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ONSOZ

Karin boslugu ile (peritoneal bosluk) baglantili bir ¢ok 0Ozellesmis savunma
mekanizmas1 vardir. Bunlar peritondan bakteri ve toksinlerin absorbsiyonu, fagositoz,
opsonizasyon, komplement aktivasyonu ve peritoneal bosluktan infeksiyonun bertaraf
edilmesidir. Peritoneal bosluk icerdigi sabit ve gd¢ eden hiicre populasyonlariyla bakteriyel

invazyona kars1 lokal savunma yanitinda ¢ok énemli rol oynar.

Insan, rat ve farelerde omentumda belirlenen milky spotlarn peritoneal bosluk
savunmasinda onemli rolii oldugu bildirilmektedir. Bu odaklardan peritoneal bogluk igine
hiicresel go¢ submezotelyal bag dokuda bazal laminanin bulunmamasindan dolay1
kolaylagmigtir. Bu yiizden, hiicrelerin milky spotlardaki interstisyel alanlardan gocii,
interseliiller bosluklarla mezotelyal hiicreler arasindaki fibroz bariyerlerden icgeriye

siiziilmesiyle gerceklesmektedir.

Bu calismada karin boslugu ile iligkili lokal savunma odaklari, literatiir verileri olan
ratlar ile heniiz veri bulunmayan bildircinlarda arastirilmistir. Elde edilen bulgular, klinik
olarak da olduk¢a Onemli olan karin boslugu ile iligkili yapilarda gerceklesen savunma
mekanizmasinin daha iyi anlagilmasini saglayacaktir. Bildircinda elde edilen veriler ilk olup

arastirmalarda ve klinik uygulamalarda kullanilabilinecektir.

Arastirma, “Bildircin ve ratlarda karin boslugunda lokal savunma odaklarinin
arastirilmasi” isimli ve VTF-06010 kodlu proje olarak, Adnan Menderes Universitesi Bilimsel

Arastirma Projeleri Birimi tarafindan desteklenerek gerceklestirilmistir.
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APC
BALT
BSA
CAMs
CD
CSF
GALT
HALT
ICAM-1
IEL
IFN-y
IL-15
IL-2
LPS
MALT
MHC
MPS
PALT
PAS
TNF-a
StreptABC

SIMGELER VE KISALTMALAR

Antigen Presenting Cell (Antijen sunan hiicreler)

Bronchus Associated Lymphoid Tissue (brons iliskili lenfoid doku)
Bovine serum albumin (s1g1r serum albumini)

Cell Adhesion Molecules (hiicre adezyon molekiilleri)

Cluster of Differentiation

Coloni Stimulating Factor (koloni uyarici faktor)

Gut Associated Lymphoid Tissue (barsak iliskili lenfoid doku)

Head Associated Lymphoid Tissue (bas iliskili lenfoid doku)
Intercellular Adhesion Molecule (hiicrelerarasi adezyon molekiilleri)
Intra Epithelial Lymphosit (epitel i¢i lenfositler)

Interferon gamma (interferon gamma)

Interleukin 15 (interlokin 15)

Interleukin 2 (interlokin 2)

Lipopolisaccarit (lipopolisakkarit)

Mucosa Associated Lymphoid Tissue (mukoza iligkili lenfoid doku)
Major Histocompatibility Compleks (doku uyum molekiilleri)
Mononucleer Phagocytic System (mononiikleer fagositik sistem)
Peritoneum associated lymphoid tissue (periton iligkili lenfoid doku)
Periodic Acid Schiff

Tumor necrosis factor alpha (tiimor nekrozis factor alfa)
Streptavidin-biotin peroxidase complex (Strept avidin-biyotin peroksidaz

kompleks)
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Arastirmada kullanilan rat ve bildircinlardan olusturulan deney gruplari.
Kontrol grubuna ait omentum dokusunda lenfoid hiicre birikimi,

Uclii Boyama Yontemi.

Kontrol grubuna ait mezenter dokusunda lenfoid hiicre birikimi,

Uclii Boyama Yontemi.

Kontrol grubuna ait parietal periton dokusunda lenfoid hiicre birikimi,

Uclii Boyama Yontemi.

Periton bosluguna NaCl verilen ratlarin omentum Orneklerinde farkli
zamanlarda belirlenen lenfoid hiicre birikimleri, Uclii Boyama Yontemi.
Periton bosluguna NaCl verilen ratlarin mezenter Orneklerinde farklh
zamanlarda belirlenen lenfoid hiicre birikimleri, Uclii Boyama Yontemi.
Periton bosluguna NaCl verilen ratlarin parietal periton drneklerinde farkli
zamanlarda belirlenen lenfoid hiicre birikimleri, Uclii Boyama Yontemi.
Periton bosluguna BSA verilen ratlarin omentum Orneklerinde farkli
zamanlarda belirlenen lenfoid hiicre birikimleri, Uclii Boyama Yontemi.
Periton bosluguna BSA verilen ratlarin mezenter orneklerinde farkl
zamanlarda belirlenen lenfoid hiicre birikimleri, Uclii Boyama Yontemi.
Periton bosluguna BSA verilen ratlarin parietal periton Orneklerinde
uygulamadan 6 saat sonra belirlenen lenfoid hiicre birikimleri, Uclii Boyama
Yontemi.

Rat omentum doku kesitlerinde lenfoid hiicre birikimi, PAS Reaksiyonu.
Ratlarda omentum, mezenter ve parietal periton Orneklerinde plazma
hiicreleri, Methyl Green Pyronin Boyama Y Ontemi.

Ratlarda BSA verilen grupta dokulardaki hiicre birikimlerinde mast
hiicreleri, Toluidin Blue Boyama Y 6ntemi.

Periton bosluguna BSA verilen ratlarin omentum Orneklerinde farkl
zamanlarda belirlenen lenfoid hiicre birikimlerindeki makrofajlar, Strept

Avidin-Biotin Peroksidaz Kompleks Boyama Y ontemi.

Periton bosluguna NaCl verilen ratlarin omentum Orneklerinde farkl
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zamanlarda belirlenen lenfoid hiicre birikimlerindeki makrofajlar, Strept
Avidin-Biotin Peroksidaz Kompleks Boyama Y ontemi.

Kontrol grubuna ait omentum dokusunda lenfoid hiicre birikimindeki
makrofajlar, Strept Avidin-Biotin Peroksidaz Kompleks Boyama Yontemi.
Bildircinlarda kontrol grubuna ait mezenter dokusunda lenfoid hiicre
birikimi, U¢lii Boyama Yo6ntemi.

Periton bosluguna NaCl verilen bildircinlarin mezenter 6rneklerinde farkl
zamanlarda belirlenen lenfoid hiicre birikimleri, Uclii Boyama Yontemi.
Periton bogluguna BSA verilen bildircinlarin mezenter 6rneklerinde farkl
zamanlarda belirlenen lenfoid hiicre birikimleri, Uclii Boyama Yontemi.
Bildircinlarda mezenter orneklerinde belirlenen hiicre birikimlerinde mast
hiicreleri, Toluidin Blue Boyama Yo6ntemi.

Kontrol grubuna ait omentum dokusunda lenfoid hiicre birikimindeki

makrofajlar, Strept Avidin-Biotin Peroksidaz Kompleks Boyama Yontemi.
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1. Giris

Cok degisik ozellikteki binlerce mikroorganizmaya karsi viicudun basit bir savunma
mekanizmasi ile korunamayacag agiktir, ¢iinkii her mikroorganizmanin 6zel bir yapis1 vardir.
Ayrica viicuda giris yollarindan hastalik olusturma mekanizmalarina kadar cok farkli
ozelliklere sahiptirler. Bu nedenle viicut da kendisini savunmak icin giris noktalarindaki basit
engellerden farkli hiicreleri ve molekiilleri kapsayan inanilmaz derecede karmasik bir sisteme
kadar cesitli yollar1 kullanmir. Bu farkli savunma asamalari savunma sisteminin temel

kavramlarini olusturmaktadir (Arda ve ark 1994).

Antikor liretimine neden olan ve bu antikorlara spesifik reaksiyon veren maddelere
antijen denir. Hiicresel bagisikligi uyaran maddeleri de i¢ine alan immunojen terimi, immun
yanitt uyaran maddeler icin kullanilir. Ancak yaygin kullanimda, boyle bir ayirim
yapilmamakta ve her iki terim es anlamli olarak kullamlmaktadir. Ozetle, immun yanit
olusumuna neden olan tiim maddelere antijen veya immunojen denmektedir. Antijen veya
immunojen, spesifik bir yanit olusturmak {izere lenfositleri uyaran maddeler seklinde de
tanimlanabilir. Bu terimlerle iliskili olarak; bir maddenin immun yanit olusturabilme
yetenegine antijenite veya immunojenite, bu yetenege sahip maddelere antijenik veya

immunojenik denir (Diker 1998).

Immun sistem, dogal (nonspesifik) ve kazanilmis (spesifik) olarak ayrilan iki kistmda
incelenebilen bir savunma sistemidir. Bu iki sistem birbiri ile cok hassas bir denge igerisinde

ve yardimlagma ile caligarak konag1 patojenlere kars1 korumaktadir (Ellis 2001).

Dogal immunite, viicudun kendisine ait olan ve olmayan antijenik yapiy1r ayirma
kapasitesine sahip, patojenle karsilasinca ilk cevab1 dogumdan itibaren olusturabilen savunma
sistemidir. Kazanilmis immunite ise antijenle karsilasildiginda olusan, antijene spesifik
savunma ve tekrarlanan karsilasmalarda daha hizli ve giicli cevap olusturma ozelligidir

(Janeway ve Medzhitov 2002).



Nonspesifik immunite elemanlar1 immun sistemin birer pargasidir. Ancak, antijene
0zel bir yanit olusturamazlar. Viicuda giren mikroorganizmalarin antijenlerini ayirt etmeden,
tiimiine kars1 aym etkiyi gosterirler. Nonspesifik immunite elemanlarinin baslicalari, doku
sivilarinda bulunan bazi molekiiller (humoral etkenler) ile dokularda ve doku sivilarinda

bulunan hiicrelerdir (n6trofil, makrofaj) (Diker 1998).

Kazanilmis immunite olarak da isimlendirilen spesifik immunite, viicutta hazir olarak
bulunmayan, ancak belirli reaksiyonlardan sonra kazanilan bir durumdur. Bagisiklik gerek
dogal kosullarda gecirilen enfeksiyonlar ile gerekse yapay olarak uygulanan asilar ile
kazanilir. Ayrica, bagisiklik immun sistemin aktif olarak calismasi ile kazanilabildigi gibi,
onceden hazirlanmis bagisiklik elemanlarimi vererek, bir bireyi bagisik hale getirmek de
mimkiindiir. Bu acilardan bakildiginda organizma aktif ya da pasif sekilde bagisiklik
kazanilabilir; her iki durumda da dogal veya yapay yollar1 kullanabilir (Arda ve ark 1994).

1.1 immun Reaksiyon

Viicudun yabanci etkenlere karsi gosterdigi tepkilerin tiimiine immun reaksiyon
(immun yanit) ad1 verilmektedir. Dogal engelleri asan mikroorganizmalar, immun sistemin bir
parcasi olan hiicreler ve molekiillerle karsilagirlar. Bu mekanizmalarla saglanan korumaya
dogal (nonspesifik) bagisiklik denir. Yabanci etkenler viicuda girdikten sonra hiicreler
uyarilir, bu etkenlerin molekiillerini 6zel olarak tanir ve bu etkenlere kars1 giiclenirlerse buna
da spesifik (kazanilmis) bagisiklik adi verilir. Dogal bagisiklikta rolii olan hiicreler ve
molekiiller fonksiyonlarim tek baslarina yiiriitebilmelerinin yaninda immun yanit sirasinda
spesifik bagisikligin uyarilmasinda da 6nemli rol oynar ve spesifik bagisiklik elemanlar ile
birlikte calisirlar. Spesifik bagisiklik, viicutta hazir olarak bulunmayan, ancak belirli bir

reaksiyondan sonra kazanilan bir durumdur (Diker 1998).

Viicut savunmasi ile direkt yada dolayli olarak iliskili hiicrelerin tiimii, immun sistem
hiicreleri olarak nitelendirilir. Tim immun sistem hiicreleri pluripotent koken hiicrelerden

gelisir. Lenfoid sistemden olusan hiicreler lenfositleri, myeloid kokenden olusan hiicreler ise
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fagositik hiicreleri ve diger hiicre tiplerini olustururlar (Diker 1998). Lenfoid seride yer alan
lenfositler, farkli gorevleri yiiriiten T ve B lenfositlere ayrilirlar. Lenfoid seriye ait diger bir
hiicre de dogal 6ldiiriicii (natural killer cells) hiicrelerdir. Myeloid kdkenden olusan iki temel
hiicre grubu ise monosit/makrofaj (mononiikleer fagositik sistem) ve graniilositlerdir (Diker

1998). Spesifik immun yanitta rol alan hiicreler lenfositler ve makrofajlardir.

1.1.1. Lenfositler

Lenfoid seride yer alan lenfositler T ve B lenfositlere ayrilir (Diker 1998). B
lenfositler sivisal (humoral) bagisiklikta, T lenfositler hiicresel bagisikliktan sorumlu olan

hiicrelerdir (Ast1 2001).

1.1.1.1. T lenfositler

Lenfosit olma yoniinde uyarilan progenitor hiicrelerin (lenfoblast) bir kismi kemik
iliginden dolasima gegerek timusun korteksine gocerler ve hicbir antijenle temasa gecmeden
timustaki retikulum hiicrelerinin salgiladig1 timopoietin, timozin, timositimulin, timik
humoral faktorler ile makrofajlar tarafindan salgilanan bazi lenfokinlerin etkisiyle boliiniip
cogalirlar ve T lenfositlere farklilagirlar. Bu farklilasma sirasinda T lenfositler antijenleri
tanima Ozelligi olan yiizey reseptorleri, ayrica MHC (major histocompatibility compleks-doku
uyum molekiilleri) reseptorleri ve CD (cluster of differentiation) molekiilleri ile donanirlar. T
lenfositlerin biiyiik bir bolimii, timusun korteksinde iken pozitif ve negatif seleksiyona
ugratilarak, makrofajlar tarafindan yikimlanir. Boylece antijenik molekiilleri tanima 6zelligi
kazanirlar ve korteksten medullaya gecerler, dolasim sistemine girerek immun kompetan hale
gelirler. Dolagim yolu ile sekunder lenfoid doku ve organlara giderler. Buralarda antijenle
karsilasan inaktif immun kompetan T lenfositler, gelisip irileserek tekrar lenfoblastlara
doniisiirler. Lenfoblastlar da boliiniip ¢ogalarak aktif T lenfositleri meydana getirirler (Astt

2001).
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1.1.1.2. B lenfositler

B Lenfositler T lenfositlerden farkli olarak, hiicre membranlarinda antijenle direk
baglanabilen immunoglobulin reseptorlerine sahiptirler. Antijenle direkt uyarilabilseler de,
etkili bir uyarim i¢in makrofajlarin ve yardimci T lenfositlerin salgiladigi lenfokinlerin

yardimina gereksinimleri vardir.

B lenfosit yapimi kanatlilarda ve memelilerde farkli organlarda meydana gelmektedir.
Kanatlilarda B lenfositler, Bursa Fabricius denilen kloakaya bagh bir primer lenfoid organda

gerceklesir. Memelilerde ise kirmizi kemik iliginde yapilir (Ast1 2001).

Kanathlarda kirmizi kemik iliginden ayrilan bir kistm lenfoblast Bursa Fabricius’a
yerlesir. Burada boliiniip ¢ogalarak inaktif B lenfositlere farklilasirlar. Bu organdan dolasima
gecip dalak ve barsaklara giderek, bu organlardaki lenf folikiillerine yerlesirler. Memelilerde
ise kirmizi kemik iliginden farklilagan inaktif B lenfositler yine aym organlara gelir ve
folikiillere yerlesirler. Inaktif B lenfositlerle donanan ve orta kisimlar1 da periferleri gibi koyu
goriiniiste olan lenf folikiillerine primer lenf folikiilleri denir. Dogumdan sonra organizmaya
antijenler girince primer lenf folikiilleri de bundan etkilenir ve folikiillerin ortalarinda sentrum
germinativum denilen, periferden daha soluk goriiniislii merkezler sekillenir. Bu kisimlarda
bulunan inaktif B lenfositler antijenle karsilasarak aktiflesip irilesirler ve tekrar lenfoblastlara
doniigiirler. Sekillenen lenfoblastlar iist iiste boliinerek sayilarini arttirirlar ve bunlardan bir
bolimii, once folikiillerin periferlerine, oradanda medullar kordonlara gecerken
farklilasmalarina devam ederler. Once proplazmasit ardinda plazma hiicresi olurlar (Asti

2001).

1.1.2. Mononiikleer fagositik sistem
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Mononiikleer fagositik sistem, monositlerden koken alan makrofaj adi verilen
hiicreleri kapsar. Bu hiicreler mononiikleer fagosit olarak da adlandirilir. Makrofajlar benzer
hiicre organellerine, ortak fonksiyonlara ve tek bir kokene sahip olmalarina ragmen, viicutta
degisik dokulara dagilmis halde bulunurlar ve bulunduklar1 dokuya gére farkli isimler alirlar
(Diker 1998).

1.1.2.1. Makrofajlar

Mononiikleer fagositik sistemin biitiin hiicreleri, monoblastlar denen kemik iligi
hiicrelerinden koken alirlar. Koloni uyarici faktor (coloni stimulating factor-CSF) ad1 verilen
sitokinin etkisi ile monoblastlar promonositlere, promonositler de monositlere doniisiir. Bu
olaylar kemik iliginde gerceklesir. Kemik iliginden ayrilan monositler kana gecer ve
dolasimda yaklagik ii¢ giin bulunurlar (periferal kandaki lokositlerin %5’i monosittir). Bu
siirenin sonunda monositler kandan ayrilarak cesitli dokulara yerlesirler ve olgun makrofaj

halini alirlar. Makrofajlar yerlestikleri dokularda boliinerek de ¢ogalabilirler (Diker 1998).

Farkli dokularda veya organlarda bulunan makrofajlar cesitli isimler alirlar ve

bulunduklar ortama veya fonksiyonlarina gore gruplandinilabilirler (Cizelge 1).

Cizelge 1.1. Mononiikleer fagositik sistem hiicreleri

| Makrofaj | Bulundugu doku |
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Doku yerlesik makrofaj

Histiosit Bag doku
Mikroglia Beyin
Mezengial Hiicre Bobrek
Sinus yerlesik makrofaj

Dalak makrofaji Dalak

Lenf nodiilii makrofaji Lenf nodiilii
Kupffer hiicresi Karaciger
Osteoklast Kemik

Serbest makrofaj

Alveolar Akciger alveolu
Peritoneal Periton boslugu
Serozal Serozal bosluk
Antijen sunan hiicre

Langerhans Deri

Folikiiler Lenfoid doku
Interdigital Lenfoid doku
Aktif makrofaj

Epiteloid hiicre Kat1 dokular
Dendritik hiicre Kat1 dokular

Doku yerlesik makrofajlar: Bu grupta bulunan hiicreler arasinda, bag dokuda
histiositler, beyinde mikroglia hiicreleri ve bobrekte mezengial hiicreler sayilabilir. Bu

hiicreler bulunduklar dokunun i¢inde yayilmislardir.

Sinus yerlesik makrofajlar: Bu gruptaki makrofajlar sinozoidal yapiya sahip dalak,
lenf nodiilii, kemik iligi ve karaciger gibi organlarin sinuslar1 boyunca yerlesmislerdir. Dalak
ve lenf nodiilii sinus makrofajlart 6zel bir isim almazken, karacigerde bulunanlara Kupffer’in

yildiz hiicreleri, kemik iliginde bulunanlara osteoklast ad1 verilir.

Serbest makrofajlar: Herhangi bir doku i¢ine yerlesmemis, viicut bosluklarinda veya
serozal yiizeylerde bagimsiz olarak bulunan hiicrelerdir. Akciger alveollerinde bulunanlara
alveolar makrofaj, periton boslugunda bulunanlara peritoneal makrofaj adi verilir. Serozal

bosluklarda bulunan hiicrelerin tiimii i¢in serozal makrofaj genellemesi de yapilabilir.

Antijen sunan hiicreler: Makrofajlarin tiimii antijen sunma islemini yapabilirse de,

bazilar1 bu isi digerlerinden cok daha etkili sekilde yaptiklar icin antijen sunan hiicreler
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(APC) grubuna girerler. Antijen sunma isi i¢in 6zellesmis mononiikleer seri hiicrelerine
dendiritik hiicre denir. Bu hiicrelerin deride bulunanlarina Langerhans hiicreleri, lenfoid
dokuda bulunanlarina folikiiler dendritik hiicre ve interdigital dendritik hiicre seklinde 6zel

isimler verilir.

Epiteloid hiicreler: Dokularda bulunan makrofajlar yan yana dizilimleri sonucunda
epitel hiicresine benzer bir sekil alabilir. Yabanci bir partikiilin dokuda uzun siire
bulunmasina bagh olarak sekillenen bu yeni makrofaj formuna epiteloid hiicre denir. Eger
partikiil biiyiirse, epiteloid hiicreler arasinda membranlar birleserek cok cekirdekli dev

hiicreler olusur (Diker 1998 ).

1.2. Mukozal Yiizeylerdeki Lenfoid Dokular

Viicut savunmasindaki 6nemlerinden dolayi, mukozal yiizeylerde ¢ok miktarda lenfoid
doku bulunur. Mukozal yiizeylerdeki bazi lenfoid dokular, immun yanit1 gerceklestirebilmek
icin gerekli tiim elemanlara (makrofajlar, T-hiicreleri ve B-hiicreleri) sahiptirler. Bu dokular
arasinda farinksteki tonsiller, barsaktaki Peyer plaklari, lokal lenf diigiimleri, appendiks ve
akcigerdeki lenfoid diigiimler sayilabilir. Barsaktaki lenfoid diigiimler, Peyer plaklar ve
serbest lenfositlerin ortak adi GALT (Gut Associated Lymphoid Tissue-barsak iliskili lenfoid
doku ), akcigerdeki bronslarla ilgili lenfoid dokunun ortak adi BALT (Bronchus Associated
Lymphoid Tissue- brons iliskili lenfoid doku) olarak adlandirilir. Viicuttaki tiim mukoz
membranlarda bulunan lenfoid dokular ise MALT (Mucosa Associated Lymphoid Tissue-

mukoza iliskili lenfoid doku) olarak adlandirilir (Diker 1998).

Mukozal lenfoid dokular fonksiyonlarina gore iki kategoride incelenebilir. Bunlar
antijenlerin islendigi ve immun yanitin basladigi uyarici odaklar ve antikorlarin iretilip
hiicresel bagisikligin gelistigi efektdr odaklardir (Diker 1998). Uyarici lenfoid odaklar, lenf
nodiillerinin aksine antijeni afferent lenf dolasimindan degil, dogrudan mukoz membranlarin
lumeninden alirlar. Tiim bu lenfoid dokular, kismende olsa, sistemik immun sistemden
bagimsiz olarak calisirlar. Mukozal yiizeylerede uyarilmis B lenfositler, barsagin lenfoid

dokusu arasinda, hatta solunum sistemi, meme ve salgi bezleri arasinda dolastigi i¢in, bunlar
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mukozal immun sistemin bir pargas1 olarak da kabul edilirler. Mukozal lenfoid dokularin en
onemlisi Peyer plaklaridir. Ruminantlarda fonksiyonel olarak iki tip Peyer plagi vardir.
[leumda bulunan plaklar dogumdan altinc1 aya kadar biiyiirler ve daha sonra kiigiilerek sadece
bir iz halini alirlar. Jejuunumda bulunan plaklar ise tiim hayvanlarda yasam boyunca kalirlar.
Barsagin savunmasinda jejunal Peyer plaklarinin 6nemli rolii vardir. Peyer plaklar folikiiller
seklinde organize olmus lenfositler kiimelerinden olusmustur. Bu plaklarin iizeri, M hiicreleri
olarak adlandirilan 6zel epitel hiicrelerini de iceren bir epitel tabakasi ile kaplanmistir. M
hiicreleri antijen isleyen hiicrelerdir ve barsak liimeninden aldiklar1 partikiiler antijenleri
dogrudan yardimei T lenfositlere veya intraepitelyal lenfositlere (IEL) sunarlar. Diger uyarici
odaklar, lenfosit kiimelerinden olusan ve tiim mukoz membranlara yayilmis lenfoid

diigiimlerdir (Diker 1998).

Tavuklar da lenfatik dolasim ile baglantili lenfoid folikiiller bulunur. Bunlar bag
lenfoid dokusu (HALT-Head Associated Lymphoid Tissue-bas iliskili lenfoid doku), brong-
iliskili lenfoid doku (BALT) ve barsak-iligkili lenfoid dokudur (GALT). Barsak-iliskili
lenfoid dokunun bir kismi sekal tonsillerde ve Peyer plaklarinda organize olmustur.

Tavuklarda ayrica, lenf damarlart boyunca yayilmis mural nodiiller bulunur (Diker 1998).

1.3. Karin Boslugu

Periton, vaskiilarize konnektif dokunun destekledigi, tek sira mezotel hiicrelerinin
bazal membran iizerinde siralanmasiyla olusan ser6z bir zardir. Abdomenin i¢ yiiziinii ve
icindeki organlar saran periton, viseral ve parietal olmak iizere iki yapraktan olusmaktadir.
Karin boslugunun duvarlarin1 saran parcasina parietal periton, karin organlarimi saran
parcasina da viseral periton denir. Periton abdomenin i¢ yiizeyini, diyafragmatik,
retroperitoneal ve pelvik yilizeyleri kaplar ve boylece peritoneal kavite olusur. Peritonun
bagirsaklar1 sararak karin boslugunun tavanma asan boliimiine de mesenterium adi

verilmektedir (Ocal ve ark 1999).

Periton karin 6n duvarindan karacigerin On yliziine uzanir ve bu organi sarar. Bu

sekilde karacigeri saran periton, birlesik iki yaprak halinde midenin curvatura mindriine ve
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duodenuma dogru uzanarak; mide, karaciger ve duedenum arasinda omentum minusu
olusturur. Daha sonra mide ve duodenumu sarar ve midenin curvatura ventriculi majorundan
itibaren omentum majus olarak geriye dogru symphysis pubis hizasina kadar uzanip, dalak ve
colon transversuma yapisarak sonlanir. Ratlarda omentum majus iizerinde yayilmis doku

parcalar seklinde pankreas goriiliir (Chiasson 1994).

Omentum peritoneal boslukta immun savunmada olduk¢a onemli bir yere sahip olup,
300 - 2000 gr agirhginda ve 300 - 1500 cm? yiizey alanina sahiptir (Platell ve ark. 2000).
Omentum majus, mide borusunun dorsalinde gebeligin 8. haftasinda gelismeye baslar.
Gevsek bag dokuda genelikle yag dokuya gomiilmiis mononiikleer fagositik hiicre kiimeleri

ve iki mezotelyal tabakadan olusmaktadir (Platell ve ark 2000).

Mezotelyum {ii¢ serozal boslugu (pleura, periton, perikard) ve erkeklerde testisi
cevreleyen keseyi (periorchium) kaplar. Viicut duvarimi cevreleyen mezotelyuma parietal
mezotelyum, i¢ organlart kaplayan mezotelyuma visseral mezotelyum denilmektedir. Rat,
fare, kopek, hamster, tavsan, at ve insanlar dahil olmak iizere memelilerde yapilan cesitli
morfolojik calismalarda, kiiciik istisnalar disinda, mezotelyumun anatomik yer veya tiir
gdzemeksizin, kiigiik farkliliklarla birlikte benzer oldugu ortaya konmustur (Gaudio ve ark

1988, Mutsaers 2002).

Viicudun anatomik bosluklarinda (periton, pleura, perikard gibi) kanin diyalizinden
kaynaklanan seroz bir sivi bulunur. Bu sivinin kimyasal 6zellikleri, kanda bulunan maddelerin
konsantrasyonlart1 ve membran permeabilitesi gibi faktorlere baglidir. Normalde protein
konsantrasyonlar1 kandan diisiik ve voliimleri az olan bu sivilarin baglica fonksiyonlari,
organlarin calismasi sirasinda yeterli 1slaklik ve kayganhigi saglayarak, caligmalarini
kolaylagtirmaktir (Turgut 2000). Mezotelyum, sadece sinirlandirict ve koruyucu bir tabaka
degil ayn1 zamanda organlarin yapismadan korunabildigi serozal mekanizmay1 diizenleyen

dinamik yapilardir (Mutsaers 2002).

Mezotelyumun iki ana fonksiyonu vardir. Bunlardan birincisi koruyucu bir bariyer
olmasi digeri ise organ ve dokularin, ara yiizeylerde birbirlerine siirtiinmeden, serbest hareket

etmelerini saglamaktir. Son yillarda yapilan caligmalarda, mezotel hiicrelerinin hiicre
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transportunda, mezotel hiicreleri tarafindan salgilanan maddelerin ise doku tamirinde,
yanginin kararliliginda 6nemli roller aldigi, fibrin birikimini engelledigi, mikroorganizmalarin
hiicumuna ve olasi tiimor yayilmalarina karst koruyucu bir gorev aldigi belirlenmistir
(Mutsaers 2002). Mezotel hiicrelerinin interseliiler adezyon molekiilleri ICAM-1) yardim ile
profesyonel olmayan antijen sunumunda gorev aldiklar1 da bildirilmistir (Hausmann ve ark

2000).

Von Recklinghause, 1863’te iki veya daha fazla mezotel hiicresi arasindaki
baglantilarda bulunan bosluklarin yani stomatanin varhigini tamimlamistir. Arastirici,
stomatalarin seréz bosluklarda partikiiler materyallerin ve sivinin hareketine izin verdigini
ileri stirmiistiir. Stomatalarin pleural ve peritoneal bosluklar arasinda direkt baglant1 sagladigi

ileri siiriilebilir (Mutsaers 2002).

Pleural, perikardial ve peritoneal infeksiyonlarda, serozal yiizeylerde olusan yangida,
olgun Iokositler bu kisimlara gonderilir (Mutsaers 2002). Topley ve ark (1996) lokositlerin

yangi bolgesine saliniminin dort temel olayla meydana geldigini belirtmektedirler.

1. Lokosit hiicrelerinin aktive olabilecegi bir aktivasyon bolgesine ihtiya¢ vardir.
Bu bolgeye salinan hiicreler aktive olur ve cevap liretirler.

Yangi bolgesine direkt olarak lokositler kemotaksik yolla da gidebilirler.

e

Adhezyon molekiilleri, 16kositlerin serozal alanlar i¢ine salinimini, gog¢iinii ve bu bolgede

aktive olarak degismelerini kapsayan mekanizmay1 kontrol altinda tutup diizenlerler.

Onceleri, serozal yangmin mezotel hiicrelerinden kemokinlerin serbest kalmasiyla
aktive oldugu sanilmaktaydi. Kemokinlerin sekresyonu mezotel hiicrelerinin bazolateralinden
apikale dogru polarizedir. Mutsaers (2002)’in bildirdigi ¢alismalarda, nétrofil ve monositlerin
bu yolu takip ettikleri goriilmekte ve tek tabakali mezotel hiicrelerinin stomata denilen
acikliklar1 arasindan veya iizerinden ge¢cmektedirler. Polarize bolgelerdeki kemokinlerin
salgilanmas1 mezotel hiicrelerinde hem nétrofil hem de monositlerin direkt bir sekilde

transmezotelyal gociinil arttirdigimi gostermektedir (Mutsaers 2002).
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Hausmann ve ark (2000) APC’lerin yoklugunda insan mezotel hiicrelerinin, yardimei
T lenfositlerin ¢ogalmasini indiiklemek amaciyla IFN-y salgiladiklarim1 gostermislerdir.
Mezotel hiicrelerinde IFN-y uygulamasim takiben yiiksek seviyede ICAM-1 belirlenmistir.
Bunun yaninda B7-1 ve B7-2 molekiilleri tespit edilmemistir. Mezotel hiicrelerinin antijen

sunmalari i¢in esas yardimc1 molekiiliiniin ICAM-1 oldugu belirtilmistir.

Mezotel hiicrelerinin IFN-y aktivasyonu ile IL-15 iiretimi indiiklenebilir. 1L-15, T
hiicrelerinin artis1 gibi hiicrelerin aracilik ettigi immunite mekanizmasi ile ilgili bir sitokindir.
Buna ilaveten IL-2 ile yardimlasarak immun yanitin baslatilmasinda da gérev alir (Mutsaers

2002).

Peritoneal boslukla baglantili bir ¢cok 6zellesmis savunma mekanizmasi vardir. Bunlar
peritondan bakteri ve toksinlerin absorbsiyonu, fagositoz, opsonizasyon, komplement
aktivasyonu ve peritoneal bosluktan infeksiyonun ayrilmasidir. GALT ve PALT (Peritoneum
associated lymphoid tissue-periton iligkili lenfoid doku) peritoneal boglugun savunmasinda
cok 6nemli rol oynarlar. Immun sistemin bir¢ok hiicreleri arasinda mast hiicreleri gamma
delta T Ienfositlerin peritoneal bosluktaki savunma mekanizmasinin baslatilmast ve
diizenlenmesinde onemli role sahiptirler. T lenfositler (gamma delta) peritonitiste koruyucu
rol oynayan sitokin ve kemokinleri salgilarlar. Bu sitokinlerden o6zellikle IFN-gamma
makrofajlan aktive ederek bircok proinflammator sitokin ve faktorleri salgilarlar. Diger
yandan mast hiicreleri TNF-a (Tumor necrosis factor alpha, timor nekrozis faktor alfa) ile
peritoneal boslugun savunmasinda rol alirken, histamin birakarak fibrinolizisi engellerler

(Szczepanik ve ark 1999)

Peritoneal bosluk icerdigi sabit ve go¢ eden hiicre populasyonlariyla bakteriyel
invazyona karsi lokal savunma yanitinda ¢cok 6nemli rol oynar. Peritoneal boslugun sagligi
icin mononiikleer fagositler predominant iken son zamanlarda dikkat mezotelyal ve dendritik

hiicrelere odaklanmustir (Broche ve Tellado 2001)

Cui ve ark (2002)’nin yaptiklar1 bir calismada peritoneal boslukta bulunan omentum
majustaki milky spotlarda 10kositlerin ve mezotel hiicrelerindeki hiicre adezyon
molekiillerinin (CAMs) lokalizasyonunu immunolojik olarak incelemisler, omental milky

spotlarin 16kosit gocii i¢in aktif yerler oldugunu, milky spotlardaki mezotelyal hiicrelerde
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ICAM-1’in seviyesinin diger omental bolgelerden oldukca yiiksek oldugunu bildirmislerdir
(Cui ve ark 2002).

1.4. Milky Spot

Omentumda damarlarin ¢evresinde 16kosit birikimleri yer alir ki bunlar milky spot
olarak adlandirilirlar. Bu yapilar ilk olarak 1874 yilinda Fransiz anatomist Ranvier tarafindan
tanimlanmistir (Van Vught ve ark 1996). Hiicreler mononiikleer fagositik sistemden kdken
alirlar (Wijffels ve ark 1992) ve mezotelin altinda uzanan omental glomeriluslarin etrafinda
birikirler (Shimotsuma ve ark 1993). Bu yapilar zayif retikular bir ag ile desteklenirler

(Shimotsuma ve ark 1989).

Milky spotlardan peritoneal bosluk i¢ine hiicresel go¢ submezotelyal bag dokuda bazal
laminanin bulunmamasindan dolay1 kolaylasmistir. Bu yiizden, hiicrelerin milky spotlardaki
interstisyel alanlardan gocii, interseliiller bosluklarla mezotelyal hiicreler arasindaki fibroz

bariyerlerden igeriye siiziilmesiyle olmaktadir (Cranshaw ve Leak 1990).

Milky spotlarda bulunan makrofajlarin, peritonel bosluklardaki mikroorganizmalar ve
ozellikle de tiimor hiicrelerinin temizlenmesinde, karin boslugunda yapilan cerrahi
mildahaleler sonucunda olusan peritonitis ve bakteriyel enfeksiyonlarin iyilesmesinde 6nemli

roller oynadig bildirilmistir (Van Vugt ve ark 1996).

Ratlarda milky spot’larin %70’ini makrofajlar, %13-14’tinii T ve B lenfositler, geri
kalan kismini da mast hiicreleri (D1 Paolo ve Sacchi 2000) ve stromal hiicreler
olusturmaktadir (Krist ve ark 1995, Platell ve ark 2000). Milky spotlarin immun merkezlere
yardime1 ya da periton boslugunda lenfoid organlar gibi gorev yaptiklar diisiiniilmektedir
(Mutsaers 2002).

Milky spotlar1 insan ya da hayvanlarda c¢iplak gozle gérmek miimkiin degildir.
Hayvanlarda %5’lik aktif komiir soliisyonunun intraperitoneal enjeksiyonundan 20-30 dakika

sonra abdomende, operasyon mikroskobu ile 0,1-2,0 mm biiyiikliigiinde siyah lekeler halinde
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gozlemlemek miimkiindiir. insanlarda ise ayni yontemler kullamlarak sadece omentumda
gozlenmistir. Caligmalarda esteraz tabanli giimiisleme teknikleri kullanilarak isaretlenmis ve

tanimlanmigtir (Shimotsuma ve ark 1989).

Ultrastruktural olarak incelendiginde milky spotlara giren veya ayrilan makrofajlarin
olgunlagsma siirecinin farkli asamalarinda oldugu goriilmistir (Zhu ve ark 1997).
Omentumdaki olgunlasmis makrofajlar kemik iliginden tiireyen Oncii makrofajlara bagh
olmayan ve milky spotlardaki 6ncii monositik hiicrelerin farklilagsmasiyla olusan hiicrelerdir.
Bunlar dendiritik sekilli ve fagositik karakterlidirler. intraperitoneal olarak enjekte edilen
karbon partikiillerini ve bakterileri etkili bir sekilde fagosite ederler. Aktive oldugu zaman
milky spotlarda 6ncii makrofajlar ¢ogalirlar, mezotelyal yiizeye go¢ ederler ve dendirik sekilli
makrofajlara doniislirler. Omental makrofajlarin dendirik bigimleri, gercek dendiritik

hiicrelerin 6zel sekillerine gore farklilik icerir (Platell ve ark 2000).

Bir diger caligmada ise Wijffels ve ark (1992) oncii makrofajlarin antijenlerini taniyan
monoklonal antikor gruplart kullamilarak milky spotlart arastirmiglardir. Bu ¢alismada milky
spotlarda monoblastlar gibi, mononiikleer fagosit sisteme (Mononucleer Phagocytic System-
MPS) uygun olan hiicrelerin Onciilerini, ultra yapisinin temelinde endojen peroksidaz igeren
hiicrelerin olusturdugu bildirilmektedir. Oncii makrofajlarin antijenleri ER-MP12 ve ER-MP
58’in yanlizca bu milky spotlarin igine lokalize olan makrofajlarda oldugunu tespit
etmislerdir. Diger taraftan, makrofaj farklilagma esnasindan sonra antijenin yok oldugu, ER-
MP20’nin milky spotlarin hem icinde hem de aralarinda yiiksek miktarda oldugu
bildirilmistir. A¢ik¢a bu makrofaj dnciilerinin milky spotlarmm i¢ kisimlarinda merkezi olarak
lokalize oldugunu, farklilagan hiicrelerin ise periferal alanlarda bulundugu tespit edilmistir
(Wijffels ve ark 1992). Milky spotlarin peritonda giiclii bir sekilde antijenlere kars1 tepki
gosterdikleri bilinmekte, fakat kesin fonksiyonlar1 tam olarak aciklanamamaktadir (Van Vugt

ve ark 1996).
Bir milky spottaki hiicrelerin sayis1 yaklasik olarak 600 tanedir. Omentum majustaki

milky spot denilen bu 6zel yapilar insanlarda gebeligin 20. ile 35. haftalar1 arasinda gelisir.

Milky spotlarin sayilar1 bebeklerde yiiksekken gittikce azalmaya baglar (Platell ve ark. 2000).

21



Ratlarda kan damarlarindan zengin olan omentumun kapilar damarlar etrafinda milky
spotlara bolca rastlandig1 bildirilmektedir (Wijffels ve ark 1992, Van Vugt ve ark 1996,
Hekking ve ark 2001)

Kanathh hayvanlarda omentum bulunmamaktadir. Bildircinlarda ise karin boslugunda

lokal savunma odaklarinin arastirildigi herhangi bir ¢alismaya rastlanamamaistir.

Sunulan calismada rat ve bildircinda olasi savunma odaklarinin arastirilmasi ve
farkliliklarinin ~ belirlenmesi amaclanmistir. Bu amacla histolojik, histokimyasal ve
immunohistokimyasal ~ yontemlerin ~ kullanilmasi,  verilerin  istatistiksel ~ olarak
degerlendirilmesi hedeflenmistir. Elde edilecek bulgular, karin bosluguna ait savunma
reaksiyonlart ile ilgili aragtirmalar ve tedavi yontemlerinde gerekli olan temel bilgi birikimine

katk1 olusturacaktir.

2. GEREC VE YONTEM
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2.1. Gereg

Bu ¢aligmada Adnan Menderes Universitesi Deney Hayvanlar1 Unitesi’'nden saglanan
48 adet 8 haftalik eriskin erkek Wistar rat ve Adnan Menderes Universitesi Kanatli Arastirma
Birimi’nden saglanan 48 adet 8 haftalik Japon bildircim (Coturnix coturnix japonica)
kullanildi. Rat ve bildircinlar arastirma siiresince 12 saat aydinlik/karanlik ortamda ad libitum
su ve yem ile beslendi. Aragtirmada rat ve bildircinlar ticer gruba ayrilarak, birinci grupta
otuzar hayvan, ikinci grupta ise onbeser hayvan kullanildi (Sekil 2.1). Birinci gruptaki
hayvanlara intraperitoneal olarak, 0.1 ml % 0.9 NaCl’de 80 mg BSA (Bovine serum albumin-
BSA-Sigma) eritilerek hazirlanan stok solusyondan, 80 mg/kg (Gedah ve ark., 2002) olacak
sekilde enjekte edildi. Aym islem ikinci grup olan ratlara aym oranda sadece % 0.9 NaCl

verilerek gergeklestirildi.

BSA enjekte edilen grupta enjeksiyondan 1, 3, 6, 24 saat ve bir hafta sonra, her
seferinde altisar adet hayvan oldiiriilerek, bildircinlarda parietal periton, mezenter; ratlarda
parietal periton, mezenter ve omentum majus Ornekleri toplandi. Ayni islem %0.9 NaCl
verilen grupta da her defasinda ii¢ hayvanda gerceklestirildi. Rat ve bildircinlarda herhangi bir
uygulama yapilmayan {i¢iincii gruptan (kontrol grubu) da iicer hayvandan doku Ornekleri

alinda.
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Sekil 2.1. Aragtirmada kullanilan rat ve bildircinlardan olusturulan deney gruplari
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2.2. Yontem

Deney siiresi sonunda sekiz haftalik rat ve bildircinlar bir gece oncesinden ag¢ birakildi.
Ksilazine (Alfazyne %2, 4 mg/kg, Ege-Vet®) + ketamine (ketamin %10, 80 mg/kg,
Bremer/Farma) aneztezisi ile 6tenazi uygulanan hayvanlardan alinan doku ornekleri %10’luk
tamponlu notral formalin ile tespit edildi. Rutin doku takibi islemlerinden sonra dokular

parafinde bloklandi.

2.2.1. Histolojik ve histokimyasal yontemler

Hazirlanmis bloklardan 50 um ara ile 6 um kalinliginda seri kesitler alinarak asagidaki
histolojik ve histokimyasal boyama metotlar1 uygulandi (Culling ve ark 1985).

1. Genel histolojik inceleme i¢in Mallory’nin modifiye ettigi li¢lii boyama teknigi,

2. Bazal membranin belirlenebilmesi icin Periodic Acid Schiff (PAS) reaksiyonu,
3. Plazma hiicrelerinin belirlenmesi i¢in Metyl Green Pyronin boyama metodu,
4

. Mast hiicre demonstrasyonu i¢in Toluidin blue (pH:2,5) boyama metodu

2.2.2. immunositokimyasal yontem

Ratlarda ve bildircinlarda makrofajlarin demonstrasyonu icin strept avidin-biotin

peroksidaz kompleks boyama yontemi uygulandi.

BSA verilen gruplarin doku orneklerinden (ratlarda; omentum, mezenter ve parietal
periton, bildircinlarda; mezenter ve parietal periton) hazirlanmig bloklardan 50 p ara ile 6 p
kalinliginda alinan kesitler organasilan ile kaplanmig lamlar iizerine alindi. Kesitler 37 °C’de
bir gece inkiibe edildi. Iki kez beser dakika ksilolde, iki kez iicer dakika saf alkolde, bir
dakika %96’lik ve %80’lik alkollerde tutuldu. Kesitler 37 °C’lik nemlendirilmis etiivde 37
°C’ye getirilmis distile suyun iginde bes dakika bekletildi. Daha sonra yine 37 °C’lik etiivde

25



antijenik bolgeleri agmak icin 30 dakika proteaz icinde bekletildi. Proteolitik uygulamadan
sonra oda 1sisina getirilen kesitlere strept avidin-biotin peroksidaz kompleks yOntemi
uygulandi. Monoklonal antikor olarak ratlarda, Pan macrophage (1:1000 oraninda PBS ile
sulandirilmis GTX15637, GeneTex), bildircinlarda ise monoclonal [KSK 001-02] MHC II
beta (1:1000 oraninda PBS ile sulandirilmis ab23488, Abcam) kullanildi. Sekonder antikor
olarak Strept ABCompleks/HRP Duet Mouse/Rabbit (K0492 Dako) kulland.
immunperoksidaz aktivitesi 3,3’-di-aminobenzidin-tetrahidroklorid (DAB) (0,05 mg/ml,
Sigma) 0,05 M pH 7,6 olan Tris tamponda ¢ozdiiriildii. Devaminda %3 liik HO,’den eklendi.
Biitiin kesitler zit boya olan Haris Hematoksilen ile boyanarak faramount (Dako-Lot:2332) ile

kapatildi.

2.2.3. Lenfoid hiicre birikimlerinin alanlarmin hesaplanmasi

Hazirlanan seri kesitlerden ratlarda omentum kesitlerinde 12 ve bildircinlarda
mezenter kesitlerinde altisar lenfoid hiicre birikiminin alani, X40’lik biiyiitme kullanilarak
goriintii analiz sistemi (Leica DMLB arastirma mikroskobu ve DC 200 CCD kamera ile Q

Win Standart goriintii analiz programi1) yardimiyla interaktif yolla hesaplandi.

2.3. istatistiksel Analiz

Elde edilen verilerin istatistiksel analizi amaciyla SPSS (for Windows 10.0) hazir paket
programi kullanildi. Deney gruplarinda saatler arast farklilik, herhangi bir uygulama
yapilmayan kontrol grubu sifirinci saat kabul edilerek, tek yonlii varyans analizi ile

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

NaCl ve BSA verilen deney gruplari arasindaki farklilik her saat i¢in ayr1 olmak tizere

Simple T test’i ile belirlendi.
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3. BULGULAR

Karin boslugunda lokal savunma odaklar1 ratlarda omentum, mezenter ve parietal
peritonda, bildircinlarda ise mezenter ve parietal peritonda arandi. Ratlarda omentum,
mezenter ve parietal peritonda; bildircinlarda ise sadece mezenterde lenfoid hiicre birikimleri

halinde lokal savunma odaklarina rastlandi.

3.1.Ratlarda Lenfoid Hiicre Birikimleri

3.1.1. Histolojik bulgular

Kontrol grubu ratlarin omentum &rneklerinde lenfoid hiicre birikimleri (milky spot)
mikroskopik olarak incelendiginde belirgin bir kapsiil ile sarili olmadiklari, kapilar damarlarin
bulundugu, az miktarda bag doku icermekle birlikte biinyelerinde yag hiicreleri igerdikleri

gozlendi. Boyutlarimin yaklasik 12193,42+25 um? oldugu belirlendi (Cizelge 3.1) (Sekil 3.1).

Mezenter ve parietal periton orneklerinde ise lenfoid hiicre birikimlerine az sayida ve

daha kiiciik boyutlarda rastland1 (Sekil 3.2, Sekil 3.3).
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I

Sekil 3.1 Kontrol grubuna ait omentum dokusunda lenfoid hiicre birikimi,

Uclii Boyama Yo6ntemi

20 um
—f

Sekil 3.2 Kontrol grubuna ait mezenter dokusunda lenfoid hiicre birikimi,

Uclii Boyama Yontemi.
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Sekil 3.3 Kontrol grubuna ait parietal periton dokusunda lenfoid hiicre birikimi,

Uclii Boyama Yoéntemi.

Periton bosluguna % 0.9’luk NaCl verilen ratlarin omentum Orneklerinde farkli
zamanlarda belirlenen lenfoid hiicre birikimlerinin (Sekil 3.4) boyutlart Cizelge 3.1°de
gosterildi. Mezenter ve parietal periton 6rneklerinde ise lenfoid hiicre birikimlerine az sayida

ve daha kii¢iik boyutlarda rastland1 (Sekil 3.5, Sekil 3.6).
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Sekil 3.4 Periton bosluguna NaCl verilen ratlarin omentum orneklerinde farkli zamanlarda belirlenen lenfoid hiicre birikimleri. A:
Uygulamadan 1 saat sonra, B: Uygulamadan 3 saat sonra, C: Uygulamadan 6 saat sonra, D: Uygulamadan 24 saat sonra, E: Uygulamadan 1

hafta sonra lenfoid hiicre birikimi goriintiileri, Uclii Boyama Yo6ntemi.
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Sekil 3.5 Periton bosluguna NaCl verilen ratlarin mezenter 6rneklerinde farkli zamanlarda belirlenen lenfoid hiicre birikimleri. A: Uygulamadan
1 saat sonra, B: Uygulamadan 3 saat sonra, C: Uygulamadan 6 saat sonra, D: Uygulamadan 24 saat sonra, E: Uygulamadan 1 hafta sonra lenfoid
hiicre birikimi goriintiileri, U¢lii Boyama Y6ntemi
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Sekil 3.6 Periton bosluguna NaCl verilen ratlarin parietal periton orneklerinde farkli zamanlarda belirlenen lenfoid hiicre birikimleri. A:
Uygulamadan 1 saat sonra, U¢lii Boyama Yontemi, B: Uygulamadan 6 saat sonra, Metyl Green Pyronin Boyama Yé6ntemi, C: Uygulamadan 24
saat sonra, U¢lii Boyama Y 6ntemi.
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Periton bosluguna 80 mg/kg oraninda BSA verilen ratlarin omentum 6rneklerinde
farkli zamanlarda belirlenen lenfoid hiicre birikimlerinin ($ekil 3.7) boyutlar1 Cizelge
3.1’de gosterildi. Mikroskopik inceleme sirasinda milky spotlarin biinyesinde ve
cevresinde bulunan yag hiicrelerinin, 6zellikle uygulamadan alt1 saat sonra belirgin sekilde
azaldigr dikkati cekti. Uygulamadan 24 saat sonra yag hiicrelerinin tekrar artmaya

basladigr goriildii.

Mezenter ve parietal peritonda 6rneklerinde ise lenfoid hiicre birikimlerine daha az

sayida ve daha kiiciik boyutlarda rastland1 (Sekil 3.8, Sekil 3.9).
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Sekil 3.7 Periton bogluguna BSA verilen ratlarin omentum Srneklerinde farkli zamanlarda belirlenen lenfoid hiicre birikimleri. A: Uygulamadan
1 saat sonra, Uglii Boyama Yontemi; B: Uygulamadan 3 saat sonra, Uclii Boyama Yontemi; C: Uygulamadan 6 saat sonra, Uclii Boyama
Yontemi, D: Uygulamadan 24 saat sonra,PAS reaksiyonu, E: Uygulamadan 1 hafta sonra, Uclii Boyama Yontemi.
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Sekil 3.8 . Periton bogluguna BSA verilen ratlarin mezenter 6rneklerinde farkli zamanlarda belirlenen lenfoid hiicre birikimleri. A: Uygulamadan
1 saat sonra, Uclii Boyama Yontemi, B: Uygulamadan 3 saat sonra, Methyl Green Pyronin Boyama Y&ntemi, C: Uygulamadan 6 saat sonra,PAS
reaksiyonu, D: Uygulamadan 24 saat sonra, Methyl Green Pyronin Boyama Yontemi, E: Uygulamadan 1 hafta sonra, U¢lii Boyama Yontemi.
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20 ym

Sekil 3.9 Periton bosluguna BSA verilen ratlarin parietal periton 6rneklerinde

Uygulamadan 6 saat sonra belirlenen lenfoid hiicre birikimleri, U¢lii Boyama Yo6ntemi.

3.1.2. Histokimyasal bulgular

Ratlarda alinan doku 6rneklerine uygulanan PAS reaksiyonu sonucunda lenfoid hiicre

birikimlerinin bulundugu bolgelerde bazal laminaya rastlanmadi (Sekil 3.10).
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Sekil 3.10 Rat omentum doku kesitlerinde lenfoid hiicre birikimi, PAS reaksiyonu.

36



Doku orneklerine methyl green pyronin metodu uygulandiginda omentum, mezenter ve
parietal periton orneklerinde belirlenen hiicre birikimlerinde plazma hiicreleri ayirt edildi

(Sekil 3.11).

Sekil 3.11 Ratlarda omentum, mezenter ve parietal periton drneklerinde plazma hiicreleri
(oklar), A: Omentum dokusunda plazma hiicresi, B: Mezenter dokuda plazma hiicresi, C:
Parietal Peritonda plazma hiicresi, Methyl Green Pyronin Boyama Y ontemi.
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Toluidin blue (pH:2,5) boyama metodu ile boyanan; doku kesitleri incelendiginde
omentum, mezenter ve parietal periton orneklerinde belirlenen hiicre birikimlerinde mast

hiicrelerinin bulundugu tespit edildi (Sekil 3.12).
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Sekil 3.12 Periton bosluguna BSA verilen ratlarin omentum dokularinda uygulamadan 24
saat sonra belirlenen hiicre birikimlerinde mast hiicreleri (oklar), Toluidin Blue Boyama
Metodu.

3.1.3. immunositokimyasal bulgular

Ratlarda yapilan histolojik ve histokimyasal incelemeler sonucunda, Ozellikle
omentumda daha belirgin hiicre birikimleri tespit edildiginden, omentum dokularina ait
kesitlere avidin-biotin peroksidaz kompleks boyama metodu uygulandi. Kesitler
incelendiginde lenfoid hiicre birikimlerinde makrofaj hiicreleri belirgin bir sekilde ayirt edildi

(Sekil 3.13, Sekil 3.14, Sekil 3.15).
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Sekil 3.13 Periton bosluguna BSA verilen ratlarin omentum orneklerinde farkli zamanlarda belirlenen lenfoid hiicre birikimlerindeki makrofajlar
(oklar). A: Uygulamadan 1 saat sonra, B: Uygulamadan 3 saat sonra, C: Uygulamadan 6 saat sonra, D: Uygulamadan 24 saat sonra, E:
Uygulamadan 1 hafta sonra, Kompleks Avidin-Biotin Peroksidaz Boyama Y 6ntemi.
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Sekil 3.14 Periton bosluguna NaCl verilen ratlarin omentum orneklerinde farkli zamanlarda belirlenen lenfoid hiicre birikimlerindeki makrofajlar
(oklar). A: Uygulamadan 1 saat sonra, B: Uygulamadan 3 saat sonra, C: Uygulamadan 6 saat sonra, D: Uygulamadan 24 saat sonra, E:

Uygulamadan 1 hafta sonra, Strept Avidin-Biotin Peroksidaz Kompleks Boyama Yontemi
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Sekil 3.15 Kontrol grubuna ait omentum dokusunda lenfoid hiicre birikimindeki
makrofajlar (oklar), Strept Avidin-Biotin Peroksidaz Kompleks Boyama Yontemi.

3.1.4. istatistiksel bulgular

Periton bosluguna BSA enjekte edilen grupta, enjeksiyondan bir saat sonra kontrol
grubuna gore (0. saat) milky spot alaninin kiigiildiigii daha sonra biiyiimeye basladig goriildii.
Uygulamadan bir hafta sonra alanin tekrar kiiciilmeye basladigi goriildii. Bununla birlikte

farkliligin 6. ve 24. saatte anlamli oldugu tespit edildi (p<0,001) (Cizelge 3.1.A).

Periton bosluguna NaCl enjekte edilen grupta, sadece uygulamadan ii¢ saat sonra alinan

orneklerde milky spot alanindaki artisin 6nemli oldugu belirlendi (p<0,001) (Cizelge 3.1.A).

BSA ve NaCl gruplan arasindaki farkliliklar incelendiginde; bir ve iiciincii saatlerde
BSA verilen grupta milky spot alaninin NaCl verilen gruba gore 6nemli oranda kiiciik oldugu,
alti, 24 ve 168. saatlerde ise NaCl verilen gruba gore 6nemli oranda arttig1 tespit edildi

(Cizelge 3.1.B).
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Cizelge 3.1. A- Periton bosluguna BSA ve NaCl enjekte edilmis ratlarin omentum dokusunda lenfoid hiicre birikimlerinin ortalama alanlar
ve uygulama siiresine gore belirlenen farkliliklar

GRUP

Uygulama Siiresi (saat)

0

1

3

6

24

168

BSA
(XS = um’
alan) (n=12)

12193,42425%

8061,21+17¢

10230,35+12%

56084,31+56"

33989,88+38°

19300,74+15°

ksksk

NaCl
(XS = um’
alan) (n=12)

12193,42425°

14180,36+14°

22885,35+18"

11582,34+12°

9672,72+78°

14009,71+18°

kskosk

*##%: P<0,001 ; a, b, c: Ayni satirda farkl harf tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak onemlidir.

B- Lenfoid hiicre birikimlerinin ortalama alanlar1 arasindaki farkliliklar

Uygulama Grup X+S=pm?| P
siiresi (saat) *
1 BSA 8061,21£17 | *
NaCl 14180,36x14
3 BSA 10230,35+12 | ***
NaCl 22885,35+18
6 BSA 56084,31+56 | ***
NaCl 11582,34+12
24 BSA 33989,88+39 | ***
NaCl 9672,72+78
168 BSA 19300,74+15 | *
NaCl 14009,71+18

*:p<0,05; ***: p < 0,001
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3.2. Bildircinlarda Lenfoid Hiicre Birikimleri

3.2.1. Histolojik bulgular

Sekiz haftalik bildircinlarin  kontrol gruplarinda parietal periton ve mezenter
dokularindan alinan kesitler incelendi. Mezenter Orneklerinde yaklasik 2492,14+32 pm2
boyutunda lenfoid hiicre birikimlerine rastlandi (Sekil 3.16). Parietal periton 6rneklerinde ise

lenfoid hiicre birikimlerine rastlanmadi.

Sekil 3.16 Kontrol grubuna ait mezenter dokusunda lenfoid hiicre birikimi,
Uclii Boyama Yontemi.

Periton bosluguna %0.9’luk NaCl verilen bildircinlarin mezenter 6rneklerinde farkli
zamanlarda belirlenen lenfoid hiicre birikimlerinin (Sekil 3.17) boyutlar1 Cizelge 4°de

gosterildi. Parietal periton orneklerinde ise lenfoid hiicre birikimlerine rastlanmadi.
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Sekil 3.17 Periton bosluguga NaCl verilen bildircinlarin mezenter orneklerinde farkli zamanlarda belirlenen lenfoid hiicre birikimleri. A:
Uygulamadan 1 saat sonra, U¢lii Boyama Yontemi, B: Uygulamadan 3 saat sonra, Methyl Green Pyronin Boyama Yéntemi, C: Uygulamadan 6
saat sonra, U¢lii Boyama Yontemi, D: Uygulamadan 24 saat sonra, Uclii Boyama Yontemi, E: Uygulamadan 1 hafta sonra, PAS reaksiyonu ile

lenfoid hiicre birikimi goriintiileri.
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Periton bosluguna 80 mg/kg oraninda BSA verilen bildircinlarda, mezenter 6rneklerinde
farkli zamanlarda belirlenen lenfoid hiicre birikimlerinin (Sekil 3.18) boyutlar1 Cizelge 2.2

"de gosterildi.

Bildircinlarda parietal periton orneklerinde lenfoid hiicre birikimlerine rastlanmadi.
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Sekil 3.18 Periton bosluguna BSA verilen bildircinlarin mezenter érneklerinde farkli zamanlarda belirlenen lenfoid hiicre birikimleri. A:
Uygulamadan 1 saat sonra, Uclii Boyama Yontemi, B: Uygulamadan 3 saat sonra, Methyl Green Pyronin Boyama Yontemi, C: Uygulamadan 6
saat sonra, D: Uygulamadan 24 saat sonra, E: Uygulamadan 1 hafta sonra lenfoid hiicre birikimi goriintiileri, Uclii Boyama Y 6ntemi.
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3.2.2. Histokimyasal bulgular

Bildircinlardan alinan doku orneklerine uygulanan PAS reaksiyonu sonucunda lenfoid

hiicre birikimlerinin bulundugu bolgelerde bazal laminaya rastlanmadi.

Doku 6rneklerine methyl green pyronin metodu uygulandiginda mezenter 6rneklerinde

belirlenen hiicre birikimlerinde plazma hiicreleri ayirt edilemedi.

Toluidin blue (pH:2.5) boyama metodu ile boyanan doku kesitleri incelendiginde,

belirlenen hiicre birikimlerinde mast hiicrelerinin bulundugu tespit edildi (Sekil 3.19).

100 um

Sekil 3.19 Bildircinlarda mezenter drneklerinde belirlenen hiicre birikimlerinde mast
Hiicreleri (oklar), Toluidin Blue Boyama Yo6ntemi.
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3.2.3. immunohistokimyasal Bulgular

Periton bosluguna BSA verilen bildircinlarin mezenter 6rneklerinde yapilan histolojik
ve histokimyasal incelemeler sonucunda, hiicre birikimleri tespit edildiginden, mezenter
dokularina ait kesitlere strept avidin-biotin peroksidaz kompleks boyama metodu uygulandi.

Kesitler incelendiginde lenfoid hiicre birikimlerinde makrofajlar ayirt edildi (Sekil 3.20).

Sekil 3.20 Kontrol grubuna ait omentum dokusunda lenfoid hiicre birikimindeki makrofajlar
(oklar), Strept Avidin-Biotin Peroksidaz Kompleks Boyama Y ontemi.

3.2.4. istatistiksel bulgular

Periton bogluguna BSA enjekte edilen grupta, enjeksiyondan bir saat sonra kontrol
grubuna gore (0. saat) lenfoid hiicre birikim alanlarimin arttig1 (p<0,01) daha sonra kiigiilerek

kontrol grubu ile benzer biiyiikliige ulastig: goriildii (Cizelge 3.2.A).
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Periton bosluguna NaCl enjekte edilen grupta, enjeksiyondan sonraki bir ve 3. saatlerde
kontrol grubuna gore lenfoid hiicre alanlarmin kiigiildiigii (p<0,01), daha sonraki uygulama
saatlerinde ise kontrol grubu biiyiikliigiine ulastig1 goriildii (Cizelge 3.2.A).

BSA ve NaCl gruplan arasindaki farkliliklar incelendiginde; bir (p<0,001) ve iiciincii
(p<0,01) saatlerde BSA verilen grupta lenfoid hiicre alanlarinin NaCl verilen gruba gore
onemli oranda biiyiik oldugu, alti, 24 ve 168. saatlerde ise NaCl ve BSA grubu degerleri
arasindaki farkliligin 6nemli olmadig goriildii (Cizelge 3.2.B).
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Cizelge 3.2. A- Periton bosluguna BSA ve NaCl enjekte edilmis bildircinlarin mezenter dokusunda lenfoid hiicre birikimlerinin ortalama
alanlar1 ve uygulama siiresine gore belirlenen farkliliklar

Uygulama Siiresi (saat)
GRUP
0 1 3 6 24 168 P
BSA
(X +5 =um’® 2492,14+32° 4559,4131° 23254535 288930266 2247,18+28° 2657,79+39° ok
alan) (n=6)
NaCl
(X +5 =pm’ 2492,14232° 1306,28+51° 1218,22:432° 2386,40+43" 2238,95421° 2346,03+30° o
alan) (n=6)

**: P<0,01 ; a, b, c: Ayn1 satirda farkli harf tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir.

B- Lenfoid hiicre birikimlerinin ortalama alanlar1 arasindaki farkliliklar

Uygulama Grup (X+S-= um> | P
siiresi (saat) ala;)

1 BSA 4559,414£31 | ***
NaCl 1306,28+50

3 BSA 2325,45+435 | **
NaCl 1218,22+32

6 BSA 2889,30+67 | OD
NaCl 2386,40+40

24 BSA 2247,18+28 | OD
NaCl 2238,95+20

168 BSA 2657,79+39 | OD
NaCl 2346,03+30

*:p< 0,05 ; ¥¥* : p < 0,001; OD : Onemli degil
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4. TARTISMA

Karin boslugunda lokal savunma odaklar1 ratlarda (Wijffels ve ark 1992, Van Vught
ve ark 1996, D1 Paolo ve Sacchi1 2000, Hekking ve ark 2001), farelerde (Dux 1986, Cranshaw
ve Leak 1990, Wijffels ve ark 1992) ve insanlarda (Shimotsuma ve ark 1991, Shimotsuma ve
ark 1993, , Takemori ve ark 1995, Krist ve ark1997, Wilkosz ve ark 2005) hiicre
kompozisyonu ve fonksiyonlart acisindan calisilmistir. Bildircinlarda ise literatiirde karin

boslugunda lokal savunma odaklar1 hakkinda herhangi bir bulguya rastlanamamustir.

Ratlarda milky spotlarda cogunlukla makrofaj olmak iizere T, B lenfositler ve mast
hiicrelerinin bulundugu bildirilmistir (Takemori ve Ito 1981, Cranshaw ve Leak 1990, Krist
ve ark. 1995, Van Vugt ve ark 1996, D1 Paolo ve Sacchi 2000, Cui ve ark. 2002).

Sunulan ¢alismada da ratlarda ve bildircinlarda lenfosit, makrofaj ve mast hiicreleri

belirlendi. Ratlarda ayrica plazma hiicreleri de ayirt edildi.

Ratlarda BSA verilen gruplarda germinatif merkez tespit edilmedi. Bununla birlikte
kontrol grubuna gore lenfoid hiicre birikimlerinin alaninin uygulamadan 6 ve 24 saat sonra
(P<0,001), bildircinlarda bir saat sonra (P<0,001) anlamh sekilde arttig1 tespit edildi (Cizelge
3.1.A).

Ratlarda milky spot alanlarinin kontrole gére BSA verilen grupta enjeksiyondan bir ve
lic saat sonraki kiiciilmeler (Cizelge 3.1.A, B), antijenin varhifinda birikim alanindan
hiicrelerin ayrilmasi seklinde yorumlanabilir. Nitekim alt1 ve 24 saat sonraki 6rneklerde hiicre
birikimlerinin alanlarimin arttigl tespit edildi. Bu durum da immun reaksiyon hiicrelerinin

uyarim ile artigina isaret etmektedir.

Insanlarda Shimotsuma ve ark (1993) ile Krist ve ark (1995); ratlarda Van Vugt ve ark

(1996)’nin bildirdigi gibi omental milky spotlar peritoneal boslugun savunmasinda ilk hat



olmakla birlikte sekonder lenfoid organ degildir. Bununla birlikte lokal antijenik uyarima
cevap vermesinden dolayr sekonder Ozellikte lenfoid hiicre birikimleri olarak

degerlendirilebilirler.

Gehad ve ark (2002) White legorn horozlarda T bagimh antijen olarak BSA
kullanmiglar ve en uygun dozunu 80 mg/kg olarak belirlemislerdir. Sunulan c¢aligmada
bildircinlarda da BSA verilen grupta mezenter Orneklerinde germinatif merkez tespit
edilmedi. Ratlardan farkli olarak enjeksiyondan bir saat sonra kontrol grubuna gore (0. saat)
lenfoid hiicre birikimlerinin alanlarinin arttigi (p<0,01) daha sonra kiigiilerek kontrol grubu ile
benzer bityiikliige ulastign goriildii (Cizelge 3.2.A, B). Bu sonug ratlara gore bildircinlarin
daha hizli reaksiyon gosterdigini isaret etmekle birlikte reaksiyonun daha kisa siirede
sonlandigim1 da agiga cikarmistir. Bu durum bildircinlarda BSA’nin antijenitesi ile ilgili
olabilir. Leslii ve Benedict (1969) tavuk, siilin ve bildircin karsilastirildiginda BSA
injeksiyonuna en zayif humoral immun yanitin bildircinlarda olustugunu ileri stirmiiglerdir.
Nitekim bildircin doku 6rneklerine uygulanan methyl green pyronin boyama reaksiyonunda
plazma hiicreleri ayirt edilememistir. Lenfoid hiicre birikimlerinde BSA uygulamasina verilen
yanitin makrofaj kaynakli oldugu diisiiniilmektedir. Farelerde Zhu ve ark (1997), milky
spotlarda M-CSF’nin lokal olarak iiretildigini bildirmislerdir.

Sunulan c¢aligsmada bildircinlarda makrofaj tespiti i¢in, anti chicken MHC II beta fare
monoclonal antikoru kullanildi. Shiina ve ark (2004) tarafindan bildircin ve tavuk MHC I ve

MHC II gen sekanslarinin filogenetik acidan yakin oldugu bildirilmistir.

Periton bosluguna %0,9’luk NaCl enjeksiyonu ratlarda 3. satte bir reaksiyon dogurmus
ve sonra etki ortadan kalkmistir (Cizelge 3.1. A). Gosterilen reaksiyon periton bogluguna
sivinin uyguladigl hacimden kaynaklaniyor olabilir. Sonraki orneklerde milky spot alanlar

normale donmiistiir.

Bildircinlarda periton bosluguna %0,9’luk NaCl enjeksiyonundan bir ve {i¢ saat sonra
alman mezenter orneklerinde, hiicre birikim alanlarinda belirlenen kiigiilmeler ise (Cizelge
3.2. A) BSA’ya da hizhi ve diisiik oranda reaksiyon veren bildircinlarda %0,9’luk NaCl

solusyonunun periton boslugunu yikama etkisinden kaynaklandig: seklinde yorumlanabilir.

il



Ister antijen varh@inda ister serum fizyolojik etkisiyle hiicre birikim alanlarmdan
hiicrelerin ayrilmasinda, arastiricilarin bildirdigi (Cranshaw ve Leak 1990) ve sunulan
calismada da onaylandigi gibi, hiicre birikimlerinin oldugu alanlarda bazal laminanin

bulunmamasinin kolaylastirici rol oynadig: diisiiniilmektedir.

Yapilan calismada ozellikle rat omentumunda milky spotlarin biinyesinde gozlenen
yag hiicreleri dikkati cekmis, milky spotlarin alanlarinin arttig1 gruplarda sayilarinin azaldigi
gozlenmistir. Pond (2003, 2005) da lenfositlerin ve dendiritik hiicrelerinin yag hiicreleri ile
fonksiyonlar1 agisinda yakin iliskide oldugunu bildirmistir. Immun reaksiyonda rol alan
hiicrelerin yag hiicreleri ile olan iliskisi konusunda arastirmalarin artirilmasi savunma

reaksiyonunun daha iyi anlasilmasini saglayacaktir.
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5. SONUC

1. Ratlarda omentum, mezenter ve parietal periton; bildircinlarda ise mezenter ve parietal
peritonda lenfoid hiicre birikimlerinin varlig1 ve hiicre kompozisyonu arastirildi.

2. Ratlarda lenfoid hiicre birikimlerinin 6zellikle omentumda belirgin oldugu gozlendi.
Kontrol grubu ratlarin omentum 6rneklerinde milky spotlarin ortalama alani belirlendi.

3. Bildircinlarda lenfoid hiicre birikimlerinin 6zellikle mezenterde belirgin oldugu
gozlendi. Kontrol grubu bildircinlarin  mezenter Orneklerinde lenfoid hiicre
birikimlerinin ortalama alani belirlendi.

4. Ratlarda milky spot olarak isimlendirilen lenfoid hiicre birikimlerinde lenfosit, plazma
hiicresi, makrofaj ve mast hiicreleri belirlendi.

5. Bildircinlarda lenfoid hiicre birikimlerinde lenfosit, makrofaj ve mast hiicreleri
belirlendi.

6. Periton bosluguna NaCl’de eritilmis BSA ve NaCl enjekte edilerek lenfoid hiicre
birikimlerinde reaksiyon gerceklesip gerceklesmedigi arastirildi. Lenfoid hiicre

birikimlerinin alanlar1 hesaplanarak kontrol grubu ile karsilastirildi.

Sonug olarak; ratlarda ve bildircinlarda karin boslugunda (omentum, mezenter ve parietal
peritonda) lenfoid hiicre birikimlerinin bulundugu ve antijenik uyarima cevap verdigi tespit
edildi. Ratlarda bu odaklarin hem uyarict1 hem de efektér odak olarak gorev yapabilecek
nitelikte ve sekonder oOzellikli olduguna, bildircinlardaki bu odaklarin niteliginin
kesinlestirilebilmesi i¢in farkli antijenlerle yapilacak calismalara gereksinim olduguna karar

verildi.
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OZET

Arastirmada rat ve bildircinlarda karin boslugunda lokal savunma odaklarinin

aragtirilmasi amaglanmistir.

Bu amacla 48 adet 8 haftalik eriskin erkek Wistar rat ve 48 adet 8 haftalik Japon
bildircint (Coturnix coturnix japonica) kullanildi. Birinci gruptaki hayvanlara intraperitoneal
olarak, 0.1 ml %0.9 NaCl’de 80 mg BSA (Bovine serum albumin-BSA-Sigma) eritilerek
hazirlanan stok solusyondan, 80 mg/kg olacak sekilde enjekte edildi. Aym islem ikinci grup

olan ratlara ayn1 oranda sadece %0.9 NaCl verilerek gerceklestirildi.

Enjeksiyondan 1, 3, 6, 24 saat ve bir hafta sonra, her seferinde altisar adet hayvan
oOldiiriilerek, bildircinlarda parietal periton, mezenter; ratlarda parietal periton, mezenter ve
omentum majus ornekleri toplandi. Ayni islem %0.9 NaCl verilen grupta da her defasinda ii¢
hayvanda gergeklestirildi. Rat ve bildircinlarda herhangi bir uygulama yapilmayan iiciincii
gruptan da iiger hayvandan doku ornekleri alindi. Hazirlanmig bloklardan 50 pm ara ile 6 pm
kalinliginda alinan seri kesitlere Uclii Boyama teknigi, Periodic Acid Schiff (PAS)
reaksiyonu, Metyl Green Pyronin, Toluidin blue (pH:2,5) boyama metodu, ve makrofajlarin

demonstrasyonu i¢in Strept Avidin-Biotin Peroksidaz Kompleks boyama yontemi uygulandi.

Ratlarda omentum ve bildircinlarda mezenter kesitlerinde lenfoid hiicre birikimlerinin
alani, X40’hik biylitme kullanilarak goriintii analiz sistemi (Leica DMLB arastirma
mikroskobu ve DC 200 CCD kamera ile Q Win Standart goriintii analiz programi) yardimiyla

interaktif yolla hesaplandi.

Hazirlanan preparatlar 151k mikroskopik diizeyde incelenerek gerekli goriilen

kisimlarin fotograflar alindi.



Ratlarda omentum, mezenter ve parietal peritonda; bildircinlarda ise sadece mezenterde

lenfoid hiicre birikimleri halinde lokal savunma odaklarina rastlandi.

Ratlarin omentum orneklerinde lenfoid hiicre birikimlerinin bir kapsiil ile sarili
olmadiklar1, kapilar damarlarin bulundugu, az miktarda bag doku icermekle birlikte
biinyelerinde yag hiicrelerini icerdikleri gozlendi. Boyutlarmin yaklasik 12193,42425 pm?®
oldugu belirlendi. Mezenter ve parietal periton drneklerinde ise lenfoid hiicre birikimlerine az
sayida ve daha kiiciik boyutlarda rastlandi. PAS reaksiyonu sonucunda lenfoid hiicre
birikimlerinin bulundugu bélgelerde bazal laminaya rastlanmadi. Omentum, mezenter ve
parietal periton Orneklerinde lenfoid hiicre birikimlerinde lenfositler, makrofajlar, plazma

hiicreleri, mast hiicreleri, tespit edildi.

Ratlarda BSA enjekte edilen grupta farkliligin 6. ve 24. saatte anlamli oldugu tespit
edildi (p<0,001).

Bildircinlarin mezenter 6rneklerinde lenfoid hiicre birikimlerinin yaklasik 2492,14+32
um” oldugu belirlendi. Parietal periton 6rneklerinde ise lenfoid hiicre birikimlerine
rastlanmadi. PAS reaksiyonu sonucunda lenfoid hiicre birikimlerinin bulundugu bolgelerde
bazal laminaya rastlanmadi. Mezenter 6rneklerinde belirlenen hiicre birikimlerinde plazma

hiicreleri ayirt edilemedi. Lenfositler, mast hiicreleri ve makrofajlar belirlendi.

Periton bosluguna BSA enjekte edilen grupta, enjeksiyondan bir saat sonra kontrol
grubuna gore lenfoid hiicre birikim alanlarinin arttigi (p<0,01) goriildii.

Sonug¢ olarak; ratlarda ve bildircinlarda karin boslugunda (omentum, mezenter ve
parietal peritonda) lenfoid hiicre birikimlerinin bulundugu ve antijenik uyarima cevap verdigi
tespit edildi. Ratlarda bu odaklarin sekonder nitelikte olduguna, bildircinlardaki bu odaklarin
niteliginin kesinlestirilebilmesi igin farkli antijenlerle yapilacak caligmalara gereksinim

olduguna karar verildi.

Anahtar kelimeler; Milky spot, rat, bildircin, omentum, mezenter, parietal periton,

sekonder lenfoid odak, antikor, sigir serum albumini.

vi



SUMMARY

The study aimed to investigate local immune focuses in the peritoneal cavity of the

rats and quails.

For this purpose, 8 weeks old 48 male Wistar rats and Japanese quails (Coturnix
coturnix japonica) were used. Animals of both arts divided into subgroups. One groups
received 80 mg BSA (Bovine serum albumin-BSA-Sigma) dissolved in 0.1 ml 0.9% NaCl
intraperitoneally. Second groups received the same amount NaCl solution. Another groups

with no application of BSA or NaCl served as controls.

At the 1, 3, 6 and 24 h after injections 6 animals from BSA injected groups and 3
animals from NaCl injected groups from both species were scarified. Parietal peritoneum and
mesentery samples from quails, and parietal peritoneum, mesentery and omentum majus
samples from rats were collected. Similarly, tissue samples from 3 animals in control groups
were also taken. Triple staining technique, Periodic Acid Schiff (PAS) reaction, Methyl Green
Pyronin, Toluidin blue (pH:2,5) staining method, and for the demonstration of macrophages
Strept Avidin-Biotin Peroxidase Compleks method were applied on the 6 p thick serial

sections with 50 p intervals taken from prepared blocks.

The aggregation areas of the lymphoid cells were calculated on the omentum sections
of rats and mesentery sections of quails at X40 magnification with help of the system (Leica
DMLB research microscopy and DC 200 CCD camera with Q Win Standard image analyzer

program) by the interactive rout.

Prepared sections were investigated with light microscopy, and if necessary,
photographed by the research microscopy with help of image analyzer system attached to it.

Local immune focuses were seen as locale lymphoid cell aggregations in the omentum,
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mesentery and parietal peritoneum in rats, whereas in quails they were only seen in

mesentery.

It was observed that in omentum samples of rats the lymphoid cell aggregates were not
surrounded by a capsule, there were capillaries, they had some connective tissue and included
fatty cells in their structure. There dimension was in mean 12193.42425 pm?2. On contrary,
lesser lymphoid cell aggregates with smaller dimensions were observed on mesentery and
parietal peritoneum. PAS reaction revealed the absence of the basal lamina
in the regions where lymphoid cell aggregates were located. Lymphocytes, macrophages,
plasma cells and mast cells were detected on the lymphoid cell aggregates of omentum,

mesentery and parietal peritoneum samples.

In BSA-injected group of rats the differences were significant at the 6th and 24th
hours (p<0,001).

The dimensions of the lymphoid cell aggregates on the mesentery samples of quails
were in mean 2492,14+32 uym?2. There was no lymphoid cell aggregate on parietal peritoneum
samples. PAS reaction revealed the absence of the basal lamina in the regions where
lymphoid cell aggregates were located. In the cell aggregates found on mesentery samples no

plasma cell was detected, but lymphocytes, mast cells and macrophages were.

It was seen that when compared to controls the lymphoid cell aggregates increased in

BSA-injected group of quails after 1 hour of injection (p<0,01).

As aresult, it was determined that both in rats and quails lymphoid cell aggregates are
present in the abdominal cavity (in omentum, mesentery and parietal peritoneum) and they
react to antigenic stimulation. It was decided that these focuses are of secondary
characteristic. However, studies with different antigens have been seen as necessary to make a

definite decision in quails.

Key words; Milky spot, rat, quail, omentum, mesentery, parietal peritoneum, secondar

lymphoid focuses, antibody, bovine serum albumin.
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