiiksek kulugka sicakliginin, tavuk
embriyosunun bagirsak epitel hiicrelerinin proliferatif aktivitesi lizerinde Onemli

etkisinin bulunmadig1 sonucuna varilmigtir.

Kanathlarda kulugckadan c¢ikista dahi sindirim sistemi, kompleks
karbonhidratlar sindirebilecek matiirasyona sahiptir (Uni ve ark 2003a). Firca kenar
proteinlerinin ekspresyon ve lokalizasyonlarindaki degisiklikler, hayvani c¢ikis
sonras1 karbonhidrat ve proteinden zengin beslenme donemine hazirlar (Uni 2006).
Besin makro molekiillerinin bagirsak liimenindeki sindirimini takiben; enterositlerin
firga kenar enzimleri olan disakkaridazlar, peptidaz ve fosfatazlarla pargalanmasi
gereklidir (Semenza 1986, Chotinsky ve ark 2001). Firca kenar enzimlerinden SI
(stikraz-izomaltaz) ontojenitesi memeli ve kanatl tiirlerinde farklidir. Fare
bagirsaginda, diisiik diizeydeki SI ekspresyonuna ilk olarak fotal gelisimin 16,5.
giiniinde ¢ok katli endodermal epitel hiicrelerinin tek katli prizmatik epitele
doniismesinden hemen sonra rastlanmistir. SI’in bu disiik diizeyli ekspresyonu
postnatal donemin 16-17. gilinlerine kadar siirer ve siitten kesilmeden hemen 6nce SI
enziminin ekspresyonu hizla artar (Tung ve ark 1997). Siitle beslenme donemi

olmadigindan, kanathlarda kompleks karbonhidratlarin ¢ikis sonrasinda hemen
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sindirilebilmesi gereklidir (Sklan ve ark 2003, Uni ve ark 2003a) ve nedenle de
civcivler, ¢ikis sonrasinda ve hatta ¢ikistan once SI aktivitesiyle disakkaritleri

hidrolize edebilme kapasitesine sahiptirler.

Bu c¢alismada, kulugkanin 11.,13.,15., ve 18. giinlerinde ince bagirsagin her
ic bolgesinin firga kenarinda lokalize olan ¢ok zayif SI reaksiyonu tespit edildi.
Yirminci glinde siddetlenerek 21. giinde daha yiiksek seviyeye ¢ikan SI aktivitesinin,
jejunum ile ileumda duodenumdan daha giiclii oldugu dikkati ¢ekmistir. Bu bulgular
onceki arastiricilarin (Brown ve Moog 1967, Sklan ve ark 2003, Uni ve ark 2003a)
bulgulariyla uyumludur ve kuluckadan ¢iktiginda civeiv ince bagirsaginin
karbonhidratlar1 sindirebilecek fonksiyonel potansiyele sahip oldugu goriisiinii
desteklemektedir. Brown ve Moog (1967), Leghorn civcivlerin ince bagirsaginda
kulugkanin 9. giinlinde ¢ok zayif siikraz enzimi aktivitesi tespit etmislerdir. Sklan ve
ark (2003) ise, kuluckanin 15. giinlinden itibaren ortaya c¢ikan SI mRNA
ekspresyonunun 17. giinden itibaren artarak 19. giinde yiiksek diizeye ulastigini
bildirmislerdir. Uni ve ark (2003a), embriyonik gelisimin son periyodu boyunca ince
bagirsak firca kenar enzimlerinin aktivitesini incelemisler ve jejunumda, kuluckanin
15. ve 17. giinlerinde diisiik diizeyde siikraz, maltaz ve aminopeptidaz aktivitesi
tespit etmislerdir. Kuluckanin 19. giiniinde baglayan bu enzim aktivitesi aritis1 ¢ikis
giiniinde de siirmiistiir. Chotinsky ve ark (2001), broyler civcivlerinden izole
enterositlerde disakkaridaz aktivitesindeki degisimi incelemisler ve embriyonik
gelisimin 18. giiniinde maltaz, laktaz ve trehalaz enzimlerinin spesifik aktivitelerinin
yiiksek diizeye ulagtigini bildirmislerdir. Maltaz spesifik aktivesi ¢ikis sonrast 18.
giine kadar tedricen diiserken, 7. giinden sonra eser miktarda laktaz ve trehalaz
aktivitelerine rastlanmistir. Embriyonik gelisimin 18. giliniinde 6nemli oranda
bulunan siikraz aktivitesi, ¢ikista iki katina ulasmis ve bu enzim aktivitesinde 6nemli
bir diislisiin basladig1 35. giine kadar degismeden kalmistir. Bu ¢alismada yiiksek
kulugka sicakliginin, her iki wkin SI aktivitesi iizerinde Onemli etkisinin

bulunmadigini belirlenmistir.

Uni ve ark (1998a), disakkaridaz aktivitesinin memelilerde de bildirildigi gibi
kanatli hayvanlarda da en diisilk duodenumda en yiiksek de jejunum ve ileumda

oldugunu bildirmislerdir. Bu ¢alismada da jejunum ve ileumda villus boyunca firca
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kenarda lokalize olan enzim aktivitesinin duodenumdakinden daha giiclii oldugu

gbzlendi.

Pankreatik enzimlerin embriyonik gelisim asamasinda dahi mevcut ve aktif
olduklart bilinmektedir. Ayrica, embriyonik bagirsakta firca kenar enzimleri de
eksprese edilmektedir. Bir fir¢a kenar enzimi olan intestinal ALP (alkalen fosfataz)
aktivitesi,  oldukca stabil oldugundan, ince bagirsak epitelinin fonksiyonel
kondisyonunun bir gostergesi olarak da kabul edilir (Gu ve ark 2002). Daha 6nce
yapilan ¢alismalarda (Moog 1944, 1950), ALP aktivitesinin 9. giinden 17. giine kadar
duodenumda yavag bir tempoyla basladig1 gdsterilmistir. Bu ¢alismada, her iki irkin
kontrol ve 1s1 stresi grubunda ince bagirsaklarin duodenum, jejunum ve ileum
bolgelerinde kuluckanin 13. giinlinden 6nce ALP pozitivitesi gézlenmedi ve zayif
pozitiviteye, Onceki arastiricilardan (Moog 1944, 1950) daha ge¢ donemde,
kulugckanin 15. gilinlinde, duodenum ve jejunum epitelinde rastlandi. Pozitivite
sonraki donemlerde giiclenmis ve kulugkanin 18., 20. ve 21. giinlerinde enterositlerin
apikal sitoplazmasinda da giiclii ALP reaksiyonu gozlenmistir. Elde edilen sayisal
veriler, yiksek kulugka sicakliginin, her iki irkin 1s1 stresi gruplarindaki ALP
aktivitesini Onemli derecede baskiladigini ortaya koymaktadir. Bu bulgu, son
donemde maruz kaliman kulugka sicakliginin, ince bagirsagin fonksiyonel
matiirasyonu iizerinde olumsuz etkisi oldugunu bildiren aragtiricilarin (Delphia ve

Eliot 1965) goriisiinii desteklemektedir.

Bagirsak igeriginde bulunan mukus, ¢ogu bakterinin agregasyonuna yol acar
ve bu sayede patojenik bakterilerin bagirsak epiteline tutunmasini engeller. Bu
nedenle mukus katmani, dogal savunma mekanizmasinin 6nemli 6gelerinden biridir
(Allen ve ark 1993, Gu ve ark 2002). Civciv ince bagirsaginda sadece asidik miisin
iceren kadeh hiicrelerine ilk kez kuluckanin 18. giiniinde rastlanmis (Uni ve ark
2003b) ve aym1 zamanda ¢ikis giinii ile ¢ikis sonras1 7. giine kadar ince bagirsagin
proksimal, orta ve distal segmentlerindeki asidik ve noétral miisin iireten kadeh
hiicrelerinin oranlarinin esit oldugu tespit edilmistir. Bu ¢alismada, ince bagirsak
epitelinde kadeh hiicrelerine ilk kez kulugkanin 13. giinlinde rastlandi. On sekizinci
gilinde ise, biiyliik ¢ogunlugu, Uni ve ark’nin (2003b) bulgularina uygun bigimde
sadece asidik miisin i¢eren hiicrelerden olugsmaktaydi. Her iki irkin kontrol ve 1s1

stresi gruplarinin kadeh hiicresi yogunluklarinin birbirine yakin olmasi, yliksek
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kulugka sicakliginin, ince bagirsaklarin kadeh hiicresi yogunluklari tizerinde etkisinin

olmadigini géstermektedir.

Gastrointestinal (GI) kanal organlarinin duvarinda bulunan entero-endokrin
sistem hiicreleri lokal etkili hormonlar olan sekretin, gastrin, kolesistokinin gibi
peptid hormonlar1 iiretmektedirler. Enteoendokrin hiicrelerin biiyiik cogunlugu
duodenum mukozasinda lokalize olurlar (Tanyolag 1999). Son yillarda memelilerde
somatostatin, PP, polipeptid Y'Y, glukagon, sekretin, VIP, gastrin, kolesistokinin,
norotensin, bombesin, substans P, enkefalin, motilin benzeri peptidleri salgilayan
hiicre tipleri belirlenmistir. Kanatlilarda kulugkanin ge¢ doneminde ortaya ¢iktiklar
bilinmekte ve 16. glinden Once, elektron mikroskopiyle ¢ok az sayida hiicre tipi
tanimlanabilmektedir (Rawdon 1984). Baxter-Grillo (1970), ince bagirsak epitelinde
argentaffin graniillere sahip hiicrelerin kuluckanin 6. giliniinden itibaren ortaya
ciktiklarin1 ve embriyo yasinin artmasiyla birlikte bu hiicrelerin sayilarin arttigin
bildirmistir. Ayrica on dokuzuncu giinde, submukozada da ¢ok sayida argentaffin
hiicre tespit etmistir. Penttild (1968) ise tavuk embriyosu duodenumunda
enterokromaffin hiicrelere en erken kuluckanin 14. giliniinde rastlamis ve gelismenin
ilerlemesiyle birlikte, bu hiicrelerin sayisinda da artig gozlemistir. Bu calismada ise
argirofil karakterdeki enteroendokrin hiicreler ilk olarak kuluckanin 13. giiniinde
gbzlendi. Argentaffin hiicreler ise ilk olarak kulugkanin 15. giiniinde duodenum ve
jejunumda belirlenirken, 18. giinde bagirsagin her ii¢ bolgesinde de hem argirofil
hem de argentaffin hiicreler gézlenmistir. Kuluckanin 20. giiniinde, ince bagirsagin
her ii¢ bolgesinde de hem argirofil hem de argentaffin hiicreler villus boyunca,
intraepitelyal ve subepitelyal konumda tespit edilmistir. Cikis giiniine kadar villus
basina diisen enteroendokrin hiicre sayisinda onemli bir artis olusmamis ve her iki
irkin kontrol ve 1s1 stresi gruplart arasinda onemli fark bulunmadigindan yiiksek
kulugka sicakliginin argentaffin ve argirofil hiicre yogunluklari {izerinde 6nemli

etkisinin bulunmadig1 sonucuna varilmistir.

Apoptozis, multiseliiler organizmalarin embriyonik gelisiminde gorevini
tamamlayan ve istenmeyen hiicrelerin selektif olarak ortadan kaldirilmasini saglayan
fizyolojik hiicre 6liimiidiir (Samali ve Orrenius 1998) ve doku ve organi olusturan
hiicrelerin yasam siklusu boyunca yapim-yikim dengesinin siirdiiriilmesini saglar.

Apoptozis sindirim kanali organlarinin gelisiminde de 6nemli rollere sahiptir. Is1
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soku, oksidatif stres, UV ve iyonize radyasyon gibi stres faktorlerinin bazi genlerin
aktivasyonunu saglayarak apoptozisi baslattiklar1 bilinmektedir (Gabai ve ark 1997,
Samali ve Orrenius 1998). Bu calismada, apoptotik hiicrelerin  enzim
immiinohistokimyasal yontemle belirlenmesi amaciyla TUNEL yontemi kullanildi.
Ik kez Gavrieli ve ark (1992) tarafindan tanimlanan TUNEL (terminal
deoxynucleotidyl transferase (Tdt)-mediated dUTP biotin nick end labeling)
yontemi oldukga spesifik bir yontem olup, sadece apoptotik hiicre c¢ekirdekleri
boyanmaktadir. Yontem, apoptotik hiicreleri Tdt'nin ‘polydeoxynucleotide’
polimerinin sentezini takiben DNA’nin 3’-OH uglarina spesifik olarak baglanmasi
prensibine gore boyadigindan, miikemmel bir apoptozis indikatoriidiir. Bu ¢alismada
kuluckanin 11.,13.,15. ve 18. giinlerinde apoptotik hiicrelere bagirsak epitelinde ¢cok
az sayida rastlanmistir. Kulugkanin 20. ve 21. giinlerinde ise, apoptotik hiicrelere
villuslarin apeksinde de rastlanmigtir. Apoptotik hiicrelerin 6nemli bir kisminin villus
apeksinden desquamasyona ugrayan hiicreler olmalar1 dikkati ¢ekmistir. Yiiksek
kulugka sicakligina maruz birakilan hayvanlarin villus basina diisen apoptotik hiicre
sayilarinda onemli fark tespit edilmemesi, 1s1 stresinin bu olay {izerinde Onemli

etkisinin olmadigini ortaya koymaktadir.

[k defa 1962 yilinda Ferruccio Ritossa ve arkadaslari tarafindan Drosophila
melanogaster larvasinda kesfedilen Hsp’ler, biitiin canli organizma hiicreleri
tarafindan sentezlenebilen hiicre koruyucu (sitoprotektif) proteinlerdir (Kiang ve
Tsokos 1998, Kregel 2002, Pockley 2003, Kim ve ark 2006). Normal kosullarda
diisiik seviyede eksprese edilen bu proteinler, stres faktorlerinin etkisiyle oldukca
giiclii eksprese edilirler. Hiicreyi strese sokan faktorler, biiyiime faktorleri ve
hormonal uyarimlar gibi fizyolojik faktorler olabilecegi gibi, 1s1 soku, agir metaller
ve ultraviyole 1sinlar1 gibi ¢evresel faktorler ya da enflamasyon, otoimmiin
reaksiyonlar ve viral, bakteriyel ve paraziter enfeksiyonlar gibi patolojik kosullar
olabilir (Molle ve ark 2002). Hsp’lerin embriyonik gelisimde eksprese edildikleri
belirlenmis ve bu durumun strese karsi korunmada yararli olabilecegi bildirilmistir.
Zira Hsp’ler ve oOzellikle Hsp70, embriyogeneziste yeni sentezlenen proteinlere
baglanarak ve bunlarin hatali katlanmalarin1 Onleyerek fertilizasyon ve erken
embriyonik gelisimde 6nemli bir rol oynamaktadir (Leandro ve ark 2004). Nitekim
sigir embriyolarinda Hsp70 inhibisyonu hiicre oliimiine neden olarak blastosist

gelisiminde gerilemeye yol agmaktadir (Matwee ve ark 2001). Hsp ekspresyonu
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artis1 rat, sigir ve domuz embriyolarinda da gozlenmistir (Mirkes 1987, Kojima ve
ark 1996, Matwee ve ark 2001). Mirkes ve ark (1991), rat embriyolarinda Hsp
ekspresyonunun embriyonik gelisim safhasina bagli olarak degistigini ileri

stirmiislerdir.

Normal sartlarda Hsp70, yeni sentezlenen polipeptidlerin katlanmalarina,
multiprotein komplekslerinin agregasyonuna ve hiicresel membranlardan gecislerine
yardim eden ATP bagimli molekiiler saperonlardir. Bu proteinlerden Hsp70
ekspresyonundaki artis, stres varligin1 gosteren klasik bir bulgudur. Zira bu protein,
hiicrede  konsantrasyonu artan denatiire durumdaki proteinlerin  ortadan
kaldirilmasina yardim ederek (Garrido ve ark 2001), ¢cok sayida stres ajanina karsi
hiicresel yanitta esas rolii oynar (Rivera ve ark 2005). Kanathlar da diger
omurgalilarda oldugu gibi stres kosullarina Hsp ekspresyonuyla yanit vermektedirler
(Wang ve Edens 1994, Wang ve Edens 1998, Givisiez ve ark 1999, Liew ve ark
2003, Figueiredo ve ark 2007). Hsp’lerin hepsi de hiicrelerde farkli lokalizasyona
sahiptir ve her ne kadar bazilari c¢ekirdekte de bulunursa da ¢ogu hiicre
sitoplazmasinda (sitosol, mitokondriyon, endoplazmik retikulum) dagilmis haldedir
(Craig ve ark 1994). Is1 stresine yanit ¢ok kisa siirede ortaya ¢ikmaktadir. Normal
sicakligin 3-5°C iizerindeki ortam sicakliklarinda strese yanit olarak Hsp sentezinde
kisa siire i¢inde bir artis gozlenir (Locke ve Noble 1995). Broylerlerde Hsp90
ekspresyonunun, 1s1 stresinin 2. saatinde kalp, karaciger ve bobrekte dalgali bir
seyirle artmaya bagladigi, 3-5. saatte hafif¢e diistiigli, 10 saat sonra tekrar yiikseldigi
ve artigin, stresin siddeti ve maruz kalinan siireyle bagintili oldugu bilinmektedir (Lei

ve ark 2009).

Tavuk embriyolarinda da normal kulugka sartlarinda Hsp70 ekspresyonu
gergeklesmektedir (Leandro ve ark 2004). Nitekim, Bloom ve Muscarella (1999)
tavuk embriyosunun blastoderm hiicrelerinde, 1s1 soku olmadan da yiiksek diizeyde
Hsp70, Hsc70 ve grp78 ekspresyonu belirlemislerdir. Morales ve ark (1998) ise
tavuk embriyolarinda retinal nérogenezis siirecinde Hsc70’in eksprese edildigini ileri
stirmislerdir. Gabriel ve ark (2002), 4 giinliik tavuk embriyolarinda normal kulucka
sicakliginda Hsp70 transkriptlerinin  eksprese edildiklerini  gdzlemisler ve
ekspresyonun, orta derecede akut 1s1 stresinde (41°C) artis gostermedigi halde,

siddetli akut 1s1 stresinde (44°C) onemli oranda arttigini1 belirlemisleridir. Leandro ve
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ark (2004), broyler embriyolarinin Hsp70 ekspresyonunun yasa ve dokuya bagh
olarak akut sicak ve soguk stresinden etkilendigini, gen¢ embriyolarin yash
embriyolardan daha fazla Hsp70 sentezlediklerini bildirmislerdir. Givisiez ve ark
(2001) ise tavuk embriyolarina kulugkanin 13. giiniinden itibaren kronik soguk (35,8
°C) ve sicak (38,8 °C) 1s1 stresi uygulamuslardir. Sonugta organ agirliklarinin kulugka
sicakligindan etkilendigi, Hsp70 ekspresyonunun dokuya bagl olarak degistigini ve
calisilan ¢ogu dokuda Hsp70 ekspresyonunun artisinda soguk stresinin daha etkili
oldugunu gozlemislerdir. Bu sonuglar, embriyonik dokularin hiicre Sliimiine yol
acabilecek stres sartlarina karsi hiicre koruyucu mekanizmalar harekete gecirerek

yanit verebildiklerini gostermektedir.

Bu calismada kullanilan primer antikor (Hsp70 antibody, GTX25439), hem
yapisal olarak eksprese edilen Hsc70 ve hem de ekspresyonu stresle indiiklenen
Hsp70 proteinlerine spesifik olarak baglanmaktadir. Hsp70 immiin reaktivitesi
hiicrelerin sitoplazmalarinda tipik kahverengi renkli diaminobenzidine (DAB) 6zgii
renk reaksiyonu halinde gozlendi. Diger arastiricilarin bulgulariyla uyumlu olarak
hem kontrol hem de 1s1 stresi gruplarinda incelenen biitiin déonemlerde Hsp70
ekspresyonu gozlendi. Ayrica Hsp70 ekspresyonundaki embriyonik yasa bagl diisiis

diger arastiricilarin sonuglariyla uyumludur.

Farkli doku tipleri 1s1 stresine farkli siddette yanit vermektedir. Nitekim 1s1
stresine maruz kalan beyin, akciger ve deride daha yiiksek Hsp72 birikimi oldugu
saptanmistir. Nakai ve Morimoto (1993) dokular arasindaki farklarin, doku tiplerinin
151 soku faktorii (HSFs) diizeylerindeki farklara bagli olabilecegini ileri siirmiislerdir.
Bu c¢alismada da farkli kulugka donemlerinde epitel hiicreleri, kas telleri ve bag
dokusu fibroblastlarinin farkli siddetlerde Hsp70 pozitivitesi gosterdigi ve kas
dokusunda Hsp70 pozitivitesi en diisikk diizeyde iken, endotel hiicrelerinin
pozitivitesinin oldukca giiclii oldugu dikkati ¢ekmistir. Kulugkanin 11.,13.,15.,18.,
20. ve 21. giinlerinde her iki wkin kontrol gruplarinda, embriyonik yasin
ilerlemesiyle birlikte her ii¢ bagirsak boliimiindeki Hsp70 pozitivitesinde tedrici bir
azalma dikkati ¢ekmektedir. Is1 stresi her iki irkta da epitel dokusunda Hsp70
pozitivitesinde artisa neden olmakla birlikte, kuluckanin 11., 13., 15. ve 18.
giinlerinde artis 6nemsizdir. Ancak, stres faktorlerinin en siddetli oldugu kuluckanin

20. ve 21. giinlerinde, 1s1 stresi gruplarinda Hsp70’in daha gii¢lii pozitivite gosterdigi
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dikkati ¢ekmektedir. Nitekim Hsp ekspresyonundaki artis, organizmanin strese

adaptasyon cabasinin hiicresel diizeydeki gostergesidir.

Kojima ve ark (1996), 6 giinliik erken donemde akut 1s1 stresine maruz
birakilan domuz embriyolarinda in vivo ve in vitro gelisimin etkilenmedigini ve ne
Hsp70 ne de Hsp90 ekspresyonunda artis meydana gelmedigini bildirmislerdir.
Aragtiricilar (Kojima ve ark 1996) bu durumu erken donemde 1s1 stresine maruz
birakilan embriyolarda, mevcut Hsp70 rezervinin hiicreleri termal stresten korumada
yeterli olmasiyla ekspresyonun artisina gerek kalmadigi seklinde aciklamislardir. Bu
calismada da incelenen ilk donemlerde 1s1 stresi gruplarinda Hsp70 sentezinde
onemli bir artisin olmamasi, bu donemde hiicrelerin termal stresten korunmada

yeterli olan Hsp70 rezervine sahip olmalariyla agiklanabilir.

Her ne kadar strese karsi hiicresel yanitta Hsp70 indiiksiyonu hiicreyi
koruyucu bir faktdr olsa da, stresle karsilagildiginda hiicrenin dncelikle bu proteinin
sentezini tercih etmesi, embriyonik gelisme geriligi veya gelisim bozukluguyla
sonuglanabilir (Rivera ve ark 2005). Nitekim kulugka siirecindeki 1s1 stresinin
civeivlerin ¢ikis agirligi ve organ agirliklarini diislirdiigii, ¢ikis sonrasi gelisimi
inhibe ettigi bildirilmistir (Christensen ve ark 2004a, Wineland ve ark 2006,
Christensen ve ark 2007, Oviedo-Rondon ve ark 2008). Bu calismada da 1s1 stresi
grubunda embriyo agirligr ve ¢ikis giinii ince bagirsak agirligi kontrol grubuna
kiyasla onemli oranda diisik bulunmustur. Ayrica kulugkanin 18., 20. ve 21.
giinlerinde, her iki 1kin 1s1 stresi gruplarinin ince bagirsagin fonksiyonel
matiirasyonunun bir gostergesi olan ALP aktivitesindeki diisiis de yukaridaki

arastiricilarin bulgulartyla agiklanabilir.

Son yillardaki caligsmalar, apoptozisin sadece yaslanan hiicreler ve hizla
gelisen dokularda geceklesmedigi ayni zamanda hiicresel stres yanitinin da bir
pargast oldugunu ortaya koymaktadir. Nitekim Tanaka ve ark (1996), bir stres
reaktantt olan AMP igeren kiiltlir ortaminda ince bagirsak epitel hiicrelerinin
proliferasyonunun Onemli oranda azaldigin1 buna karsin apoptozisin arttigini
bildirmislerdir. Ote yandan akut hipertermi, rat embriyosunun farkli bolgelerinde
gereksiz hiicre 6liimlerine yol agmak ve hiicre proliferasyonunu engellemek suretiyle
dogmasal kusurlara neden olabilmektedir (Breen ve ark 1999). Bununla birlikte,

Hsp70’in 1s1 stresinin tetikledigi apoptozisi farkli mekanizmalarla inhibe ettigi ile
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ilgili de cok sayida calisma bulunmaktadir. Mosser ve ark (1997), Hsp70’in
SAPK/INK sinyal yolagina engel olmak ve kaspaz proteolitik kaskad yolunu bloke
etmek suretiyle 1s1 stresinin neden oldugu apoptozisi inhibe ettigini ileri siirmiislerdir.
Sachidhanandam ve ark (2003) ise Hsp indiiktdrii olarak bilinen Herbimisin A
verilen ratlarin karacigerinde ortaya ¢ikan asirt Hsp70 ekspresyonunun, 1s1 stresinin
neden oldugu apoptozisi inhibe ettigini bildirmislerdir. Hsp70’in hiicrenin yiiksek
sicakligin etkilerinden korunmasinmi sagladigi ve termotolerans gelisimine katkida
bulundugu bilinmektedir. Son zamanlarda Hsp70’in hiicreleri korumadaki bu
yeteneginin apoptozis inhibisyonunun bir sonucu oldugu bildirilmektedir (Li ve ark

2000).
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5. SONUC ve ONERILER

Kulugka boyunca kulucka makinesi i¢i sicakliginin optimum seviyelerde
tutulmasi kulugkanin basaris1 bakimindan olduk¢a 6nemlidir. Kulugka sicakligi ayni
zamanda, civcivlerin ¢ikistan sonraki yasama kabiliyeti ve gelisme performanslarini
da etkilemektedir. Her ne kadar giiniimiiziin modern kulugka makineleri, i¢ sicakligin
cok 1iyi bir sekilde kontrol edilebilecegi ve hava sirkiilasyonu optimum diizeyde
olacak sekilde dizayn edilmekteyse de, sicaklik dagiliminin kontrolii olduk¢a zor
oldugundan, makine i¢inde sicak ve soguk bdlgelerin (hot/cold spots) olusmasi
kagmilmazdir. Bugiline kadar yiiksek sicakligin civciv kalitesi, performans ve diger
fizyolojik sistemler lizerindeki etkileri {izerinde yapilan ¢aligmalarin ¢ogunda kulucka
makinesi i¢ sicakligi dikkate alinmistir. Makinenin bazi bolgelerindeki yumurta
sicakligimin makine i¢i sicakligindan farkli olmasi nedeniyle, kuluckada yumurta
sicakliginin esas alinmasi ve makine i¢i sicaklik dagilimiyla hava sirkiilasyonunun
buna gore ayarlanmasi, sicak bolgelerin denetlenerek gerekli dnlemlerin alinmasi

acisindan hayati 6neme sahiptir.

Ayrica kulugkanin son donemine dogru embriyonun biiylimesiyle artan
metabolik faaliyetler sonucu 6nemli miktarda 1s1 aciga ciktigindan, bu dénemde
makine ici sicaklik dagilimi ve hava sirkiilasyonunun daha hassas bir sekilde

kontrolii gerekmektedir.

Bu ¢alismada kuluckanin 10. gilinlinden itibaren uygulanan yiiksek kulugka
sicakhiginin (38,8°C) embriyonik 6liim oranini artirdigi ve embriyo canli agirhiginda
diisiise neden oldugu belirlenmistir. Bu sonug, kulucka boyunca sicakligin dikkatli
bir sekilde kontroliiniin 6nemini vurgulamaktadir. Gerek mortalitenin artmas,
gerekse canli agirhik diislisii broyler iiretiminde 6nemli ekonomik kayiplara yol
acmaktadir. Bu nedenle, canli agirligin artirilmasina yonelik calismalar sadece
yedirme donemindeki bakim ve idare ile siirli kalmayip, performansi etkileyen
kulucka faktorlerinin etkilerinin de belirlenerek gerekli Onlemlerin alinmasi

gerekmektedir.

Etci civcivlerin besleme donemi olduk¢ca kisa oldugundan, kulugka
doneminde ince bagirsaklarinin embriyonik gelisimi ve fonksiyonel olgunlasmasinin

olumsuz bi¢imde etkilenmemesi gerekir. Bu ¢alismada, iilkemizde yetistiriciligi
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yapilan iki broyler irkinin ince bagirsaklarinin embriyonik gelisimi ve fonksiyonel
olgunlagsmasinin  kulugcka donemindeki 1s1 stresinden etkilenme dereceleri
belirlenmistir. Gruplar arasinda ince bagirsagin embriyonik gelisimi ve bazi villus
parametereleri arasinda 6nemli fark tespit edilmedi. Ayrica gruplarin kadeh hiicreleri
ve enteroendokrin hiicrelerin incelenen parametreleri arasinda fark goézlenmedi.
Bununla birlikte, bir enterosit matiirasyon belirleyicisi olan ALP enzimi aktivitesinin,
her iki 1rkin 1s1 stresi gruplarinda kontrol gruplarindan 6nemli derecede diisiik oldugu
dikkati ¢ekti. Sunulan bu calismada, deneysel olarak olusturulan 1s1 stresinin ince
bagirsak morfolojisi iizerinde 151k mikroskobik diizeyde gozlenebilen bir etkisi
olmamakla birlikte, bagirsaklarin fonksiyonel matiirasyonunu geciktirdigi sonucuna
varilmigtir. Ayrica kulugka sicakliginin iki irk tizerine etkisi kiigiik farkliliklarin

olmasina ragmen benzerdi.

Incelenen biitiin donemlerde hem kontrol hem de 1s1 stresi gruplarinda ince
bagirsak dokusunda Hsp70 pozitivitesi tespit edildi. Embriyonik yasin ilerlemesiyle
birlikte Hsp70 pozitivitesinin azaldigr dikkati cekti. Kulugkanin 20. ve 21.
giinlerinde, o6zellikle 1s1 stresi grubunun ince bagirsak epitel hiicrelerinde Hsp70
pozitivitesi kontrol grubundan 6nemli derecede yiiksekti. Intestinal mukozanimn
Hsp70 sentezleme yetenegi, strese karst temel mukozal savunmanin bir pargasi
olabilir. Zira Hsp70’in, saperon gorevine ek olarak stresle indiiklenen apoptotik
mekanizmay1 bloke ederek sitoprotektif etki gosterdigi de diisiiniilmektedir. Bu
nedenle, Hsp70 cesitli patolojik kosullarin neden oldugu hiicre ve doku hasarina
kars1 korunmada en iyi bilinen endojen faktorlerden biridir. Herhangi bir toksik etkisi
olmayan ve segici olarak Hsp sentezine yol agan saperon indiikleyicilerin mukozal
lezyonlarin 6nlenmesi ve tedavisinde kullanilmasi yeni bir terapotik yaklasim

olabilir.

Giiniimiizde kulugka sicakliginin gelismeyi hizlandiric1 ya da yavaslatici
etkilerinin oldugu kesinlikle anlasilmis olmakla birlikte, yasam boyu performans
tizerindeki etkisi heniiz belirlenememis ve anlasilmamistir. Bu nedenle kulucka
sirasindaki optimal yumurta sicakliginin, embriyonik gelisme ve farklilasma

tizerindeki uzun stireli etkileri de dikkate alinarak belirlenmesine ihtiya¢ vardir.
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Histoloji ve Embriyoloji (VET) Anabilim Dal

DOKTORA TEZi/KONYA-2009

Bu calismada, yiiksek kulucka sicakliginin (38,8°C) broylerlerde embriyonik 6liim orani ve
embriyo gelisimi {izerine etkileri ile ince bagirsagin embriyonik gelisimi iizerindeki etkilerinin
histokimyasal ve immiinohistokimyasal yontemlerle belirlenmesi amaglanmustir.

Calismada, Hybro 1rk1 etgi damizliklara ait 250 adet ve Ross 308 1rki et¢i damizliklara ait 250
adet kulugkalik yumurta kullanildi. Her irka ait yumurtalar tartildiktan sonra iki gruba ayrildi ve
kontrol grubuna ait yumurtalar kulugka boyunca 37,8°C’de kulugka islemine tabi tutulurken, 1s1 stresi
grubuna ait yumurtalar kulugkanin 10. giiniine kadar 37,8°C’de ve daha sonra kulugkanmn sonuna
kadar 38,8°C’de inkiibe edildi. Agilmadan 6nce yumurtalar tartilarak agilma Oncesi son yumurta
agirliklart belirlendi. Kulugkanm 11., 13., 15., 18., 20. ve 21. giinlerinde her gruptan 10 adet canl
embriyo elde edilinceye kadar agilan yumurtalardan ¢ikan embriyolarla bunlarin vitelliis keseleri
tartildi ve Hamburger-Hamilton skalasina gére embriyonik gelisim evreleri belirlendi. Gruplarin nispi
embriyo ve vitelliis kesesi agirliklari hesaplandi. Her grupta olii embriyolarin sayisi belirlenerek
gruplarin ortalama mortaliteleri belirlendi. Elde edilen veriler; yiiksek kulugka sicakliginin,
embriyonik mortaliteyi artirdig1 ve yumurta saris1 kullanimini azaltarak embriyo canli agirliginda ve
ince bagirsak agirliginda diisiise neden oldugunu gostermistir.

Calismanin ince bagirsaklarm embriyonik gelisimi ve fonksiyonel olgunlagmasinin kulugka
donemindeki 1s1 stresinden etkilenme derecesinin incelendigi bdlimiinde, embriyolarin ince
bagirsagmin duodenum, jejunum ve ileum bolgelerinden doku o6rnekleri alindi. Uygun histolojik
yontemlerle islenerek hazirlanan preparatlar dijital kamerali 151k mikroskobuyla incelendi ve gerekli
goriilen bolgelerin dijital goriintiileri kaydedildi. Goriintiiler, dijital goriintii analiz programiyla analiz
edilerek incelenen parametrelerin sayisal verileri elde edildi. Elde edilen sayisal veriler istatistiksel
yontemlerle analiz edildi.

Hem kontrol ve hem de 1s1 stresi gruplarinda erken embriyonik donemde giiclii olan Hsp70
pozitivitesinde embriyonik yasin ilerlemesiyle belirgin bir diisiis gozlendi. Her iki irkin 1s1 stresi
gruplarinda epitel dokusundaki Hsp70 pozitivitesinin, incelenen donemlerin tamaminda kontrol
grubundan daha giiglii olmakla birlikte, kulugkanin 11., 13., 15. ve 18. giinlerinde aradaki fark
onemsizken, 20. ve 21. giinlerinde Hsp70’in 1s1 stresi gruplarinda daha giiclii eksprese edildigi
belirlendi. Gruplarin hepsinde, ¢ikis giiniine kadar apoptotik epitel hiicre oranmin ¢ok diisiik oldugu
tespit edildi. Ayrica ¢ikisa yakin donemde ve ¢ikis giiniinde hem villus hem de kript bolgesinde epitel
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hiicrelerinin  biiylik c¢ogunlugunun proliferatif hiicreler olduklar1 belirlendi. Yiksek sicaklik
uygulamasinin, bagirsak epitel hiicrelerinde ne apoptozis ne de hiicre proliferasyon hizi {izerinde
belirgin etkisinin olmadigi tespit edildi. Fir¢a kenar enzimlerinden siikraz-izomaltaz enzim aktivitesi,
ilk kez kuluckanin 11. giiniinde enterositlerin firca kenarinda zayif olarak gézlendi ve embriyonik
yasin ilerlemesiyle birlikte enzim pozitivitesinin de giiclendigi tespit edildi. Bununla birlikte yiiksek
kulugka sicakliginin siikraz-izomaltaz aktivitesi lizerinde 6nemli etkisi gézlenmedi.

Bagirsagin yapisal embriyonik gelisimi ve dlgiilen villus parametreleri bakimmdan gruplar
arasinda onemli fark gozlenmedi. Ayrica kadeh hiicreleri ve enteroendokrin hiicrelerin embriyonik
donemde ortaya ¢ikis zamanlartyla kadeh hiicrelerinin yogunlugu bakimindan da gruplar arasinda fark
yoktu. Ancak, bir enterosit matiirasyon gostergesi olan ALP aktivitesinin, 1s1 stresi grubunda kontrol
grubuna kiyasla istatistiksel olarak énemli derecede diisiik oldugu belirlendi. Bulgulara dayanilarak,
deneysel olarak olusturulan 1s1 stresinin ince bagirsagin morfolojik yapisal gelisimini etkilemedigi,
ancak bagirsak agirliginda diisiise neden oldugu ve fonksiyonel matiirasyonunu geciktirdigi sonucuna
varildi. Ayrica yiiksek kulugka sicakligmin incelenen iki broyler irki iizerindeki etkileri arasinda
farklar diisiik diizeydeydi.

Anahtar Sézciikler: Broyler pili¢; Hsp70 ekspresyonu; ince bagirsagin embriyonik gelisimi;
yiiksek kulucka sicakligi.
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7. SUMMARY

Determination of The Effects of Experimentally Induced Heat Stress on The
Embryonic Development of Small Intestines of The Broiler by Histochemical,
Immunohistochemical and Histometrical Methods.

The aim of the presence study was to determine the effects of high incubation temperature
(38,8°C) on the embryonic mortality and embryonic development of two boilers strains which were
widely raised in Turkey and the effects on the embryonic development of small intestines were also
investigated by means of histochemical and immunohistochemical methods.

In the experiment, 250 fertile eggs from each of Hybro and Ross 308 broiler strains were
used. The eggs of each strain were weighed and divided into 2 groups as controls and heat-stressed
groups. The control eggs were maintained under optimal conditions (37,8°C) during the whole
incubation period, whereas heat stress imposed eggs were maintained under 37,8°C until the 10™ day
of incubation and then continuously exposed to high temperature (38,8°C). At the 11™, 13® 15" 18",
20™ and 21% days of incubation, some of the eggs were reweighed and opened until 10 living embryos
were obtained from each group. The embryos and their yolk sacs were weighed, and then the
developmental stages of embryos were determined according to the Hamburger-Hamilton scale. The
numbers of dead embryos from each group were determined and the mean embryonic mortalities of
the groups were calculated. Moreover, mean relative embryo weights and yolk sac weights of each
group were calculated. Data indicated that high incubation temperature increased mean embryonic
mortality, whereas depressed mean embryonic and intestinal weights and decreased yolk utilization of
the heat-stressed groups.

In the experiment, the destruction degree of embryonic development and morphologically
development and functional maturation of the small intestine of the animals were also investigated.
Tissue samples were taken from living embryos in duodenum, jejunum and ileum regions of the small
intestine. The specimens, which were prepared with appropriate histological techniques, were
examined under the light microscope equipped with digital camera and the necessary digital images
were recorded. By analyzing the images with an image analysis software, the numerical data of the
parameters were obtained and analyzed statistically.

No significant difference was observed between the intestinal morphological development of
the control and heat-stress groups of both strains, and measured parameters of intestinal villi.
Furthermore, there was no difference among the groups from the point of appearance period of the
goblet and enteroendocrine cells, and the distribution and density of goblet cells did not change with
high temperature application. However, ALP activity, which is considered to be a marker of the
enterocyte maturation, significantly declined in the heat-stressed group when comparised to the
control group. As a result, it was concluded that the experimentally induced heat stress did not affect
the morphological development of the small intestine. Nevertheless, heat stress delayed the maturation
of small intestine. Moreover, the incubation temperature affected two strains in a quite similar manner
except for minor differences.

Hsp70 was strongly expressed in both control and heat-stressed groups at all of the
investigated embryonic periods, and the expression tended to decrease slightly with embryonic aging.
In the intestinal epithelium, stronger Hsp70 positivity was observed in heat-stressed group than the
control group at all of the observed periods, and the difference between groups was not significant at
the 11", 13™, 15™ and 18" days of incubation. However, statistically an significant difference was
observed on the days 20 and 21 of incubation. Apoptotic cell intensities in epithelial tissue of the
groups were less in number before hatch, whereas most of the cryptic and villus epthelial cells were
proliferating cells at the period of proior to hatch and on the day of hatch. The sucrase-isomaltase
activity was weak at the brush border at the 11™ day of the incubation and gradually increased with the
embryonic age. Control and heat—stressed groups of both strains give similar sucrase-isomaltase
reactivity and any differrence was not observed between the groups.

Key words: Broiler chicken; embryonic development of small intestine; high incubation
temperature; Hsp70 expression.
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