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OZET

Bu ¢alismada, diyetteki yag ve kolesteroliin sistemik amiloid A (AA) amiloidozis
olusumu tizerindeki etkileri incelenmistir. Calismada 240 adet C57BL/6 1rki 2 aylik erkek
fare 5 yem grubuna ayrilmis ve ¢alisma boyunca her gruba farkli oranlarda yag ve kolesterol
iceren yemler verilmistir. Gruplar; NYNK (normal yag-normal kolesterol), YY YK (yiiksek
yag- yiiksek kolesterol), YYSK (yiiksek yag-sifir kolesterol), DY YK (diisiik yag-yiiksek
kolesterol) ve DYSK (diisiik yag-sifir kolesterol) seklinde dizayn edilmislerdir. Calismanin
dordiincii haftasinda gruplardan 15°er farenin kan ve doku ornekleri alinarak kontrol degerleri
elde edilmistir. Takiben NYNK grubundan 15 fare ayrilarak (negatif kontrol), diger tiim
farelerde intraperitoneal complete Freund’s adjuvant-kazein soliisyonu enjeksiyonlartyla
amiloidozis olusumu indiiklenmis ve ¢alisma 11. haftada sonlandirilmistir. Kan 6rneklerinde
SAA (Serum Amiloid A), Interleukin (IL)-1B, IL-6 ve TNF-a (Tumor necrosis factor alpha)
ile lipit degerleri dlctilmiis, karaciger, dalak, bobrek ve yag dokularinda amiloid varlig1 ve
siddeti ile, viicut yag orani ortaya konmustur. Sonucta; amiloidozis olusum oranlar1 % 80
(DYYK), % 73.34 (YYYK, YYSK), % 70 (DYSK) ve % 60 (NYNK) seklinde bulunmustur.
Etkilenen organ sayist YYYK, YYSK ve DYYK gruplarinda NYNK ve DYSK gruplarina
oranla daha yiiksek bulunmus, karaciger etkilenme oraninin DY SK grubunda 6énemli derecede
(p<0.05) diisiik oldugu gozlenmistir. Bobrek tutulumunun ise yiiksek kolesterol gruplarinda
anlaml derecede (p<0.05) yiiksek olmas1 dikkati ¢gekmistir. En yogun amiloid birikimine
YYSK grubunda rastlanirken, DY SK grubundaki amiloid yogunlugu ise tiim diger gruplardan
onemli derecede (p<0.05) diisiik bulunmustur. DYSK grubunda, plazma IL-6 ve plazma total
lipit degerlerinde de diger gruplara gore anlamli diisiis saptanirken (p<0.001), YYSK
grubunda viicut yag oraninin tiim gruplardan daha yiiksek olmasi dikkati ¢cekmistir.

Sonug olarak; yag ve/veya kolesterolden zengin gidalarla beslenmenin indiiklenmis
amiloidozisin siddet ve yaygmligini artirdig1, gidada yag ve kolesterol kisitlamasina

gidilmesinin amiloidozis olusumunu azaltabilecegi sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Fare, yiiksek yag ve yiiksek kolesterol, amiloidozis.

III



SUMMARY

The Effect of Fat and Cholesterol in Diet on the Systemic Amyloid A Amyloidosis

Formation

The effects of fat and cholesterol in diet on formation of systemic amyloid A (AA)
amyloidosis were evaluated in this study. A total of 240, two-month-old, C57BL/6 strain
male mice were allocated into five groups and fed with diets including different rates of fat
and cholesterol during the study. The groups were designed as NrFNrC (normal fat-normal
cholesterol), HFHC (high fat-high cholesterol), HFNoC (high fat -no cholesterol), LFHC (low
fat- high cholesterol) and LFNoC (low fat- no cholesterol). At the fourth week of the study,
blood and tissue samples were collected from 15 mice per group to set the standard values.
Subsequently 15 mice from the NrFNrC group were separated as negative control and
amyloidosis was induced in all other animals by the intraperitoneal injection of complete
Freund’s adjuvant-casein solution. The animals were sacrificed after 11 weeks and
occurrence and severity of amyloid accumulations in the liver, kidneys, spleen and fat tissue
were investigated and the amount of fat tissue was shown. Serum amyloid A (SAA), IL
(interleukin)-1B, IL-6, TNF-a (tumor necrosis factor alpha) and lipid levels were measured in
blood samples. The amyloidosis occurrence rates were as follows: 80 % LFHC, 73.34 %
(HFHC, HFNoC), 70 % (LFNoC) and 60 % (NrFNrC). The number of affected organs was
higher in the HFHC, HFNoC and LFHC groups than in NrFNrC and LFNoC groups. The
liver was significantly less affected (p<<0.05) in the LFNoC group, while kidney was affected
more severely (p<0.05) in the high cholesterol groups. The most severe amyloid
accumulation was observed in HFNoC group while the accumulation was significantly lower
(p<0.05) in LFNoC group than in all other groups. Plasma IL-6 and total lipid levels were
significantly lower (p<0.001) in LFNoC group than in other groups and the rate of body fat
was highest in HFHC group.

It was concluded that feeding with a high fat and/or cholesterol diet can enhance the
severity and dissemination of induced amyloidosis. Fat and cholesterol restriction in diet can

inhibit amyloidosis.

Key Words: Mice, high fat and high cholesterol, amyloidosis.
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GIRiS

Sistemik AA amiloidozis, amiloid A fibrillerinin 6zellikle dalak, karaciger, bobrek
gibi hayati organlarda birikmesi ile karakterize olup, insan ve hayvanlarda organ fonksiyon
bozukluklariyla seyreden 6nemli klinik problemlere yol acar ve 6liimle sonlanabilir (1-3).

Diinyada ve iilkemizde insanlarda sistemik AA amiloidozis vakalariyla siklikla
karsilagilmaktadir. AA amiloidozis’in eslik ettigi hastaliklar arasinda juvenil artritis (4, 5),
bronsiektazi (6, 7), romatoid artrit, yangisel bagirsak hastaliklari, ailevi Akdeniz atesi (8-12),
tiiberkiilozis (13), clizzam (14), spondiloartropati, kronik osteomiyelitis (15) ile gluten
sensitiv enteropati (16) gibi kronik yangisel hastaliklar rapor edilmistir. Bu hastaliklar
icerisinde lilkemizde 6zellikle ailevi Akdeniz atesi hastali§ina sahip insanlarda sistemik AA
amiloidozis sik rastlanilan bir komplikasyondur (8-12). Bunun diginda iilkemizde sistemik
AA amiloidozisle iliskili kronik bobrek yetmezliklerine sik rastlanildigi (17-19) ve ¢ocuklarda
sistemik AA amiloidozise bagl kronik bobrek yetmezligi olgularina rastlanma oraninin
Avrupa ve Iskandinav iilkelerinin iizerinde oldugu vurgulanmaktadir (20). Ulkemizde
rastlanilan sistemik AA amiloidozis olgularinin yaklasik % 7’sinin ise nedeni bilinmeyen
gruba girdigi ifade edilmektedir (15).

Insan olgularinm yan1 sira kedi (21), kdpek (22, 23), sigir (24, 25), ceylan (26) gibi
memeli ve kanath (27) hayvanlarda da spontan sistemik AA amiloidozis olgular
bildirilmektedir.

Sistemik AA amiloidozisin gelisiminde, IL-1, IL-6 ve TNF-a gibi sitokinlerin uyarisi
altinda, akut faz proteini SAA (Serum Amiloid A)’nin dolagimdaki seviyelerinin ylikselmesi
Onemli rol oynar (28-30).

Sistemik AA amiloidozis yillarca kronik yangisel hastaliklar ile iligkili bir amiloid tipi
olarak kabul edilmektedir ve beslenme ile iligkisi yakin zamana kadar hi¢ arastiritlmamistir
(1). Ancak son yillarda, beslenmenin amiloid {izerine etkisi olabilecegine dikkat ¢eken bazi
raporlar yayinlanmaktadir. Bu raporlardan bazilarinda, yiiksek oranda yag igceren ve
kolesterol ile desteklenmis diyetle uzun siire beslenen farelerde dolagimdaki SAA
seviyelerinin arttig1 bildirilmektedir (31-33).

Ayrica diyette bulunan yiiksek kolesteroliin, karacigerde akut faz proteinlerinin, TNF-
a ve diger sitokinlerin genler tarafindan sentezlenmesini indiikledigi rapor edilmektedir (34-
38). Benzer sekilde, akut faz cevabi ile iligkili iiriinlerin karacigerde sentezlenmelerinin,
karaciger total kolesterol ve trigliserit oranlari, plazma total kolesterol degerleri ve yag doku

miktarindaki artisla dogru orantili olarak arttig1 belirtilmektedir (39).



Obez bireyler tizerinde yapilan ¢alismalar sonucunda, bu bireylerde CRP (C-reaktif
protein) ve SAA gibi akut faz proteinleri ve akut faz cevabinda artis sekillendigi rapor
edilmistir (40, 41). Hatta baz1 arastirmacilar dolasimdaki akut faz protein seviyelerini
artirdig1 i¢in obezitenin, kronik yangisel bir hastalik olarak algilanmasi gerektigi tizerinde
durmuslardir (42-45).

Arastirmacilar adipoz dokudan kdken alan sitokinlerin obezitede rastlanilan yangisel
marker seviyelerindeki artigin en biiyiik kaynagini olusturduklarini iddia etmektedirler (46,
47). Obezitede dolasimda seviyesi artan CRP ve SAA gibi akut faz proteinlerinin
salgilanmasini indiikleyen IL-1, IL-6 ve TNF-a gibi sitokinlerin salgilanmasindan yag doku
igerisine go¢ eden makrofajlarin sorumlu olabilecegi (28, 48, 49) veya adipositlerin dogrudan
bu sitokinleri (48, 49) ve hatta SAA gibi akut faz proteinlerini de (28, 42-45, 50)
salgilayabilecekleri bildirilmistir.

Obez bireylerin adipositlerinden akut faz proteini SAA’nin yiiksek oranlarda
salgilandig1 ve bunun dokularda amiloid fibrillerinin olusumuna yol acabilecegi ilk defa
sistemik bobrek amiloidozisi olan iki obez insanin incelenmesiyle ortaya konmustur (43).
Yakin zamanda yayinlanan raporlarda, SAA salgilanmasi ile viicut kitle indeksi arasinda bir
iliski bulundugu, diyet yaparak zayiflayan insanlarda SAA saliniminin azaldigi
bildirilmektedir (44, 45).

Biitiin bu raporlara ilave olarak, yagl gidalarla beslenmenin “Alzheimer’s Disease” ve
“pancreatic islet amyloidosis” gibi AA amiloidozis disinda farkl: iki amiloid tipini iceren
hastaliklarin olugma riskini artirabilecegi belirtilmekte ve bu hastaliklardaki lokal amiloid
birikimleri i¢erisinde bulunan apo E (apolipoprotein E) komponentinin {izerinde durularak, bu
komponentin yag metabolizmasi ile olan iligkisine dikkat ¢ekilmektedir (51-54).

Obezite ¢agimizin dnemli bir saglik problemidir ve tiim diinyada oldugu gibi iilkemiz
toplumunda da oldukca yaygindir. leriki yillarda daha da fazla rastlanilmasi beklenmektedir
(55-57). Yukarida verilen literatiir bilgisinin esliginde planlanan bu ¢alismada; uzun yillar
boyunca kronik yangisel hastaliklari ile iliskili bir amiloid tipi olarak taninmis sistemik AA
amiloidozisin olusumunda beslenmenin de etkili olabilecegi ortaya konmaya calisilmistir. Bu
amagla farkli oranlarda yag ve kolesterol i¢eren diyetlerle beslenen C57BL/6 1rki farelerde
deneysel olarak indiiklenmis sistemik AA amiloidozis olusumunun nasil etkilenecegi
incelenmistir. Amagc, diyetteki yiiksek yag ve/veya kolesteroliin amiloid olusumunu artirip
artirmayacagin ve diyette yag ve kolesterol kisitlamasina gidilmesinin indiiklenmis olan
amiloid olusumunda bir azalmaya yol a¢ip agmayacaginin serolojik ve immunohistokimyasal

metodlarla belirlenmesidir.



GENEL BIiLGILER

Tanim

Amiloidozis, amiloid ad1 verilen fibriller yapidaki proteinlerin karaciger, bobrek,
dalak, mide, bagirsak, eklem, deri, beyin gibi ¢esitli organ ve dokularda hiicre disinda
birikmesiyle karakterize olan patolojik bir durumdur. Normalde ¢6ziilebilir durumdaki
proteinlerin, anormal ve ¢6ziilmeyen fibriller formda birikmesiyle olusan edinsel yada kalitsal
bir protein katlanma hastalig1 olan amiloidozis, biriktigi dokularda parankim hiicrelerinin

atrofisine ve bazen 6liimle sonuglanan fonksiyon bozukluklarina yol agar (1,7).

Tarihce

Dokulardaki amiloid birikimleri ilk kez 1654 yilinda Glisson tarafindan fark edilmistir
(58). Bu maddenin iodin boyama ile nisasta benzeri reaksiyon verdigini fark eden Virchow
1854 yilinda ilk kez “nisasta benzeri” anlamina gelen “amiloid” terimini kullanmistir (59).
Amiloidin gercekte protein yapisinda bir birikim oldugu, 1980 yilinda Glenner (60) tarafindan
ortaya konmussa da, amiloid terimi giiniimiize kadar kullanilmis ve hala kullanilmaktadir.
Amiloidin bugiin bilinen fibriller yapis1 ise 1959 yilinda Cohen ve Calkins (61) tarafindan
yapilan ultrastruktiirel bir caligmayla gosterilmistir. Yirminci yiizyilin ikinci yarisindaki
kimyasal arastirmalar amiloid icerisinde glikozaminoglikan, heparan siilfat (62) ve kondroitin
stilfat iceren proteoglikanlarin (63, 64) yer aldigin1 gdstermistir. Amiloid proteinine yonelik

kimyasal ve molekiiler ¢aligmalar hala devam etmektedir.

Amiloidin Yapisi

Alisilmisin disinda bir protein olan amiloid ¢éziinmeyen ve proteolitik enzimlerle
eritilemeyen kalic1 fibriller bir yapiya sahiptir (60,65). Birbirileriyle iliskisi bulunmayan 25
kadar farkli protein amiloid fibrillerini sekillendirmek iizere organize olabilmektedir (66).
Amiloidin birbirinden farkli bilinen tiim formlar1 ayni spesifik boyanma 6zelligine ve
ultrastruktiirel yapiya sahiptir (67). Amiloid olarak adlandirilan proteinlerin tiimii B katlant1
yapisina sahip olup, congo red boyamaya afinite gdsteren ve bu boyama sonucunda elma
yesili refle veren bir yapidadir (66). Amiloid fibrilleri ultrastruktiirel olarak dallanma
gostermeyen, belirsiz uzunlukta, 7-10 nm ¢apinda ve kirilmayan sert bir yapiya sahiptir

(60,68).



Amiloid ve Amiloidozisin Siniflandirilmasi

Benditt ve Eriksen (69), ilk kez 1964 yilinda amiloidozis tiplerini, immunglobulinlerle
iligkili olmayan sistemik tip amiloidozis “Amiloid A” ve immunglobulinlerle iliskili olan
amiloidozis “Amiloid B” seklinde siniflandirmislardir.

Sonraki yillarda, protein yapisina gore iki farkl tip amiloid varligindan bahsedilmistir.
Bunlar; plazma hiicrelerinden kdken alan ve immunoglobulinlerin hafif zincirlerinden olusan
AL (amyloid light chain) protein ve immunoglobulin yapisinda olmayan AA (amyloid
associated) proteindir (65, 70). Hatali immunoglobulin {iretiminin bir sonucu olarak ortaya
cikan AL proteininin dokularda birikmesiyle olusan amiloidozis “Primer amiloidozis”, “AL
amiloidozis”, “Immunoglobulin kaynakli amiloidozis”, “Atipik amiloidozis™ gibi isimlerle
tanimlanmistir. AL amiloidozise daha fazla insanlarda rastlanir ve belirli bir hastalikla iliskili
olmaksizin lenf diigiimleri, mide-bagirsak kanali ve kalp-damar sisteminde AL amiloid
birikimi ile taninir (65,70). AL amiloidozis varligi bildirilen hayvanlar sinirli olup, kedi (71),
sigir (72) ve at (73) da rapor edilmistir.

Uzun stireli kronik enfeksiyon ve yangisel bozukluklarla iligkili olup, AA proteininin

b9

dokularda birikimiyle olusan amiloidozis tipi “sekonder amiloidozis”, “reaktif amiloidozis”,
“AA amiloidozis”, “tipik amiloidozis”, “sistemik AA amiloidozis” olarak isimlendirilir.
Insan ve birgok hayvan tiiriinde gdzlenebilen AA amiloidoziste en fazla etkilenen organlar
dalak, karaciger, bobrek ve adrenal bezlerdir (65, 67).

Giliniimiizde amiloidozisin siniflandirilmasi, biyokimyasal olarak amiloid proteininin
primer aminoasit dizilisine gore yapilmaktadir (74). Uluslaras1 Terminoloji Komitesi

Toplulugu giiniimiize kadar saptanmis olan insanlardaki amiloid fibril proteinlerini 25 (Tablo-

1), hayvanlardaki amiloid fibril proteinlerini ise 9 (Tablo-2) baslik altinda toplamistir (66).



Tablo-1 insanlarda Amiloid Fibril Proteinleri ve Prekursorleri

?,::)itl:ii: Prekursor Siszesl)nik L(()E;‘ ! Sendrom veya Kapsadigi Doku
AL In;lr:%:?g:gglliiln S L Primer, Myeloma iliskili
AH Immunglobqlin agir S L Primer, Myeloma iligkili

zinciri .
AB.M B>-microglobulin S L Hemodializ Iliskili, Eklem
ATTR Transthyretin S L Ailesel, Senil
sistemik, Tenosinovium
AA (Apo)serum AA S Sekonder, Reaktif
AApoAl Apolipoprotein Al S L Ailesel, Aorta
AAApoAIl | Apolipoprotein All S Ailesel
AApoAIV | Apolipoprotein IV S Sporadik, Yaglhlik ile iliskili
AGel Gelsolin S Ailesel (Finli)
ALys Lysozyme S Ailesel
AFib Fibrinogen a-chain S Ailesel
ACys Cystatin C S Ailesel
ABri ABriPP S Ailesel demans (ingiliz)
ADan ADanPP L Ailesel demans (Danimarkalr)
AP AP protein L Alzheimer hastaligi, Yaslilik
APrP Prion protein L Spongioform ensefalopatiler
ACal (Pro)calcitonin L C-hiicre tiroid tiimdrleri
AIAPP I;Lelty ;Elg[li(()iied L Insiilinoma g(llsalzlllgl Langerhans
AANF | Atialnamuretk L Kardiak Atria
APro Prolaktin L Senil, Hipofizsel Prolaktinoma
Alns Insiilin L [atrojenik
AMed Lactadherin L Senil aortik, media
AKer Kerato-epithelin L Kornea, ailesel
ALac Lactoferrin L Kornea
A(tbn) thn L Odontojenik tiimorler

Bu tablo, Westermark ve arkadaslar1 (66) kaynagindan alinmistir.




Tablo-2 Hayvanlarda Amiloid Fibril Proteinleri ve Prekursorleri

Amiloid

Sistemik

Lokal

Sendrom veya

. Prekiirsor Kapsadig: Tir
Protein S) (L) Doku
AL Immunoglol?qlln L Plazmositoma At
hafif zinciri
Fare, kobay,
AA (Apo)serum AA S Sekonder, kedi, kopek,
Reaktif . .
inek, ordek vs.
AApoAl | Apolipoprotein Al S Yas iliskili Kopek
AApoAIl | Apolipoprotein AIl S Yas iliskili Fare
. N e et Kopek, koyun,
AR AP protein prekursor L Yas iligkili Kutup porsugu
. Langerhans .
AIAPP Isloelt arglyf[li(c)lled L adaci@ Ke:dl,r ;Ea}rflmun,
POLYpEp Insiilinoma 4
Alns Insiilin Langerhvans Funda sican
adacig1
ACas a-S2C kazein Meme bezi Inek
. . Spongioform :
APrP Prion protein L enscfalopatiler Inek, koyun

Bu tablo, Westermark ve arkadaslar1 (66) kaynagindan alinmigtir.

Etiyoloji

Amiloidozis tek basina bir hastalik olmayip, aslinda ¢ok ¢esitli hastalik gruplarinda

ortaya ¢ikabilmektedir (1). Insanlarda amiloid birikiminin eslik ettigi hastaliklar arasinda;

romatoid artrit (75-77), Alzheimer hastalig1 ve diabet (78, 79), kronik diyaliz hastalig1 (80),

ailesel noropatiler (81), timorler (67), kronik yangisel hastaliklar (82, 83) ve trasmissible

spongiform ensefalopatiler (84) yer alir.

Spontan amiloidozis olusumlarina insanlarin yani1 sira kopek (22,23), kedi (21), sigir
(24-25), koyun (85), at (86), ceylan (26), maymun (87), mink (88), hamster (89) gibi memeli
hayvanlar ile 6rdek (90), su kuslar1 (91,92), hindi (93), bildircin (94) ve tavuk gibi baz1

kanatlilarda rastlanilmaktadir. Hayvanlarda amiloid birikiminin eslik ettigi hastaliklar

arasinda; diabet (95), meme tiimorleri (96), kutandz lenfoma (86), multiple myeloma (70),

bovine spongiform ensefalopati hastaligi (97), scrapie (85, 98), sigirlarin 16kosit yapigsma

eksikligi (72) gibi hastaliklar rapor edilmistir. Ayrica, yash kdpeklerde insanlarin Alzheimer




hastaligina benzer sekilde beyinde AB-amiloid birikimleri ile seyreden bir hastalik da
bildirilmistir (99).

Amiloidozis ¢alismalarinda deneysel model olarak tavsan (100), fare (101,102), tavuk
(103) ve ordek (104) gibi hayvanlar kullanilmaktadir.

Farelerde Deneysel Olarak Sistemik Amiloidozis Olusturulmasi

Fareler uzun yillardir amiloidozis ¢alismalarinda model olarak kullanilmistir (105).
Amiloidozis olusumuna en yatkin olan fare irklar1t CBA/J, C57BL/6 ve ICR iken, CE/J 1rk1
direnclidir (106, 107). Amiloidojenik fare irklar1 amiloidojenik apo (apolipoprotein) SAA; ve
apoSAA;’yi birlikte salgilamaktadir (106, 107). Amiloid A olusumuna direngli CE/J fare 1rki
ise sadece apoSAA, salgilamaktadir (107). Farkli fare irklarinin sistemik amiloidozis
gelisimine kars1 direngli veya duyarli oluslarinin, sahip olduklar1 makrofajlarin SAA’y1

yikimlayabilme yetisindeki farklilikla iliskili olabilecegi diistiniilmektedir (108).

AA Amiloidozis Indiikleme Protokolleri:

Farelerde deneysel olarak amiloidozis olusturmak amaciyla siklikla kullanilan
metodlardan bir tanesi kazein enjeksiyonu metodudur. Farede kazein ile indiiklenen
amiloidozis, sekonder amiloidozis olugturmak i¢in uygun bir model olup, genis dlgiide
kullanilmistir. Giinliik olarak tekrarlanan subkutan kazein enjeksiyonlarini takiben farelerde
reaktif AA amiloidozis olusturulabilmektedir (105).

AgNO; (Glimiis nitrat)’in subkutan enjeksiyonu farelerde uygulanan bagka bir amiloid
olusturma protokoliidiir. Bu metod ile tek dozluk bir subkutan AgNOs enjeksiyonu ile 2 hafta
icinde amiloid olusturulabilir (109).

Son yillarda AEF (amiloid arttirici (enhancing) faktor) olarak adlandirilan ve amiloidli
hayvanlardan elde edilen bir proteinin enjekte edilmesinin amiloidozis olusumunu oldukg¢a
hizlandirdig1 bildirilmektedir (109). Bir¢ok ¢alismada AEF’nin yaklasik olarak 10-16
kDa’luk bir protein oldugu bildirilmesine ragmen, AEF gercekte tam olarak identifiye
edilememistir. Buna karsin amiloid i¢eren dokularin ekstratlar1 veya izole edilmis amiloid
fibrilleri ile amiloid benzeri sentetik fibriler TTR (transthyretin) fragmentlerinden yapilmig ve
TNF-a ile siilfath glikozaminoglikanlar gibi ¢esitli nonfibriler maddeler AEF 6zelligine
sahiptirler. Bu nedenle AEF’ nin tek bir komponent olmadig1 ve ¢ok sayida farkli molekiiller
ve yapilarin AEF 6zelligine sahip olabilecegi ileri siiriilmektedir (110). PEG (Polietilen
glikol) ve TTR fibrillerinin de AEF gorevi yaptiklar diisiiniilmektedir. Hizlandirilmis
sistemik AA amiloidozis olusturmak icin AgNO; ve AEF enjeksiyonlar1 birlikte



uygulanabilir. Tek bagina AgNOs verilen grupta 3 ve 9. glinlerde amiloid olusumu
gozlenmezken, PEG ve TTR ile desteklendiginde 3. glinde amiloid varligi gézlenmistir (110).
Amiloidozis olugturma metodlarindan bir baskas1 da kazein-complete Freund’s

adjuvant karigiminin intraperitoneal enjeksiyonudur (111).

AA Amiloidozisinin Patojenezi

Amiloidozisin bir ¢ok hastalikla iliskisini ortaya koyan ¢ok sayida patomorfolojik ve
epidemiyolojik calisma olmasina ragmen, eriyebilir yapidaki prekursor amiloid proteinlerinin
proteolitik sindirime direncli spesifik amiloid fibrillerine doniiserek, dokuda ¢okmesi
esnasinda rol oynayan faktorler hala arastirilmaktadir (110). Sistemik AA amiloidozis
olgularinin patojenezinde rol oynayan cesitli faktorler bulunmaktadir. Bunlar su sekilde

aciklanabilir:

SAA (Serum Amiloid A)

SAA, sistemik AA amiloidozisteki amiloid A fibrillerini olusturan prekiirsor proteindir
ve bu nedenle sistemik AA amiloidozisin olusumunda 6nemli role sahiptir (1). AA
amiloidozisinin patogenezisinde SAA nin rolii 1975 yilinda agiklik kazanmistir (112).
Dolasimda bulunan SAA seviyelerinin artisi, hem insanlar, hemde memeli ve kanatl
hayvanlarda AA amiloidozis olusumunda énemli role sahiptir (103, 113-115). Ayni zamanda
onemli bir akut faz proteini olan SAA’nin serumdaki degerleri, hastalikli hayvanlarla saglikli
hayvanlar1 birbirinden ayiran 6nemli bir parametre olarak kabul edilir (116, 117). SAA’nin
dolasimdaki miktar1 viral enfeksiyon (118), bakteriyel enfeksiyon (119), yangi (120,121),
timor olusumu (122) ve fiziksel stres (116) varliginda 6nemli derecede yiikselir (28). Saglikli
insanlarda serumdaki SAA diizeyi 1-5 pg/ml arasinda degisirken, hastalik veya stres
durumunda akut faz SAA diizeyleri 1000 kata kadar artabilir ve diizeyleri 500-1000 pg/ml’ye
kadar ulasabilir (123). Yangisel sitokinlere cevap olarak SAA baslica karaciger
hepatositlerinde (121, 124) sentezlenir ama fibroblast, sinoviyal hiicre, makrofaj ve adipositler

tarafindan da salgilanabildigi bildirilmektedir (43, 125-127).

SAA’min Yapisi

Sekonder reaktif amiloidozisin prekursor proteini olan SAA, 104 aminoasit igeren, 12
kD’luk boyuta sahip bir protein olup (45), N-terminal kism1 amiloid fibril kiimesine katilir
(128).



SAA’nin boyutunun, AA proteininin 8.5 kD’luk boyutundan daha biiyiik olmasi1
enzimatik bir béliinme gecirdigini gostermektedir (129). SAA dolasimda HDL; (yiiksek
dansiteli lipoproteinler) ile kompleks halde bulunan bir apolipoprotein yapisindadir (28, 124).
SAA karacigerde baslica HDL ile iliskili olarak sentezlenir ve SAA’nin % 85-90’1n1 HDL
olusturmaktadir (125). SAA, akut faz reaksiyonu boyunca HDL nin ana protein komponenti
olan ApoA-I (apolipoprotein A-I)’nin yerini alir. Yangi sekillendiginde, SAA diizeyleri
onemli 6l¢iide artar. Kronik yangi siiresince dolasimda SAA’nin konsantrasyonu ve HDL
partikdilleri iizerinde SAA’nin miktar1 artar. Buna karsilik HDL ye bagli ApoA-I orani azalir.
Buna ek olarak akut faz cevabi boyunca SAA in vitro olarak sadece HDL’ye bagl sekilde
degil, ayn1 zamanda lipit icermeyen bir formda da bulunabilir. Yangisal olmayan kosullar

altinda HDL ¢ok diigiik miktarda SAA igerir ( 130).

SAA’ nin izotipleri

Bazi1 SAA izotiplerinin ¢esitli dokulardan ve ¢esitli hiicre tiplerinden karaciger disi
sentezi ¢esitli tlirlerde rapor edilmistir. Cogu tiirlerde serumda hepatik orijinli iki ana akut faz
proteini olan apo SAAT1 ve apo SAA2’nin ve buna ilaveten baslica ekstrahepatik olarak

sentezlenen ii¢lincii bir formun (apo SAA3) bulunabilecegi ileri siiriilmektedir (131).

Insanlarda Serum Amiloid A Ailesi

Yiiksek derecede 2 homolog gen olan SAA1 ve SAA?2 ile, daha uzak iligkili gen olan
SAA3 ve SAA4’1 kapsar, hepsi kromozom 11’ in kisa kolu tizerinde kiimelenir. SAAT1 ve
SAA?2 akut faz cevabr siiresince dolagimda baskin proteinlerdir. SAA1 ve SAA2 genleri 104
aminoasitlik protein kodlarken, SAA4 geni (C-SAA) 112 aminoasitlik bir protein kodlar.
SAA1, SAA2 ve SAA4 genleri insan diiz kas hiicre kiiltiiriinde, insan monosit-makrofaj hiicre
kiiltiiriinde ve histolojik olarak normal insan karaciger dokusunda akut faz cevabi siiresince

salgilanir (114, 132-134).

Farede SAA Ailesi

Fare SAA ailesi 2 farkl: alt aileden ibarettir. Ilk alt aile klasik akut faz SAA
molekiilleri olan SAA1.1 ve SAA2.1°den ibaret olup, yangi siiresince ¢arpici bigimde artar ve
HDL ’nin ana apolipoproteini bile olabilir. SAA proteinlerinin iki izotipi olan SAA1.1 ve
SAAZ2.1 bir yangisel cevaptan sonra yaklasik olarak esit miktarda indiiklenir. Bu izotiplerde
103 aminoasitin yalnizca 9’u birbirinden farklidir. SAA1.1, SAA2.1’e gore daha hizl

temizlenmesine ragmen, sonug olarak SAA1.1 amiloid fibrillerinde depolanir, SAA2



peptidlerinin fibril olusturma yetenegi yoktur. Yakin zamanlarda 2. alt aile olarak kesfedilmis
olan SAA4 ise HDL nin alt grubunda bulunup, HDL partikiiliiniin normal fonksiyonunda bir
rol oynadig1 farzedilir. SAA4, normal HDL’de SAA’nin ana formu olup, minor
apolipoprotein olarak bu molekiillerde mevcuttur. Farelerde mevcut bulunan 4 SAA geni de
kromozom 7 iizerinde bulunur ve karacigerde sentezlenir ancak sadece SAA3 hepatositler
yani1 sira adipositler, dalak, lenf yumrusu, makrofajlar ve bobrekten de sentezlenmektedir

(105, 135, 136).

SAA’ min Fonksiyonlari
SAA’ya atfedilen ¢cok sayida aktivite bulunmakla birlikte SAA’nin yangidaki gergek
rolii halen aragtirilmaktadir. SAA’nin temel gorevi doku harabiyetini 6nlemek ve doku
tamirinde rol almaktir. SAA nétrofil aktivitesini inhibe eder ve 6zellikle mikroorganizmalar
ile aktive olmus noétrofillerden kaynaklanan oksidatif doku yikimini 6nler (137,138). SAA’
nin bugiine kadar saptanan fonksiyonlar1 arasinda :
- IL-1 ve TNF-a ile indiiklenmis atesin inhibe edilmesi (139),
- Tromboksin sentezi ile plateletlerden serotonin salgilanmasinin baskilanmasi ve
platelet agregasyonunun inhibe edilmesi (140)
- Antijenlere kars1 lenfositik tepkinin baskilanmas1 (128)
- T hiicreleri, monositler ve polimorfoniikleer 16kositlerin gi¢, adezyon ve dokuda
infiltrasyonunun indiiklenmesi (141,142)
- Lenfosit ve endotelyal hiicre proliferasyonunun inhibe edilmesi (143, 144)
- Mast hiicre adezyonunun indiiklenmesi (145, 146)
- Kalsiyum mobilizasyonunun arttirilmasi (147)
- Endotoksinlerin detoksifikasyonu (148)
- Matriks metalloproteinazlarin indiiklenmesi (149)
- Endotel hiicrelerinde prostaglandin I, nin indiiklenmesi (150)
- Ekstraselliiler matriks proteinleri ile komplekslerin olusumu (145,146)
- Diisiik dansiteli lipoproteinler (LDL) nin oksidasyondan korunmasi (151)
- HDL’ye baglanarak ters kolesterol transportunda ve yangi siiresince kolesterol
metabolizmasinda gorev alma (152) bildirilmistir.
Bu bulgularin temelinde hem anti, hem de proinflamatuar aktiviteler yoluyla yangisel
cevabin modiilasyonunda rol oynamakta olan SAA, ayrica yangi bolgesinde bakterilerden ve
hasarlanmis dokudan agiga ¢ikan kolesterolii uzaklagtirmak suretiyle, kolesterol transport ve

metabolizmasini kapsayan multifonksiyonel bir protein olarak da gorev yapar (153).

10



Sitokinlerin Rolii

SAA’nin sentezi biiyiik 6l¢iide yangi-iligkili sitokinler tarafindan olmak {izere, endotel
hiicreleri tarafindan iiretilen peptid hormon sinyalleri, lenfositler ve 6zellikle aktive olmus
monositler ve makrofajlar tarafindan diizenlenir. IFN (interferon) vy, transforming growth
factor-p, TNF-a, interleukinler, ¢esitli sitokinler tek basina veya bir kombinasyon i¢inde
transkripsiyonel diizeyde SAA sentezini etkiler (147). Ozellikle IL-1, IL-6 ve TNF-o, gibi
sitokinler SAA’nin hepatik ve ekstrahepatik sentezini uyarmaktadir (28-30). AA
amiloidozisli hastalarin kaninda saglikli kontrollere gore belirgin oranda SAA artig1 yanisira,
TNF-a ve M-CSF (macrophage colony stimulating factor) artis1 saptanmis, TNF-o’nin AA
amiloidogeneziste 6nemli bir marker olabilecegi ve IL-6’nin da memelilerde SAA’nin
tiretiminde anahtar faktor oldugu ileri siiriilmiistiir (30, 154, 155).

SAA’y1 stimule edici sitokinlerin diizeyinin azalmasiyla SAA nin serum diizeyleri
azalir ve boylece amiloidozisin gelisimi onlenir. Sitokin inhibitorii ilaglar kanatlilarda
dolasimdaki SAA seviyelerini azaltarak, amiloidozis olusumunu azaltmaktadir (103).
Memelilerde de anti-IL-6 reseptdrii ve anti-TNF-a terapileri AA amiloidozisin tedavisinde
umut vericidir (156, 157). Dolasimdaki IL-6’nin indirgenmesinin amiloidozis olusumunu
azalttig1 bildirilmistir (155). Hepatik hiicre kiiltiirii caligmalarinda, IL-6’nin bloke edilmesi
ile, IL-1, IL-6 ve TNF-a’nin kombine etkisi inhibe edilerek, SAA mRNA’sinin stimulasyonu
onlenmistir (158).

Fibrillogenezis, Notrofil ve Makrofajlar

Dokularda biriken amiloid A fibrillerinin olusmasinda dolasimdaki SAA’nin
yilikselmesinin yani sira, fibrillogenezis olusumu da ¢ok énemlidir. Ciinkii; amiloid fibrilleri
SAA’nin dokulardaki anormal proteolitik yikimlanmasiyla sekillenir (1, 60, 159).
Fibrillogenezis olusumu iizerine retikuloendotelyal hiicrelerin 6nemli rolii vardir. Ozellikle
notrofil ve makrofajlarin SAA’nin dokulardaki yikimlanmasindan sorumlu olduklari sanilir
(60, 101, 159).

Kanatlilarda dokuda AA fibrillerinin sekillenmesi ile dokuya makrofaj ve
heterofillerin gelmesi arasinda paralellik bildirilmis ve makrofajlarin daha baskin rol
oynadiklari ileri stiriilmiistiir (103). Arastirma sonuglar1 amiloid fibrillerinin muhtemelen,
SAA’nin, makrofajlarin hiicre ylizeyinde yada l6kositlerin lizozomlari igerisinde pargalanmasi
sonucu sekillendigini diistindiirmektedir (160-162).

Dokularda amiloid fibrillerinin birikiminden, SAA nin periferal kan monositleri

tarafindan hasarli yikimlanmasi sorumlu tutulmaktadir. Buna gore; IL-1p ve TNF-a gibi
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sitokinler, zayiflatilmig SAA katabolizmasina yol acarlar ve SAA’y1 kismen yikimlarlar (162,
163). AA amiloidotik hayvanlardan elde edilen kupffer hiicrelerinin SAA’y1 yikimlama
kabiliyetinin zayifladigi, aktive olmus normal kupffer hiicrelerinin ise SAA’y1 tamamen
yikimladig: bildirilmistir. Skogen ve arkadaslar1 (159) in vitro ¢alismalarda, gesitli serin
proteinazlarin SAA’y1 parcalama yeteneginde oldugunu ve amiloid fibrillerinin SAA’nin
makrofaj hiicre ylizeylerinde serin proteinazlarla kismi olarak par¢alanmasi sonucunda
sekillendigini rapor etmislerdir.

Shirahama ve arkadaglari ise (160), nétrofil 16kositlerin azurofil graniillerinde bulunan
proteazlarin prekursdr proteinleri par¢alama yeteneginde oldugunu rapor etmislerdir. ileri
stiriilen hipoteze gore, yangi basladiginda dokuya gelen notrofil 16kositlerden bazisi lize
olarak lizozomal enzimlerini salarlar. Boylece lizozomlar i¢indekine benzer asidik bir ortam
gelisir ve burada SAA parcalanarak amiloid fibrilleri olusur (160).

Bunun disinda; aktive edilmis mononiikleer hiicrelerin sitoplazmasindaki endozomlar
i¢cine aliman SAA’nin tam olmayan par¢calanmasinin intralizozomal AA fibrillerinin
sekillenmesine yol a¢tig1 ileri siiriilmekte (164) ve erken fibril formasyonunun lizozomlar
icinde sekillendigi ileri siirlilmektedir (101). SAA’nin transkripsiyonu, TNF-o’nin kontrolii
altindadir. TNF-o’nin makrofajlar aracilifiyla SAA-HDL endositozisini takiben asidik hiicre
i¢i vezikiillerde SAA’nin AA’ya proteolizinde de rol oynayabildigi ileri siiriilmiistiir (118,
159, 164).

Adipoz Doku, Diyetsel Yag, Kolesterol ve Akut Faz Reaksiyonu iliskisi

Akut faz reaksiyonuna yonelik ¢alismalarin yaklasik son 15 senelik donemi
incelendiginde akut faz reaksiyonu ile yag ve kolesterol arasinda iliski kurulmaya calisildig
gozlenmektedir. Yakin zamanda bu konuda yapilan ¢aligsmalardan ortaya ¢ikan izlenimler su
sekilde siralanabilir:
- Diyetsel yag ve kolesterol akut faz reaksiyonunu indiikleyebilir (32, 36-38).
- Kolesterol; akut yangisel proteinler, TNF-a ve diger sitokinler i¢in gen ekspresyonunu
indiikleyebilir (34-39).
- Dolasimdaki yiiksek kolesterol seviyeleri ile SAA seviyeleri arasinda iliski olabilir (31-33,
165, 166).
- Sisman ve obez insanlarda CRP ve SAA cevabinda artis sekillenir (40, 41).
- SAA salgilanmasi ile viicut kitle indeksi arasinda iliski vardir ve diyet yapan insanlarda

SAA salimimi azalir (44, 45, 165, 166).
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- Diyette doymus yag, trans yag ve kolesterol aliminin kisitlanmasi IL-6’y1 diistiriir
(166,167).

- Obezite kronik yangisel bir hastalik olarak algilanmalidir (42-45).

- Yag dokudan koken alan sitokinler sisman bireylerde yangisel marker seviyelerinde artiga
yol acabilir (46, 47).

- Yag doku igerisine infiltre olan makrofajlarin IL-1, IL-6 ve TNF-a gibi sitokinleri salgilama
ihtimali vardir (28, 48, 49).

- Yag hiicrelerinin IL-1, IL-6 ve TNF-a gibi sitokinleri salgilama ihtimali vardir (48, 49).

- Yag hiicreleri muhtemelen SAA salgilayabilir (28, 42-45, 50, 168).

Amiloidin I¢erisinde Bulunan Diger Komponentler

Dokulardaki amiloid birikimleri i¢erisinde amiloid fibrillerinin yani sira gesitli
komponentlerin varligi bildirilmektedir. Bunlar dolagimdaki SAP (serum amiloid P)
komponentinden kdken alan glikoprotein amiloid P, PGs (Proteoglikan) lar, GAGs
(Glikozaminoglikanlar), apo E (apolipoprotein E) ve ayrica laminin, kollajen IV, fibronektin
ve vitronektin gibi ekstraselliiler matriks proteinleridir (66).

Proteoglikanlar, glikozaminoglikanlar ve glikoprotein amiloid P; amiloid birikimleri
igerisindeki karbonhidrat yapisini olusturur ve amiloidin iyodin ve siilfiirik asit ile verdigi
nisasta benzeri reaksiyondan sorumludurlar (169). Proteoglikanlar ve serum amiloid P
proteini gibi faktorlerin amiloid proteolizisini bloke etmek suretiyle amiloid birikimlerinin
stabilize olmasina yol agtiklar diisiiniiltir (170,171).

Laminin; bazal laminada biiyiik bir glikoproteindir ve bazal membrandaki bir
bozukluk sonucunda amiloid i¢inde yer aldig1 diistintilmektedir (102, 172). Ayrica, laminin
(172,173) ve heparin/ heparan sulfat (172) ile SAA arasinda afinite oldugu ve SAA’nin bu
faktorlere baglanmak suretiyle amiloidogeneziste 6nemli rol oynayan fibrillogenezise yol
actig1 ileri siiriilmektedir.

Apolipoprotein E nin; amiloidojenik proteinlerin yapisini degistiren ve fibrillogenezisi
tesvik eden patolojik bir araci oldugu diisiiniilmektedir (174).

Fibronektin’ in; SAA’ya affinitesi oldugu ve amiloidoziste SAA ile makrofajlarin
hiicre ylizeyleri arasinda baglayici bir protein olarak bulundugu bildirilmistir (159).

MMP (Matriks Metalloproteinaz)’ler de amiloid igerisinde bulunan komponentler
olarak bildirilmistir (175).

Bunlarin disinda; farenin amiloidli karaciger ve dalak ekstraktlarindan farenin

dalagindan AA depolanmasini hizlandiran ve ubiquitin ad1 verilen bir peptid identifiye

13



edilmistir. Ubiquitinin AEF gibi bir etkiye sahip oldugu ve yangisal stres durumlarinda SAA
ile etkilestiginde AA amiloid depolanmasina yol agtig1 ileri siiriilmektedir (176).

Amiloidoziste Makroskobik Bulgular

Dalak, karaciger ve bobrek gibi amiloid biriken parankimal organlarda amiloid birikim
alanlar1 organin kesit yliziinde solgun mumsu bdlgeler seklinde tespit edilir. Birikimin
miktarina gore organda biiyiime gozlenebilir. Dalakta ¢ok fazla birikime bagl olarak asir1
biiylime (sago dalak) ve hatta yirtilma sekillenebilir. Amiloid birikmis organ yumusayabildigi
gibi, bazen de organin kronik hasar1 bag doku artigina yol agabilir ve bu da organin

sertlesmesine neden olabilir (177).

Amiloidoziste Histopatolojik Bulgular

Sistemik AA amiloidozis olgularinda amiloid birikimleri biiyiik cogunlukla 6nce
dalakta, daha sonrada karaciger ve bobrekte ortaya ¢ikmaktadir. Deneysel calismalarda
sistemik AA amiloidozisin indiiklenmesini takiben dalaktaki erken birikimlere dncelikle
birikimlerin kapillarlar ve retikiiloendotelyal hiicrelerle yakin iligkide oldugu perifollikiiler
bolgede rastlanir. Amiloidozis ilerledikge follikiiller aras1 bolgeye dogru yayilarak dalak
parankiminin istilast gozlenir (110). Karacigerde baslica amiloid birikim yeri disse
araliklaridir. Birikim arttik¢a hepatositler ve sinuzoidler baski altinda kalarak basing
atrofisine ugrarlar (178,179). Bobreklerde birikim glomeriiler veya tubuler olabilir. Amiloid
birikimlerine glomeruler kapillarlarin duvarinda ve glomeriiler kapillarlar aras1 bolgede
rastlanir ve ileri olgularda tiim glomerulusu kaplayabilir. Tubuler amiloidoziste ise tubullerin
bazal membranlarinda amiloid birikimi gozlenir. Asir1 amiloid birikimi varliginda kan
dolasiminin aksamast dokuda dejeneratif ve nekrotik degisikliklerin gelismesine yol agabilir
(19).

Amiloid boyandigindiginda amorf (sekilsiz) goziikiir. Ana karakteristigi congo red ile
boyanmis histolojik kesitlerin polarize filtrede elma yesili refle vermesidir (180).
Ultrastruktiirel olarak ise amiloid, dallanmaya sahip olmayan bir grup fibrilden ibaret olup,

her biri belirsiz bir uzunlukta ve 7-10 nm ¢apina sahiptir (181).

PLAZMA LIPITLERI
Plazmada bulunan baslica lipitler kolesterol, kolesterol esterleri, trigliseritler ve NEFA
(esterlesmemis yag asitleri)’dir. Lipitler plazma i¢inde ve diger ekstraselliiler viicut

kompartmanlarinda lipoprotein formunda taginirlar (182).
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Kolesterol

Viicuttaki en biiyiik lipit olup, hiicre membranlarinin 6nemli bir yapisal komponentidir
ve steroid hormonlari ile safra asitlerinin prekursoriidiir. Kolesterol’iin % 60-70" i LDL, %
20-35’1 HDL ve % 5-12’si VLDL (cok diisiik dansiteli lipoproteinlerle) ile taginir. Kolesterol
hem serbest kolesterol hem de kolesterol esterlerini kapsar. Her ikisinin l¢iimii total
kolesterol olarak ifade edilir. Kolesterol hem diyetle alinir, hem de karacigerde sentezlenir ve

normal olarak fazla kolesterol safra araciligtyla ekskrete edilir (182).

Trigliseritler

Yag sindirimi ve absorbsiyonunu takiben, intestinal mukozada ve karacigerde gidasal
lipitlerden sentezlenir. Lipit depolarinin ana kismu trigliseritler tarafindan saglanir. Bunlar
agirlik olarak yag dokusunun ortalama % 95’ini olusturur. Trigliseritler plazmada, ¢ogunlugu
silomikron formunda ve VLDL ile tasinirlar. LDL ve HDL’de kiigiik miktarlarda bulunurlar
(182).

Fosfolipitler
LDL’nin ortalama % 25’ini ve HDL nin ortalama % 30’unu kapsar. Ana plazma

fosfolipitleri sfingomyelin, lesitin ve sefalinlerdir (182).

Esterlesmemis Yag Asitleri (NEFA)
Cok onemli bir enerji kaynagidir. Miktar olarak total plazma lipitlerinin ¢ok kiiciik bir
pargasidir. Bununla birlikte albuminle kompleks olusturmus az miktarda NEFA, her giin

hizla plazmaya taginir (182).

PLAZMA LIPOPROTEINLERI

Trigliseritler, fosfolipitler, yag asitleri ve kolesterol suda ¢oziinemediklerinden kan
dolasimina bu halde verilemezler. Kan dolagimina kolayca taginabilmeleri icin lipoproteinlere
ithtiyac vardir (183). Partikiil biliyiikliigli, kimyasal kompozisyonu, fiziko-kimyasal ve
flotasyon karakteristikleri ve elektroforetik mobilitesi temel alinarak, lipoproteinler 4 sinifa
ayrilabilir. Bunlar silomikronlar VLDL, LDL ve HDL dir. Lipoproteinlerin protein kismi

apolipoproteinler olarak isimlendirilen birkag spesifik proteinden olusur (182).
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Silomikronlar
Ekzojen lipitlerin bagirsaklardan hiicrelere transportu i¢in gerekli olup, bagirsaklar
tarafindan tiretilen biiyiik partikiillerdir. Eksojen kaynakl trigliseritlerden ¢ok zengindirler

(% 85-95). Serbest kolesterol ve fosfolipitlerden fakir olup, % 2 protein icerirler (182).

VLDL

Endojen lipitlerin karacigerden hiicrelere transportu i¢in gereklidirler ve karacigerde
sentezlenerek diger dokulara kan ile taginirlar. VLDL’ler silomikronlardan daha kii¢lik ve
trigliseritlerden zengin olup, silomikronlardan daha diisiik lipit/ protein oranina sahiptirler.

VLDL nin ortalama % 40’11 kolesterol ve fosfolipitler olustururken, % 10’u proteindir (182).

LDL
VLDL’den yapilirlar ve total lipoprotein kitlesinin % 50’sini olustururlar. LDL
kitlesinin ortalama yarisini esterlesmis kolesterol olusturur ve ortalama % 25°1 ise proteindir.

LDL nin rolii kolesterolii periferal dokulara tasimak ve bu yerlerde kolesterol sentezini

diizenlemektir (184).

HDL

Yapisinin % 50’sini protein, % 20’sini kolesterol, % 30 unu fosfolipitlerin olusturdugu
en kiigiik partikiillerdir. Trigliserit ¢ok az miktarda bulunur (182). HDL dansitesi, partikiil
biiytlikliigii, kompozisyonu ve fizyolojik roliine bagli olarak, HDL, ve HDL; olarak 2 alt
grupta toplanabilir. HDL, kolesteroliin hiicrelerden karacigere transportu i¢in gereklidir

(185). Amiloidojenik apolipoproteinler baslica HDL iginde dolasirlar (186).

Apolipoproteinler

Lipoproteinlerin protein kismi apolipoproteinler olarak isimlendirilen birkag spesifik
proteinden olusur. Lipit metabolizmasiyla ilgili enzimleri aktive ederek veya inhibe ederek
ve/ veya hiicre ylizey lipoprotein reseptorlerine lipoproteinleri baglayarak lipit transportunda
onemli rol oynarlar. Lipoproteinler apolipoprotein bir kabukla ve polar lipitlerle ¢evrilmis
hidrofobik lipitlerin bir halkasindan ibarettir. Apolipoproteinlerin 8 tipinin 6zellikleri
bilinmektedir. Bunlar, Apo A-I, A-II, B, C-I, C-II, C-III, D ve E olup ¢6ziinebilir yiiksek
hidrofobik lipitlerle kompleks haldedirler. Bu yapilarin protein komponentleri, spesifik

yerlere partikiiler lipitlerin girmesini ve ¢ikmasini organize ederler (184).
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ApoA-I, HDL nin ana protein komponenti olup, silomikronlarda ve daha az miktarda
LDL’nin yapisinda mevcuttur. Ters kolesterol transportu olarak adlandirilan asir1 miktardaki
kolesteroliin periferal dokulardan uzaklastirilip, plazmada esterifiye edilmesi ve sonrasinda
ise karacigere nakledilmesinde rol alir (187). ApoA-I hem dokular1 kolesterol birikiminden
korur hem de aterosklerotik plaklar icinde lokalize fibriller olusturma yetenegindedir (188).
ApoE bugiine kadar amiloid birikimlerinde izole edilen en kii¢iik parca olup, kolesterol atilim1
icin karacigere veya kolesterol gereksinimi olan diger hiicrelere HDL’yi yonlendirdigine

inanilir (176, 189).

Hiperlipidemi

Hiperlipidemi (lipemi), kanda trigliseritlerin artisidir. Trigliseritler baslica
silomikronlar ve VLDL’de bulunurlar ve silomikronlar ince bagirsaklardan emilerek kana
taginirlar. Silomikronlarin yol agtig1 hiperlipidemi ekzojen lipemi olarak bilinir ve nedeni
gidasal yaglardir. VLDL nin olusturdugu lipemi ise endojen lipemi olarak isimlendirilir.
Diger iki lipoprotein , LDL ve HDL, diisiik oranlarda trigliserit i¢cerdiklerinden lipemiye yol
acmazlar (182).

Hiperkolesterolemi

Her giin besinlerle alinan kolesterol miktarindaki artig plazma konsantrasyonunu
hafifce yiikseltir. Yiiksek derecede doymus yaglardan olusan bir diyet kandaki kolesterol
konsantrasyonunu % 15-25 kadar yiikseltir. Kandaki kolesterol konsantrasyonunu azaltmak
i¢in diyetteki kolesterol konsantrasyonu kadar doymus yag konsantrasyonunu da azaltmak
onemlidir. Yiiksek diizeyde doymamis yag asitlerini iceren yag alinmasi ise genellikle kan

kolesterol diizeyini hafif yada orta derecede diistirtir (183).

SITOKINLER
Cogunlukla immun sistem hiicreleri tarafindan salgilanan ve hiicrelerin 6zelliklerini ve

fonksiyonlarimi etkileyen kii¢ilik proteinler ve glikoproteinlerdir (190).

IL-1

Bakteriyel tiriinler, TNF-a veya IL-1 ile uyarilan ve CD4+ T hiicreleri ile temas eden
makrofajlar tarafindan tretilir (190). Ayrica T lenfosit, B lenfosit, dogal 6ldiiriicli hiicreler,
notrofil 10kositler, endotel, epitel hiicreleri, glial hiicreler ve fibroblastlar tarafindan da

tiretilebilir (191). Hemen hemen tiim immun sistem hiicreleri iizerine etkisi olmakla birlikte,
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etkiledigi en 6nemli hiicre yardimer T lenfositlerdir. Makrofajlar ve endotel hiicrelerini
etkileyerek daha fazla IL-1, IL-6 ve kemokin sentezini saglar. Bunun sonucunda nétrofillerin
yang1 bolgesine ¢ekilmesi ve endotele baglanarak yangili dokuya gegmesi saglanir. Sistemik
etkileri viicut 1s1sinda artig ve karacigerden akut faz proteinlerinin salinmasidir (190). Bunun
disinda gorev aldig1 fonksiyonlar ise,

- B hiicre proliferasyonu

- Hematopoietik biiylime faktorleri i¢in kofaktor

- IL-2, IL-4, IL-5, IL-8, IFN, CSF (colony stimulating factor), TNF sentezinin

indiiksiyonu

- Sinoviyal hiicre aktivasyonu

- Kollajenaz sentezi, osteoklast aktivasyonu

- Kaslarda protein yikimi gibi katabolik olaylar

- Prostaglandin sentezinin indiiksiyonu

- Vaskuler endotelyal ve diiz kas hiicrelerinde proliferasyon ve prokoagiilan aktivitenin

artmasi

- Adezyon molekiillerinin ICAM-1(hiicreler arasi1 adezyon molekiilii), VCAM-1 (damar

hiicresi adezyon molekiilii) ve ELAM-1 (Endotelyal-Lokosit Adezyon Molekiil-1)

ekspresyonunda artig

- Enfeksiyonlara kars1 nonspesifik direng

- TNF ile sinerjik etki olarak sayilabilir (191) .

IL-6

Genellikle Gram negatif bakteri infeksiyonlar1 sirasinda ortaya ¢ikar. Kaynaklari
baslica makrofajlar, daha az oranda T lenfosit, B lenfosit, vaskuler endotel hiicreleri ile
stromal ve mezensimal hiicreler, glial hiicreler, osteoklastlar, diiz kas hiicreleri, fibroblastlar,
graniilositler, mast hiicreleri ve timositlerdir. IL-6 hepatositlere etkiyerek akut faz
proteinlerinin salinmasini, B ve T lenfositleri etkileyerek gelismelerini saglar. IL-1 ile birlikte
bir kofaktor olarak IgM sentezini, IL-5 ile birlikte IgA sentezini uyarir. IL-6 bazi antialerji
ozelliklerine sahiptir. Sistemik olarak pirojen etki gosterir (190). Bunun disinda gorev aldigi
fonksiyonlar ise,

- Hipofiz 6n lobundan prolaktin, biiyiime hormonu ve luteinizan hormonun
salinmasinda stimiilator etki

- Glukokortikoid sentezinin indiiksiyonu

- Osteoklast aktivasyonu
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- Keratinosit biiylimesinin aktivasyonu
- Enfeksiyonlara kars1 nonspesifik direng

- IL-1 ve TNF-a ile sinerjik etki (191).

TNF

TNF-a ve TNF-f olmak {izere 2 formu vardir. TNF-a kasektin olarak da bilinir ve
cogunlukla aktif makrofajlardan salgilanir. Bununla beraber antijen ile stimiile edilmis T
hiicreleri, aktive olmus dogal 6ldiiriicii hiicreler, mast hiicreleri, keratinositler, astrositler,
kupffer hiicreleri, fibroblastlar, eozinofiller, epitel hiicreleri tarafindan da salgilanabilen bir
proteindir. TNF bir ¢ok immun sistem hiicresinin gelisimini uyarir, aktive eder ve yangisel
reaksiyonlarda rol alir; dolagimdaki IL-1 ve IL-6’nin sekresyonunu stimule etmek i¢in
mononiikleer fagositler iizerine etki eder. Hepatositler iizerinde serum amiloid A gibi akut faz
proteinlerinin sentezini arttirmada rol alir. IL-1 ile birlikte yanginin temel mediatorii olup,
birbirleri arasinda fonksiyonel benzerlik gostermektedirler. Duyarli timdr hiicrelerinin ve
virusla infekte hiicrelerin apoptozis yoluyla 6liimiinii saglarlar. Sistemik olarak endojen
pirojen etki gdsterir ve yiiksek atese neden olurlar. TNF, vaskuler endotel hiicrelerinin
16kositler i¢in adeziv bir 6zellige sahip yeni ylizey reseptorleri ICAM-1, VCAM-1, ELAM-1)
eksprese etmesine neden olur. TNF-ao’nin diisiik konsantrasyonda kronik {iretimi dokunun
yeniden sekillenmesine yol acar. Hem bir angiogenezis faktorii hemde fibroblast biiyiime
faktorii seklinde bag doku birikiminde rol alir. Koagulasyon sistemini aktive eder. Kemik
iliginde stem hiicre boliinmesini baskilar. TNF-a’nin uzun donem sistemik olarak bulunmasi
deney hayvanlarinda kaseksi gibi metabolik degisimlere neden olur. Bu etkisini dolasimdaki
lipoproteinlerden yag asitlerinin salinmasi i¢in gerekli bir enzim olan lipoprotein lipazin
inhibisyonu ile eksojen trigliseridlerin birikimini 6nleyerek yapmaktadir.
Bunun digindaki fonksiyonlart :

- MHC klas-I antijen ekspresyonunun indiiksiyonu

- Hipotalamustan glukokortikoid salinimi

- Noronlarin ¢ogalmasi ve fonksiyonlarinin regiilasyonu olarak sayilabilir (191,192).
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GEREC ve YONTEM

Deney Hayvam
Calismada TUBITAK-GMBAE (Tiirkiye Bilimsel ve Teknik Arastirma Kurumu Gen
Miihendisligi ve Biyoteknoloji Arastirma Enstitiisii )’'nden temin edilen toplam 240 adet

CS57BL/6 1rky, 2 aylik erkek fare kullanildi.

Deneysel Ortam

Calismanin deneysel asamas1 Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar
Yetistirme ve Arastirma Merkezi’nde ayri bir odada gergeklestirildi. Fareler gelmeden 6nce
odanin duvarlar1 boyandi ve temizligi yapildi. Sterilizasyon i¢in fumigasyon uygulandi.
Kapinin girisine dezenfektan iceren ayak havuzu konuldu. Fareler her kafese 5 fare diisecek
sekilde barindirildi. Farelerin altliklar1 giin asir1 degistirildi, 12 saat karanlik ve 12 saat
aydinlik periyodu uygulandi, oda sicakligi klima kullanilarak (Vestel-SEG 9000 marka
antibakteriyel filtreli split tipi klima) yaklasik 21 °C’de tutuldu ve nem dlger kullanilarak oda

nem oraninin % 55’1 gegmemesi saglandi.

Beslenme

(Calismada Purina® (Amerika) Firmasinin Laboratuvar Test Diet® bdoliimiince 6zel
olarak formiile edilmis, yag ve kolesterol oranlar1 birbirinden farkli bes ayr1 yem* kullanildi.
Pelet formunda olan yemler, karismalarinin 6nlenmesi i¢in igeriklerine gére mavi, sari,
turuncu, yesil ve pembe renklerde hazirlandi (Sekil-1). Hayvanlar bu 6zel yemlerle 11 hafta
siiresince ad libitum olarak beslendi ve her zaman taze igme sular1 bulundu. Farelerin her
tiirlii bakim, temizlik ve besleme islemleri tek bir kisi tarafindan (A.A.) yliriitiildii ve odaya

baska kisilerin girmesine izin verilmedi.

Calisma Gruplan
Fareler ¢alismanin baslangicinda 11 hafta boyunca beslenecekleri yemlere gore 5

gruba ayrildilar. Gruplarin olusturulusu ve gruplara verilen yemlerin icerikleri su sekildedir:

* (Caligmada kullanilan yemlerin agik formiilii ekler boliimiinde verilmistir.
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Sekil-1 Farkli deney gruplarinda yemler.

A Diisiik yag sifir kolesterol (DY SK) i¢eren pembe yem ile beslenen C57BL/6 1rki fareler.

B Diisiik yag yiiksek kolesterol (DY YK) igeren yesil yem ile beslenen C57BL/6 1rki fareler.

C Yiiksek yag sifir kolesterol (YYSK) igeren turuncu yem ile beslenen C57BL/6 1rki1 fareler.

D Yiiksek yag yiiksek kolesterol (YYSK) igeren sar1 yem ve normal yag normal kolesterol (NYNK)

iceren mavi yem ile beslenen C57BL/6 1k fareler.
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NYNK Grubu (Normal Yag ve Normal Kolesterollii Yem Grubu)

Bu grupta 60 adet fare yer aldi. Fareler 11 hafta siiresince normal oranda yag (% 10) ve
normal oranda kolesterol (48 ppm) igeren fare bazal kontrol diyeti [ Purina® (USA)
Laboratuvar Test Diet® Katalog No: 1811243, Code: 5TYD, Renk: Mavi | ile beslendiler.

YYYK Grubu (Yiiksek Yagh ve Yiiksek Kolesterollii Yem Grubu)

Bu grupta 45 adet fare yer aldi. Fareler 11 hafta siiresince yiiksek oranda yag (% 34.9) ve
yiiksek oranda kolesterol (225 ppm) igeren fare test diyeti [ Purina® (USA) Laboratuvar Test
Diet® Katalog No:1811240 Code: 5TYA, Renk: Sari] ile beslendiler.

YYSK Grubu (Yiiksek Yagh ve Sifir Kolesterollii Yem Grubu)

Bu grupta 45 adet fare yer aldi. Fareler 11 hafta siiresince yiiksek oranda yag i¢eren (% 34.9),
sifir kolesterollii (0 ppm) fare test diyeti [Purina® (USA) Laboratuvar Test Diet® Katalog
No:1811241 Code: 5TYB, Renk: Turuncu] ile beslendiler.

DYYK Grubu (Diisiik Yagh ve Yiiksek Kolesterollii Yem Grubu)

Bu grupta 45 adet fare yer aldi. Fareler 11 hafta siiresince ¢ok diisiik oranda yag (% 4.3) ve
yliksek oranda kolesterol (225 ppm) iceren fare test diyeti [Purina® (USA) Laboratuvar Test
Diet® Katalog No:1811244 Code: 5TYE, Renk:Yesil] ile beslendiler.

DYSK Grubu (Diisiik Yagh ve Sifir Kolesterollii Yem Grubu)

Bu grupta 45 adet fare yer aldi. Fareler 11 hafta siiresince ¢ok diisiik oranda yag i¢eren (%
4.3) ve kolesterolsiiz (0 ppm) fare test diyeti [Purina® (USA) Laboratuvar Test Diet®
Katalog No:1811242 Code: 5TYC, Renk: Pembe] ile beslendiler.

CALISMA TAKVIMIi VE FARELERE UYGULANAN iSLEMLER

Cahsmanin 1. Asamasi

Fareler TUBITAK-GMBAE laboratuvarlarindan temin edildikten sonra bulunduklari
ortama alismalari i¢in 1 haftalik bir uyum siireci uygulandi, bu esnada tiim fareler fare bazal
kontrol diyetiyle (NYNK) beslendi. Bir haftalik uyum siirecini takiben fareler yukarida
bildirildigi sekilde yem gruplarina ayrilarak her bir grup 4 hafta boyunca “¢alisma gruplar1”
baslig1 altinda acgiklandig1 sekilde beslemeye tabii tutuldu. Dordiincii haftanin sonunda,

gruplara uygulanan farkli beslenmeden dogan kan ve doku degerlerindeki degisikliklerin
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belirlenmesi amaciyla her gruptan rastgele 6rnekleme yontemiyle segilen 15’er fareden kan ve
doku 6rnekleri alindi. Calismanin bu asamasi ile ayn1 zamanda deneme gruplarina karsi
kontrol verileri de elde edilmis oldu ve elde edilen degerler her bir yem grubu i¢in “Kontrol

Degerleri” olarak kabul edildi.

Calismanin II. Asamasi

Deneyin sonraki asamasinda tiim gruplardaki 30’ar farede sistemik AA amiloidozis
olusturmak amaci ile Complete Freund’s Adjuvant-kazein emiilsiyonu 0.3 ml intraperitoneal
olarak uygulandi. Enjeksiyonlar 5. ve 7. haftanin basinda olmak tizere iki kez uygulandi.
Negatif kontrol grubunu olusturmasi amaciyla NYNK grubunda kalan 15 fareye ise es
zamanl olarak % 0.9’luk NaCl (Eczacibagsi, Tiirkiye) soliisyonu yine iki kez olmak tizere 0.3
ml intraperitoneal uygulandi. Tiim fareler 11. haftanin sonuna kadar kendi gruplarina ait
yemlerle beslenmeye devam ettiler ve 11. haftanin sonunda ¢alisma sonlandirildi. Kan
ornekleri alindiktan sonra doku 6rnekleri toplandi. Caligsmanin II. asamasinda Complete
Freund’s Adjuvant - kazein emiilsiyonu enjekte edilen farelerden elde edilen degerler her bir

yem grubu i¢in “Deneme Grubu Degerleri” olarak kabul edildi.

Complete Freund’s Adjuvant-Kazein Emiilsiyonu

Esit miktarda steril Complete Freund’s Adjuvant (CFA) (Sigma, F5881-10X, USA) ve
PBS (Phosphate Buffered Saline) karistirildi. Karisima 8 mg/ml oraninda olacak sekilde toz
kazein (Merck, 218680, Almanya) katild1 ve biyolojik emniyet kabini ( Fagus marka) altinda
homojen bir karisim elde edilinceye kadar karistirildi ve steril enjektorlere 0.3 ml ¢ekildi

(112).

% 0.9’luk NaCl Soliisyonu
Eczacibasi firmasinin steril {iriinii olan 500 ml’lik % 0.9’luk NaCl soliisyonu

kullanildi.

Sterilizasyon

Intraperitoneal olarak enjekte edilen soliisyonlarm hazirlanmasinda kullanilan tiim
malzemelerin sterilizasyonu i¢in 1 atm basing ve 120 OC 151 iiretebilen buharli otoklav (Niive,
OT-12, Tiirkiye) kullanildi. Enjekte edilen soliisyonlar ise biyolojik emniyet kabininde

ultraviole 1s1nlar altinda 30 dk siireyle sterilize edildi.
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Anestezi, Sakrifikasyon, Kan ve Doku Orneklerinin Toplanmasi

Calismanin 4. ve 11. haftalarinin sonunda farelerden kan ve doku 6rnekleri toplandi.
Rahat ve agrisiz bir sekilde kan almak amaci ile farelere dietileter anestezisi uygulandi. Bu
amagcla her bir farenin icerisine rahatlikla sigabilecegi ve tabanina 1 cm kalinliginda pamuk
yerlestirilmis kapakli cam desikator kullanildi. Cam desikator tabaninda bulunan pamuga
yaklasik 1 ml kadar dietileter (Merck, 100926, Almanya) dokiildii ve fareler bu desikatorde
ortalama 15-20 sn siireyle tek tek anesteziye alindi. Anesteziye giren farelerde kalpten kan
almarak EDTA (etilen diamin tetra asetik asiti)’l1 tiiplere aktarildi ve fareler heniiz anestezi
altinda iken servikal dislokasyon ile 6tenazi uygulandi. Nekropside karin boslugu agilarak
karaciger, dalak ve bobrekler ile, karin bolgesi ve bobrek ¢evresi yaglari ¢ikarilarak dokular

tespite alindu.

Tartim Islemleri

Farkl1 beslemeden dogan gruplar arasi farkliliklarin saptanmasi amaciyla, 4. ve 11.
haftalarin sonunda farelerin 6nce canli agirliklar1 kaydedildi. Daha sonra nekropsi sirasinda
toplanan 6rneklerden karin bolgesi ile bobrek gevresi yaglar1 ve karaciger, bobrek, dalagin
tartimlar1 yapilarak her birinin canli viicut agirligina oranlar1 kaydedildi. Gerek canli agirlik,
gerekse de organ tartimlari dijital hassas terazi (AND, HL400, Japonya) ile yapildi. Bunun
disinda calisma sirasinda kullanilan kimyasal maddelerin tartimlari da, dijital hassas terazide

(Sartorius, BP-110S, Almanya) gergeklestirildi.

Doku Orneklerinin Islenmesi

Yag dokular % 4’liik paraformaldehit tespitine, karaciger, bobrek ve dalak dokulari ise
Bouin tespit soliisyonuna alindi (193-195). Tespit islemini takiben, dokular rutin blokaj
islemlerinden gegirilerek parafin bloklar1 hazirlandi. Takibinde mikrotomla (Leica, RM 2155,
Almanya) 4-5 mikronluk kesitleri alindi. Karaciger, dalak ve bobrekler amiloid birikimi
acisindan degerlendirilmek iizere, hematoksilen-eosin ve congo red ile boyandi, ayrica
amiloid A proteinlerine yonelik immunohistokimyasal boyama uygulandi. Epididimal ve
bobrek cevresi yaglart da amiloid A proteinlerine yonelik immunohistokimyasal boyamaya
tabii tutuldu. Congo red pozitif boyanan sahalar 151k mikroskobunda (Olympus, CX41-
32,C02, Japonya) polarize filtre (Olympus, U-POT ve U-ANT, Japonya) altinda amiloid
acisindan kontrol edildi. Immunohistokimyasal metodla boyanmus olan preparatlardaki
amiloid pozitif sahalarin miktar1 goriintiilii analiz sistemi (Olympus, analySIS® LifeScience

Series Sort Imaging System, Analysis Five SIS-LS Research, Japonya) ile skorlandi. Doku
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takip, isleme ve boyama islemlerinin hepsi Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi Patoloji

Ana Bilim Dal1 Rutin ve immunohistokimya Laboratuvarinda yiiriitiildii.

Congo Red Boyama Protokolu

Dokular amiloid varligini gézlemlemek i¢in kullanima hazir ticari congo red kiti
(Bios-Europe, PS21C, ingiltere) ile boyandi. Bu amagla asagidaki asamalar izlendi:
1. Kesitler deparafinizasyon isleminden gegirilerek, distile su asamasina getirildi.
2. Niikleuslarin boyanmasi i¢in kesitler Mayer hematoksilen (Bios Europe, Haemalum Mayer,
PS21C, Ingiltere) ile boyandi. % 1°lik asit alkol ile diferensiye edildikten sonra musluk
suyunda mavi renk alincaya kadar beklendi.
3. Caligma soliisyonu-1 hazirlanarak, 20 dk beklendi. Calisma soliisyonu-1 i¢in 50 ml alkolik
sodyum klorid (Bios Europe, PS21C, Ingiltere) igerisine 0.5 ml sodyum hidroksit (Bios
Europe, PS21C, Ingiltere) ilave edildi. Bu ¢alisma soliisyonu hazirlandiktan sonra 15-20 dk
icinde kullanildi ve her seferinde taze olarak hazirlanmasina 6zen gosterildi.
4. Daha sonra kesitler congo red ¢alisma soliisyonu 2 ile 20 dk siiresince boyandi. Calisma
Soluyonu 2 hazirlanirken 50 ml congo red soliisyonu (Bios Europe, PS21C, Ingiltere)
icerisine, 0.5 ml sodyum hidroksit ilave edildi.
5. Kesitler, % 80’ lik alkol’den gegirildi.
6. Dehidrasyon asamasindan sonra kesitler ksilenden gegirilerek entellan (Merck, Almanya)

ile kapatildi.

Immunohistokimya (THC) Protokolii

Dokulardaki Amiloid A komponent varlig1 Streptavidin-Biotin Peroksidaz Y dntemi
uygulanarak arastirildi. Bu amagla asagidaki asamalar izlendi:
1. 5 p’luk parafin kesitler polilizinli lama gekilerek, 37 °C’lik etiivde 1 gece bekletildi.
2. Deparafinizasyon islemi i¢in 2 defa 5’er dk siiresince ksilole (Merck, Almanya) alinan
kesitler daha sonra 2 kez 5’er dk siireyle % 70’lik alkol soliisyonlarindan geg¢irildi.
3. Sitrat buffer (Scy Tek Laboratories, CBB500, USA) soliisyonu igerisine alinan kesitler, fare
dokusu iizerinde boyama yapilacagi icin, 1 atm basmngta 121 °C’de 15 dk Antijen Retrivil
islemine tabi tutuldu.
4. Sitrat buffer soliisyonundan ¢ikan dokularin etrafi antikorun dagilmamasi i¢in pap pen ile (
Immunotech, PNIM3580, Fransa) ile ¢izildi. Istenmeyen dokular bir tiilbent bez yardimu ile
kesitten uzaklastirildi.

5. Dokular bu islemden sonra distile su igerisine alinarak 5 dk yikandi.
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6. Dokular Phosphate Buffered Saline (Scy Tek Laboratories, PBS 125, USA) icerisine
almarak 5 dk yikandu.

7. Dokular iizerine bir pipet yardim ile dokuyu kapatacak sekilde % 3’liik hidrojen peroksit
blok (H,0O;) damlatilarak (Labvision, TA-125-HP, California, USA) 5 dk kaldiktan sonra PBS
ile iki kez yikanda.

8. Dokular iizerine bir pipet yardimi ile dokuyu kapatacak sekilde Rodent Block (Labvision,
TA-125-RB, California, USA) dokiilerek 30 dk beklendi. Siire sonunda soliisyon dokiilerek
PBS ile yikamadan diger asamaya gegildi.

9. Primer antikor konup (Amyloid A Component Ab-1 (mcl), Labvision, 1 ml Konsantre, MS-
1219-S, California, USA), primer antikor sulandiricist ile (Labvision, TA-125-UD, Fremont,
USA ) ile 1 : 30 oraninda dilue edilip, 1 gece 4 "C’de inkube edildi.

10. Doku tizerindeki antikorlarin giderilmesi i¢in piset yardimi ile PBS soliisyonu ile yikandi.
Takiben 5 dk PBS soliisyonu igerisinde birakildi.

11. Bundan sonraki asamalarda HRP kit olarak (Ultravision, Polyvalent, Rabbit- mouse HRP
Kit, Labvision, TA-060-HD, Fremont, USA) kullanildi. Dokular {izerine sekonder antikor
(Biotinylated Goat Anti-Polyvalent, Labvision, TP-125-BN, California, USA) damlatilarak
kapali ve nemli ortamda 15 dk beklendi.

12. Dokular PBS ile yikandiktan sonra tekrar PBS soliisyonu igerisine alinip 5 dk yikanda.
13. Dokular iizerine Streptavidin-Peroksidaz (Labvision, TS-125-HR, California, USA)
damlatilarak 15 dk siireyle oda 1s1sinda bekletildi.

14. Dokular PBS ile yikandiktan sonra tekrar PBS soliisyonu igerisine alinip 5 dk yikandi.
15. Dokular iizerine DAB kromojen (Labvision, TA-125-HD, California, USA) 50 ul DAB
damlatilarak 1 ml substrat (Labvision, TA-25-HDS, California, USA) ile sulandirild1 ve 5 dk
oda 1s1sinda beklendi.

16. Dokular PBS ile yikandiktan sonra tekrar PBS soliisyonu igerisine alinip 5 dk yikandi.
17. Dokular mayer hematoksilen’de (Vector Laboratories, H-3404, Burlingame, USA) 2 dk
boyandi.

18. Akan su altinda 5 dk yikand.

19. Immunmount (Vector Laboratories, H-5000, Amsterdam) ile kapatildi.

Preparatlarin incelenmesi

Hematoksilen-Eosin, congo red ve immunohistokimyasal yontemler ile boyanmis
dalak, bobrek, karaciger ve yag dokuya ait preparatlar fotograf makinesi (Olympus, E330,
Japonya ) atagmanli 151k mikroskobu (Olympus, CX41-32 CO2, Japonya) ile incelendi. Congo
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red ile boyanmis preparatlarda amiloid varlig1 polarize filtre (Olympus, U-POT ve U-ANT,

Japonya) ile arandi.

Dokulardaki Amiloid Birikimlerinin Skorlanmasi

Amiloid birikimleri 6ncelikle dalakta sekillenmeye basladig1 ve diger organlarla
kiyaslandiginda en siddetli birikimler dalakta gdzlendigi i¢in tiim hayvanlarda sadece dalaklar
skorlanmistir. Bu amacgla immunohistokimyasal boyama sonucunda amiloid pozitif oldugu
tespit edilen dalak kesitlerinden, toplami tiim dalak kesidini igerecek sekilde x10 luk objektif
altinda 3 ayr1 bolgeden birer mikroskobik fotograf dijital kamera ile ¢ekildi. Daha sonra bu
fotograflar bilgisayar (Casper, Alfa Force CFS 3000-/884F) ortaminda goriintiilii analiz
sistemi (Olympus, analySIS® LifeScience Series Sort Imaging System, Japonya) kullamilarak
skorlandi.

Bunun i¢in; her bir fotografta DAB (3,3’ diaminobenzidin) ile kahverengi boyanmis
amiloid pozitif sahalar goriintiilii analiz sistemi ile otomatik olarak isaretlendi ve bu sahalarin
kapladig1 alan sayisal bir deger olarak (mikrometre kare -pm?) program tarafindan okundu.
Bu degerler excell tablosunda kayit edildi. Daha sonra bir preparat i¢in okunmus olan {i¢
farkli bolgeye ait sayisal degerler toplanarak o preparatin toplam skor degerine ulagilmis oldu
(Sekil-2). Tiim gruplarin skorlama sonuglar1 ve gruplar arasi farkliliklarin 6nemi istatistiki

olarak degerlendirildi.

KAN ANALIZLERI

Calisma sonunda EDTA’l1 tiiplere alinan minimum 0.5 ml miktarindaki kan 6rnekleri
3000 rpm’de 10 dk santrifuje (Hettich ,EBA 21, Almanya) edilerek plazmalar1 ayrildu.
Plazma biyokimyasal analizler ve diger parametrelerin dl¢iimleri i¢in derin dondurucuda -20
°C’ de analiz giiniine kadar saklandi. Plazmada total lipit, trigliserit, kolesterol, HDL
kolesterol ve LDL kolesterol konsantrasyonlar1 spektrofotometrik olarak (Schimadzu, UV-
1601, Japonya), SAA, IL-1p, IL-6 ve TNF-a diizeyleri ise hazir kitler kullanilarak ELISA
(Biotek, EL x 808, USA) yéntemiyle dl¢iildii. Olgiimler Uludag Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Biyokimya Ana Bilim Dali Laboratuvari’nda ve Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Ana Bilim Dal1 Seroloji Laboratuvari’nda yapild.

1. Plazma Total Lipit Ol¢iimii
Plazma total lipit konsantrasyonu, total lipit kiti (Teco Diagnostics, T526-480, USA)

kullanilarak spektrofotometrede 6l¢iildii.
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Sekil-2 Goriintiili analiz sistemi tarafindan preparatlarin skorlanmasi.

A Dijital kamera ile ¢ekilmis mikroskobik fotografin goriintiilii analiz sistemi tarafindan ¢agirilmasi.

B DAB ile Amiloid pozitif boyanmig sahalarin goriintiilii analiz sistemi ile otomatik olarak

isaretlenmesi.

C Bu sahalarin kapladigi alanin deger olarak program tarafindan okunmasi.

D Alan hesaplamalarinin excell tablosuna kayit edilmesi.

E Skorlama sonucunun toplanmas.




2. Plazma Trigliserit Ol¢iimii

Plazmada trigliserit konsantrasyonu, trigliserit kiti (Biolabo, REF 80219, Fransa)
kullanilarak spektrofotometrede dl¢iildii.

3. Plazma Kolesterol Ol¢iimii

Plazmada kolesterol konsantrasyonu, kolesterol kiti (Biolabo, REF 80106, Fransa)
kullanilarak spektrofotometrede ol¢iildii.

4. Plazma HDL Kolesterol Ol¢iimii

Plazmada HDL kolesterol konsantrasyonu, HDL kolesterol kiti (Biolabo, REF 90406,
Fransa) kullanilarak spektrofotometrede 6l¢iildii.

5. Plazma LDL Kolesterol Ol¢iimii

Plazmada LDL kolesterol konsantrasyonu, LDL kolesterol kiti (Biolabo, REF 90816,
Fransa) kullanilarak spektrofotometrede 6l¢iildii.

6. SAA Olciimii

SAA diizeyi, fare amiloid A diizeylerini non-radyoaktif 6l¢mek i¢in gelistirilmis fare
amiloid A kiti (Biosource, KMA0012, USA) kullanilarak ELISA ile belirlendi. Bu amacla
asagidaki asamalar izlendi:
1. Numunelerin sulandirilmasi yapildiktan sonra biitiin kuyucuklara 50 pl konjuge anti-mouse
amiloid A ilave edildi. Bunu takiben 50 pl sulandirilmis numune ve standartlar ilgili
kuyucuklara ilave edildi. Pleyt hafifce karistirldi (ilk kuyucuk kromojen blenk olarak ayrild:
bu kuyucuga sadece 100 ul TMB soliisyonu ve 100 pl stop soliisyonu koyuldu).
2. Pleyt kapatilarak 37 °C’de 1 saat inkube edildi.
3. Soliisyon kuyucuklardan aspire edildi.
4. Pleyt calisma yikama tamponu kullanilarak ELISA yikayici ile 3 kez yikandi.
5. Her kuyucuga 100 ul TMB soliisyonu ilave edildi.
6. Pleyt kapatilarak oda 1s1sinda 15 dk inkube edildi.
7. Her kuyucuga 100 pl stop soliisyonu ilave edildi.
8. Absorbans pleyt okuyucu ile kromojen blenke kars1 450 nm’ de okundu. Sonuglar cihaz
tarafindan cizilen standart egriden yine cihaz tarafindan otomatik olarak hesaplanarak elde
edildi.

7. Plazma IL-1p Ol¢iimii

Plazma IL-1p diizeyi, fare IL-1p diizeylerini non-radyoaktif 6l¢mek i¢in gelistirilmis
fare IL-1p kiti (Biosource, KMC0012, USA ) kullanilarak ELISA ile belirlendi. Bu amagla
asagidaki asamalar izlendi:

1. 50 pl standart, numune ve kontroller ilgili kuyucuklara ilave edildi.
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2. Kromojen blenk hari¢ her kuyucuga 50 pl biyotinlenmis anti IL-1f soliisyonu ilave edildi.
[k kuyucuk kromojen blenk olarak ayrildi, bu kuyucuga sadece 100 pl stabilize kromojen
soliisyonu ve 100 pl stop soliisyonu koyuldu.
3. Pleyt hafifce karigtirilarak kapatildi ve 37 °C’de 1.5 saat inkube edildi.
4. Aspire edildi ve ELISA yikayici kullanarak 4 kez yikandi.
5. Kromojen blenk hari¢ her kuyucuga 100 pl streptavidin-HRP ¢alisma soliisyonu ilave
edildi.
6. Pleyt kapatilarak oda 1s1sinda 30 dk inkube edildi.
7. Aspire edildi ve ELISA yikayici ile 4 kez yikandi.
8. Her kuyucuga 100 pl stabilize kromojen ilave edildi ve renk maviye dondii.
9. 30 dk oda 1s1sinda ve karanlikta inkube edildi.
10. Her kuyucuga 100 pl stop soliisyonu ilave edildi ve renk maviden sariya dondii.
11. Absorbans pleyt okuyucu ile kromojen blenke kars1 450 nm’de okundu. Sonuglar cihaz
tarafindan ¢izilen standart egriden yine cihaz tarafindan otomatik olarak hesaplanarak elde
edildi.

8- Plazma IL-6 Olciimii

Plazma IL-6 diizeyi, fare IL-6 diizeylerini non-radyoaktif 6lgmek i¢in gelistirilmis fare
IL-6 kiti (Biosource, KMC0062, ABD) kullanilarak ELISA ile belirlendi. Bu amagla
asagidaki asamalar izlendi:
1. Uygun kuyucuklara 100 pl hazirlanan standart soliisyonlarindan ve kontrollerden konuldu.
2. Numunelerin konulacagi kuyucuklara 50 pl standart sulandirici tampon ilave edildi. Bunu
takiben 50 pl numune ilgili kuyucuklara eklendi. Pleyt hafifce karistirildi (ilk kuyucuk
kromojen blenk olarak ayrildi bu kuyucuga sadece 100 pl stabilize kromojen soliisyonu ve
100 pl stop soliisyonu konuldu).
3. Pleyt kapatildi ve oda 1s1sinda 2 saat inkube edildi.
4. Aspire edildi ve ELISA yikayici kullanarak 4 kez yikand.
5. Kromojen blenk hari¢ her kuyucuga 100 pl biyotinlenmis anti IL-6 soliisyonu ilave edildi.
6. Pleyt kapatilarak oda 1s1sinda 30 dk inkube edildi.
7. Aspire edildi ve ELISA yikayici ile 4 kez yikandi.
8. Kromojen blenk hari¢ her kuyucuga 100 pl streptavidin-HRP ¢alisma soliisyonu ilave
edildi.
9. Pleyt kapatilarak oda 1s1sinda 30 dk inkube edildi.
10. Aspire edildi ve ELISA yikayici ile 4 kez yikandi.

11. Her kuyucuga 100 pul stabilize kromojen ilave edildi ve renk maviye dondii.
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12. 30 dk oda 1s1sinda ve karanlikta inkube edildi.
13. Her kuyucuga 100 pl stop soliisyonu ilave edildi ve renk maviden sartya dondii.
14. Absorbans pleyt okuyucu ile kromojen blenke kars1 450 nm’de okundu. Sonuglar cihaz
tarafindan cizilen standart egriden yine cihaz tarafindan otomatik olarak hesaplanarak elde
edildi.

9. Plazma TNF-a Ol¢iimii

Plazma TNF-a diizeyi, fare TNF-a diizeylerini non-radyoaktif 6l¢mek i¢in gelistirilmis
fare TNF-a kiti (Biosource, KMC3012, USA) kullanilarak ELISA ile belirlendi. Bu amagla
asagidaki asamalar izlendi:
1. Uygun kuyucuklara 100 pl hazirlanan standart soliisyonlarindan konuldu.
2. Numunelerin konulacagi kuyucuklara 50 pl inkubasyon tamponu ilave edildi. Bunu
takiben 50 ul numune ilgili kuyucuklara ilave edildi. Pleyt hafifce karistirildi. (Ilk kuyucuk
kromojen blenk olarak ayrildi, bu kuyucuga sadece 100 ul stabilize kromojen soliisyonu ve
100 pl stop soliisyonu konuldu).
3. Yiiksek ve diisiik kontrolden 100 pl ilgili kuyucuklara ilave edildi.
4. Kromojen blenk hari¢ her kuyucuga biyotinlenmis anti-TNF-a soliisyonundan ilave edildi
ve karistirildi.
5. Pleyt kapatildi ve oda 1s1sinda 90 dk inkube edildi.
6. Aspire edildi ve ELISA yikayici kullanarak 4 kez yikandi.
7. Kromojen blenk hari¢ her kuyucuga 100 pl streptavidin-HRP ¢aligma soliisyonu ilave
edildi.
8. Pleyt kapatilarak oda 1s1sinda 30 dk inkube edildi.
9. Aspire edildi ve ELISA yikayici ile 4 kez yikandi.
10. Her kuyucuga 100 pl stabilize kromojen ilave edildi ve renk maviye dondii.
11. 30 dk oda 1s1sinda ve karanlikta inkube edildi.
12. Her kuyucuga 100 pl stop soliisyonu ilave edildi ve renk maviden sariya dondii.
13. Absorbans pleyt okuyucu ile kromojen blenke kars1 450 nm’de okundu. Sonuglar cihaz
tarafindan cizilen standart egriden yine cihaz tarafindan otomatik olarak hesaplanarak elde

edildi.

Istatistiksel Degerlendirme
Dokulardaki amiloid birikim siddetinin gruplara gére dagilimi ve organ agirlik

oranlarinin gruplara gore dagilimiminin istatistiki degerlerinin saptanmasinda; SPSS 13.0 for
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Windows ( Release 13.0, Copyright © SPSS Inc, The Apache Software Foundation, 1989-
2004) programi kullanildi.

Gruplar arasi farkliliklar1 belirlemek amaci ile tek yonlii varyans analizi yapildi.
Varyans analiz sonuglarina gore istatistiki diizeyde 6nem bulunmasi halinde hangi gruplar
arasindaki farkin 6nemli oldugunu belirlemek amaci ile de Tukey Gergek Onemli Fark testi
yapildi. P<0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Organlardaki amiloid olusum oranlarina iliskin verilerin istatistik analizlerinde; Graph
Pad Instat (Graph Pad Instat tm Copyright © 1990-1993 GraphPad Software V2.02 Dr.
Granger, LSU Medical Center, 9315218 ) programindan yararlanilarak Khi-kare ve Fischer
kesin Khi kare testleri yapildi.

Plazma degerlerinin gruplara gére dagilimina iliskin verilerin istatistik analizlerinde;
Graph Pad Instat paket istatistik programindan yararlanilarak Kruskall Wallis ve Dunn’s
coklu karsilagtirma testi uygulandi. Bu diyetlerin farkli stirelerde (4 ve 10 hafta)
uygulanmasinin farelerin plazma degerleri {izerine etkisini ortaya koymak amaci ile SPSS
13.0 for Windows programindan yararlamlarak Wilcoxon Isaret testi yapildi. Her bir diyet
grubunun plazma degerlerinin birbirileri arasindaki iligkisini ortaya koymak amaci ile
Pearson’s Korelasyon testi uygulandi. Korelasyon katsayilarinin 6nem kontrolii t testi ile

yapildi.

Etik Kurul izni ve Deney Hayvam Kullanma Sertifikasi

Bu ¢aligmada deney hayvani kullanilmasi ve deney hayvanlari tizerinde belirtilen
deneysel islemlerin yapilabilmesi icin Uludag Universitesi Hayvan Bakim ve Kullanim
Komitesinin 29.12.2005 tarih ve 2 sayili karar1 ile onay alinmistir. Deney hayvanlari iizerinde
deneysel muameleler Deney Hayvani Kullanimi ve Bakimi Sertifikasyonuna sahip bir

arastirmaci (A.A.) (Sertifika No: 2004/42) tarafindan yiiriitiilmiistiir.
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1. PLAZMA BULGULARI

BULGULAR

1.1 Calismanin I. Asamasina Ait Plazma Bulgular:

Farkli oranda yag ve kolesterol igeren yemlerle kontrol gruplarina uygulanan 4

haftalik besi sonunda elde edilen SAA ve plazma sitokin degerleri Tablo-1 ile Sekil-3, 4, 5 ve

6’da verilmistir.

Elde edilen sonuglara gore; yiiksek yag ve/veya yliksek kolesterol igeren gruplarda

SAA degerleri anlamli olarak yiikselmistir (Tablo-1, Sekil-3).

Tablo-1 Kontrol farelerinde yem gruplarina gére SAA ve plazma sitokin degerleri (n=15)

YEM GRUPLARI"
Plazma
Degerleri Kontrol Kontrol Kontrol Kontrol Kontrol
NYNK YYYK YYSK DYYK DYSK
X £+ S.E. X £S.E. X £S.E. X £S.E. X+ S.E.
SAA 244445 148.3+50.6 182457% | 260.2+87.4%* | 7974248
(pg/ml)
TNF-a 5.541.0 4.740.8 6.4+1.5 79415 77414
(pg/ml)
1L-1B 10.6=1.0 11.3+4.6 10+0.7 8+0.8 11.4+1.4
(pg/ml)
1L-6 42404 7.543.0 7.742.9 41404 42404
(pg/ml)

*(p< 0.05) ** (p< 0.01) Kruskall Wallis ve Dunn’s ¢oklu karsilastirma testi.

* NYNK: Normal yag-normal kolesterol, YYYK:Yiiksek yag-yiiksek kolesterol, YYSK:Yiiksek yag-sifir kolesterol,
DYYK:Diisiik yag-yiiksek kolesterol, DYSK: Diisiik yag-sifir kolesterol
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Sekil-3 Kontrol ve deneme farelerinde yem gruplarina gore SAA diizeyleri (n=15)

* NYNK: Normal yag-normal kolesterol, YYYK:Yiiksek yag-yiiksek kolesterol, YYSK:Yiiksek yag-sifir kolesterol,
DYYK:Diisiik yag-yiiksek kolesterol, DYSK: Diisiik yag-sifir kolesterol
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Kontrol farelerinden diisiik yag gruplarinda TNF-a degerlerinde ve yiiksek yag
gruplarinda ise IL-6 degerlerinde hafif yiikselmeler dikkati ¢ekmis ancak bunlar anlaml1

bulunmamistir. IL-1p diizeylerinde ise farklilik gézlenmemistir (Tablo-1, Sekil-4, 5, 6).
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Sekil-4 Kontrol ve deneme farelerinde yem gruplarina gore TNF-a diizeyleri (n=15)

* NYNK: Normal yag-normal kolesterol, YYYK:Yiiksek yag-yiiksek kolesterol, YYSK: Yiiksek yag-sifir kolesterol,
DYYK:Diisiik yag-yiiksek kolesterol, DYSK: Diisiik yag-sifir kolesterol
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Sekil-5 Kontrol ve deneme farelerinde yem gruplarina gore IL-6 diizeyleri(n=15)

* NYNK: Normal yag-normal kolesterol, YYYK: Yiiksek yag-yiiksek kolesterol, YYSK:Yiiksek yag-sifir kolesterol,
DYYK:Diisiik yag-yiiksek kolesterol, DYSK: Diisiik yag-sifir kolesterol

Farkli oranda yag ve kolesterol igeren yemler ile kontrol gruplarina uygulanan 4
haftalik besi sonunda elde edilen plazma lipit degerleri Tablo-2 ve Sekil-7’de verilmistir.

Yag ve kolesteroliin yiiksek oldugu YYYK grubunda plazma total lipit, trigliserit,
HDL-kolesterol ve LDL- kolesterol degerlerinde anlamli (p< 0.05) artislar gozlenirken, yagin
ve kolesteroliin kisitlandigit DY SK grubunda plazmadaki trigliserit, kolesterol, HDL-
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kolesterol ve LDL-kolesterol degerlerinde anlamli (p< 0.05) diisiisler saptanmistir (Tablo-2,

Sekil-7).
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Sekil-6 Kontrol ve deneme farelerinde yem gruplarina gore IL-1p diizeyleri (n=15)

* NYNK: Normal yag-normal kolesterol, YYYK: Yiiksek yag-yiiksek kolesterol, YYSK:Yiiksek yag-sifir kolesterol,
DYYK:Diisiik yag-yiiksek kolesterol, DYSK: Diisiik yag-sifir kolesterol

Tablo-2 Kontrol farelerinde yem gruplarina gére plazma lipit degerleri (n=15)

YEM GRUPLARI*
Plazma Kontrol Kontrol Kontrol Kontrol Kontrol
Degerleri NYNK YYYK YYSK DYYK DYSK
X £S.E. X +S.E. X+ S.E. X £+ S.E. X £S.E.
Total Lipid
(mg/dl) 609.7+35.4%° | 684.2+38.3% 5814+34.7% 489.6+30.8° | 554.6£23.6™
Trigliserid
(mg/dl) 89.9+10.9% 96.2+9.4% 75.4+6.3% 75.4+8.6™ 59.1£5°
Kolesterol
(mg/dl) 101.4+9.7° 91.6+4.5% 86.5+2.9%° 74.1£3.9% 73.242 8°
HDL-
Kolesterol 54.3+4.8% 70.8+6° 58.442 4% 46.3+1.8> 41.5+1.8°
(pg/ml)
LDL-
Kolesterol 101.9+9.0% 126.2+10.8* 96.6:10 71.5410.2° 64.6+10.2°
(mg/dl)

a - ¢: Ayni satirda degisik harfler ile gosterilen gruplar arasindaki farklar 6nemlidir (p<0.05).
(Kruskall Wallis ve Dunn’s ¢oklu karsilagtirma testi ).

NYNK: Normal yag-normal kolesterol, YYYK:Yiiksek yag-yiiksek kolesterol, YYSK:Yiiksek yag-sifir kolesterol,
DYYK: Diisiik yag-yiiksek kolesterol, DYSK: Diisiik yag-sifir kolesterol
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Sekil-7 Kontrol farelerinde yem gruplarina gore plazma lipit degerleri (n=15)

* NYNK: Normal yag-normal kolesterol, YYYK:Yiiksek yag-yiiksek kolesterol, YYSK:Yiiksek yag-sifir kolesterol,
DYYK:Diisiik yag-yiiksek kolesterol, DYSK:Diisiik yag-sifir kolesterol

2. Calismanin II. Asamasina Ait Plazma Bulgulan

Freund’s adjuvant-kazein enjeksiyonu uygulanan farelere ait SAA, plazma sitokin ve
plazma lipit degerlerinin incelenmesi sonucunda elde edilen degerler ve degerlerin gruplar
arasi karsilagtirmasi Tablo-3 ile Sekil-3, 4, 5 ve 6’da verilmistir.

Buna gore; yiiksek oranda yag ve/veya kolesterol ile beslenen ii¢ gruptaki SAA
degerleri, yag ve kolesterolii normal olan (NYNK) ve kisitlanmis olan (DY SK) gruplara gore
daha yiiksek olmakla beraber, bu farklilik istatistiki olarak 6nemli bulunmamistir (Tablo-3,
Sekil-3).

TNF-a degerleri sifir kolesterollii yem ile beslenen DYSK ve YYSK gruplarinda
artmis ve Ozellikle DYSK grubundaki artis, yag ve kolesterolii yiiksek yemle beslenen YYYK
grubuna gore istatistiki onemde (p< 0.05) bulunmustur (Tablo-3, Sekil-4). IL-6 degerlerinde
yiiksek yag ve/veya yiiksek kolesterol i¢eren yemlerle beslenen sirastyla YYSK, DY YK,
YYYK gruplarinda normal yem grubuna gore hafif artis gdzlenmis ancak anlamli
bulunmamistir. Buna karsilik yag ve kolesterolii kisitlanmig olan DYSK grubunda IL-6
degerleri tiim diger gruplara kiyasla 6nemli derecede (p< 0.05) diigmiistiir (Tablo-3, Sekil-5).
Tiim deney gruplarinda IL-1P degerlerinde normal yem grubuna kiyasla anlamli bulunmayan

ayn1 oranda diisiis gdzlenmistir (Tablo-3, Sekil-6).
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Tablo-3 Deneme farelerinde yem gruplarina gére SAA ve plazma sitokin degerleri (n=15)

YEM GRUPLARI
Plazma Deneme Deneme Deneme Deneme Deneme
Degerleri NYNK YYYK YYSK DYYK DYSK
X +S.E. X +S.E. X +S.E. X +S.E. X +S.E.
SAA 14904432 2674+474 27784744 28314434 22704518
(ng/ml)
TNF-o 11.341.9% 10.942.7" 17.042.9% 13.6+£1.8% 17.4+1.6"
(pg/ml)
IL-1p 28.349.6 19.846.3 19.845.4 1945.3 19.344.2
(pg/ml)
1L-6 30.342.1° 32.8+3.2" 39.5+4.2" 345441 14.4+1.8°
(pg/ml)

a - b: Ayni satirda degisik harfler ile gosterilen gruplar arasindaki farklar 6nemlidir
(p< 0.05) (Kruskall Wallis ve Dunn’s ¢oklu karsilagtirma testi).

NYNK: Normal yag-normal kolesterol, YYYK:Yiiksek yag-yiiksek kolesterol, YYSK:Yiiksek yag-sifir kolesterol,
DYYK:Diisiik yag-yiiksek kolesterol, DYSK: Diisiik yag-sifir kolesterol

Freund’s adjuvant-kazein enjeksiyonu uygulanan farelere ait plazma lipit degerlerinin

yem gruplarina gore dagilimi Tablo- 4 ile Sekil- 8’de verilmektedir.

Yag ve kolesteroliin kisitlandig1 DYSK grubu total lipit degerleri tiim gruplardan

diistiktiir (p<0.05). Trigliserit degerleri diisiik yag gruplarinda (DY YK ve DY SK) normal

yem grubuna gore artmistir (p<0.05).

Tablo-4 Deneme grubu farelerde yem gruplarina gore plazma lipit degerleri (n=15)

YEM GRUPLARI
Plazma Deneme Deneme Deneme Deneme Deneme
Degerleri NYNK YYYK YYSK DYYK DYSK
X+ S.E. X+ S.E. X+ S.E. X + S.E. X + S.E.
Total Lipid 516+36.5° 590+32.1° 515.7428.9° | 498.8 +13.1° 395.3+18.8°
(mg/dl)
Trigliserid 39.4+6.8° 42.9+4.1% 56.8+5.4%° 67.8+5.9° 59.7+3.4%
(mg/dl)
Kolesterol 105.5+6.1% 119.4+11.2° 102.9+£7.2%® 94.5+4 4% 88.7+5.3°
(mg/dl)
HDL-
Kolesterol 71.945.8 82.5+4.9 82.1£5.2 67.943.1 67+2
(pg/ml)
LDL-
Kolesterol 97+10.9 85.3+7 934494 77.7+9.8 77.8+7.6
(mg/dl)

a - ¢: Ayni satirda degisik harfler ile gosterilen gruplar arasindaki farklar 6nemlidir (p<0.05) (
Kruskall Wallis ve Dunn’s ¢oklu karsilastirma testi )
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Ayrica DY YK grubunun trigliserit artis1 YY YK grubuna gére de anlamlidir (p<0.05).
Bunun yani sira DYSK grubu kolesterol degeri YY YK grubuna kiyasla diismiistiir (p<0.05).
Yiiksek yagli yem gruplarinda (YYYK, YYSK) HDL-kolesterol oranlar1 diger gruplardan
daha yiiksek olmakla birlikte bu fark anlamli bulunmamistir (Tablo-4 , Sekil-8).
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Sekil-8 Deneme grubu farelerde farkli yem gruplarina gore plazma lipit degerleri (n=15)

* NYNK: Normal yag-normal kolesterol, YYYK:Yiiksek yag-yiiksek kolesterol, YYSK:Yiiksek yag-sifir kolesterol,
DYYK: Diisiik yag-yiiksek kolesterol, DYSK: Diisiik yag-sifir kolesterol

1.3 Calismanin 1. ve II. Asamasina Ait Plazma Bulgularimin Karsilastirilmasi

Kontrol ve deneme gruplarindaki farelerin plazma degerlerinin yem gruplarina gore
dagilimi ve her bir yem grubu i¢in kontrol ve deneme farelerine ait degerlerin karsilastirilmasi
Tablo-5’te ve Sekil 3, 4, 5 ve 6’da verilmistir.

Buna gore Freund’s adjuvant-kazein soliisyonunun enjeksiyonunu takiben tiim
gruplardaki farelerde SAA (Tablo-5, Sekil-3), TNF-a (Tablo-5, Sekil-4) ve IL-6 (Tablo-5,
Sekil-5) degerleri enjeksiyon uygulanmayan kontrollerine kiyasla 6nemli derecede artis
gostermistir. SAA ve IL-6 artislari tiim gruplarda ¢ok 6nemli (p<<0.001) bulunurken, TNF- o
daki en bariz artis YYSK ve DYSK gruplarinda (p<0.001) olup, bunu YYYK, DYYK
(p<0.01) ve NYNK gruplari (p<0.05) izlemistir (Tablo-5).

1.4 Negatif Kontrol Grubu Plazma Degerleri

Calismanin basindan sonuna kadar sadece NYNK yemi ile beslenen ve amiloid
olusturulmayan negatif kontrol grubu farelerine ait plazma degerleri Tablo-6’da verilmistir.
Buna gore fare bazal kontrol diyeti (NYNK) ile 4 hafta beslenen fareler ile (Tablo-1 ve 2), 11

hafta beslenen farelerin plazma degerleri arasinda fark bulunamamustir (Tablo-6).
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Tablo-5 Kontrol ve Deneme Farelerine ait plazma degerlerinin yem gruplarina gore dagilimi ve karsilastirilmasi

Normal Yag-Normal

Yiiksek Yag-Yiiksek

Yiiksek Yag-Sifir

Diisiik Yag-Yiiksek

Diisiik Yag-Sifir

Kolesterol Grubu Kolesterol Grubu Kolesterol Grubu Kolesterol Grubu Kolesterol Grubu
(NYNK) (YYYK) (YYSK) (DYYK) (DYSK)
Kontrol Deneme Kontrol Deneme Kontrol Deneme Kontrol Deneme Kontrol Deneme
X+S.E. X+S.E. X+S.E. X+S.E. X+S.E. X+S.E. X+S.E. X+S.E. X+S.E. X+S.E.
Total Lipid *% ok
g/l 609.7+35.4 516+36.5 684.2+38 3 590+32.1 5814347 | 515.7428.9 | 489.6:30.8 | 498.8+13.1 | 554.6+23.6 395+18.8
TZﬁgﬁng 89.9410.9%% | 39.4+6.8%*% | 062+9.4%* | 42.9+4.1%* | 754+63% | 56.8+5.4% 75.4+8.6 67.845.9 59.145 59.7+3.4
Kolesterol 101 4 1 " % S s % %
(ng/d) 01.449.7 05.5+6.1 91.6+4.5 119.4+11.2 86.5+2.9 1029472 | 74.143.9 94.5+4 4 732428 88.7+5.3
HDL(;)I;ZES;"“’I 54344.8% | 71.9458% 70.8+6 82,5040 | 58.4:2.4%% | 82.1452%% | 46341.8%% | 67.043.1%% | 41.5+].8%* 67425
LDL(ﬁg"/lgls)teml 101.949.0 974109 | 1262+10.8% |  85.3+7* 96.6+10 934494 | 7155102 | 77.749.8 64.6+10.2 77.847.6
(5;3) 24.4+4.5%% | 1490+432%% | 148+£50.6%* | 2674+474%* | 182+57%*% | 2778+1744%* | 260+£87.4%* | 2831+434%* | 79.7424.8%* | 2270+5]18%*
(g/l;% 5.54] 11.341.9%% | 4740.8% 10.942.7% | 64+1.5%% | 17.242.0%% | 709+1.5% | 13.6+1.8% 7741 4% 17.441 6%
(IpLg'/in[f) 10,641 28.349.6 11.344.6 19.846.3 1040.7 19.845.4 840.8 1945.3 11.441.4 19.344.2
(;;fﬂ) 4040 4% 30.3+2.1%* 7.543%% 32.843.2%F | 7742.9%% | 30.5142%% | 4.120.4%% | 34.5+4.1%* 4040 4%+ 14.4+1 8**

*: Ayni diyet grubu icinde hastalik olusturulmadan 6nce ve sonra saptanan degerler arasindaki fark 6nemlidir (*: p<0.05, **: p<0.01, ***:

p<0.001)

NYNK: Normal yag-normal kolesterol, YYYK:Yiiksek yag-yiiksek kolesterol, YYSK:Yiiksek yag-sifir kolesterol, DYYK: Diisiik yag-yiiksek kolesterol, DYSK: Diisiik yag-sifir

kolesterol
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Tablo-6 Negatif kontrol grubuna ait SAA, plazma sitokin ve plazma lipit degerleri

Hafta (SAA TNF-o | IL-1§ | IL-6 E:’;:‘tl Trigliserit | Kolesterol E?l]e‘s'teml Ezl];;teml
pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (mg/dI) (mg/dl) (mg/dl) (pg/ml) (mg/dI)
X=S.E. X+S.E. | X+S.E. | X+SE. | X+S.E. X=S.E. X=S.E. X=S.E. X=S.E.

4 24.4+4.5 | 5.5%1 10.6£1 | 42404 | 60.7£354 | 89.9+10.9 | 101.429.7 | 543+48 | 101.9£9.0

1T 1268:3.6 | 6.150.5 | 11.120.68 | 4403 | 612.4426.2 | 92.6:6.4 | 1035 58+2 105.3+7.8

2. TARTIM BULGULARI

2.1. Calismanin I. Asamasina Ait Agirhk Olgiim ve Oranlar:

Dort haftalik besi sonunda kontrol farelerinde yem gruplarina gore karaciger, bobrek,
dalak ile, karin ve bobrek ¢evresi yaglart agirliginin canli viicut agirligina oranlari ve gruplar
aras1 farkliliklar Tablo-7’de verilmistir. Dort haftalik besi sonrasinda yag agirliginin viicut
agirligina oraninin yiiksek yag iceren yemle beslenen YYYK ve YYSK gruplarinda diger
gruplara kiyasla daha yiiksek oldugu gézlenmistir. Ozellikle hem yiiksek yag hem de yiiksek
kolesterol i¢ceren yem ile beslenen YY YK grubundaki artig anlamli (p<0.01) bulunmustur
(Tablo-7, Sekil-9). Dort haftalik besi sonrasinda karaciger agirliginin viicut agirligina orani
bakimindan en yiiksek deger NYNK grubunda saptanmis (p<0.001), DYSK yem grubunda
sadece NYNK grubuna gore, YYYK grubunda ise DYSK harig, tiim gruplara gére énemli
(p<0.001) derecede diisiik bulunmustur. Bobrek ve dalak agirliklarinin canli agirliga orani

bakimindan yem gruplar1 arasinda herhangi bir farklilik saptanamamaistir (Tablo-7).

Tablo-7 Kontrol farelerinde yem gruplarina gore karaciger, bobrek, dalak ve yag agirliginin canli
viicut agirhigina oranlari.

GRUPLAR’ n Yag/Canh Agirhik Orani Karaciger/Canh Agirhk Orani
NYNK 15 0.026255 + 0.0015104° 0.056445 + 0.0012312°
YYYK 15 0.035952 = 0.0031669" 0.048214 +0.0012172°
YYSK 15 0.032115 £ 0.0029194 0.052655 + 0.0011669*
DYYK 15 0.0234 = 0.0017724° 0.053626 + 0.0011068"
DYSK 15 0.026338 = 0.0019851° 0.050757 = 0.00061°

Dalak/Canh Agirhik Oram Bobrek/Canh Agirhk Oram
NYNK 15 0.005005 = 0.0013604 0.01274 = 0.0003834
YYYK 15 0.003962 + 0.0002836 0.012475 + 0.0006852
YYSK 15 0.00422 + 0.0003644 0.01329 + 0.0003563
DYYK 15 0.004019 + 0.0002245 0.012416 + 0.0003312
DYSK 15 0.003945 + 0.0002431 0.011852 = 0.0003679

a—c: Ay siitunda degisik harfler ile gdsterilen gruplar arasindaki farklar 6nemlidir (p< 0.05)

(Varyans analizi ve Tukey Ger¢ek Onemli Fark testi).

40



0,04
0,035

0,03
0,025 - ]----- T E—— T

0O Kontrol

0,02
m Deney

0,015 -
001+-1 [NEE----1 [ .-

Yag Agrig / Canli Agriik (gn)

| |

| |
0,005 | - R S

| |

| |

NYNK YYYK YYSK DYYK DYSK
Gruplar

Sekil-9 Kontrol ve deneme farelerinde yem gruplarina gore viicut yagi agirliginin canl
agirliga oran1 (n=15).

*NYNK: Normal yag-normal kolesterol, YYYK:Yiiksek yag-yiiksek kolesterol, YYSK: Yiiksek yag-sifir kolesterol,
DYYK: Diisiik yag-yiiksek kolesterol, DYSK: Diisiik yag-sifir kolesterol

2.2. Calismanin II. Asamasina Ait Agirhk Ol¢iim ve Oranlar1

11 haftalik besi sonunda deneme farelerinde yem gruplarina gore karaciger, bobrek,
dalak ile, karin ve bobrek cevresi yaglart agirliginin canli viicut agirligina oranlar1 ve gruplar
aras1 farkliliklar Tablo-8’de verilmistir. Onbir haftalik besi sonrasinda yag agirliginin viicut
agirligina orani yiiksek yag iceren yem ile beslenen gruplardan YYSK grubunda en yliksek
olup, bu artis diisiik yaglh yemle beslenen DY YK ve DYSK gruplarinin degerlerine gore
anlamli (p<0.01) bulunmustur (Tablo-8, Sekil-9).

11 haftalik besi sonrasinda karaciger ve dalak agirliklarinin canli agirliga orani
bakimindan yem gruplar1 arasinda herhangi bir farklilik saptanamamigtir (Tablo-8). Buna
karsilik bobrek agirligimin viicut agirligina orani bakimindan en yiiksek deger YYYK
grubunda saptanmis (p<0.01), bu grupla NYNK, DYYK ve DYSK gruplar1 degerleri
arasindaki fark 6nemli (p<<0.01) bulunmustur (Tablo-8).
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Tablo-8 Deneme farelerinde farkli yem gruplarina gore organ agirliklarinin canli agirliklara

orani (n=30)

GRUPLAR’ n Yag/Canh Agirhik Orani Karaciger/Canh Agirhik Oram
NYNK 30 0.01962424 + 0.00213282* 0.08944848 +0.01848876
YYYK 30 0.01725417 £ 0.00311016™ 0.07457917 £ 0.0039332
YYSK 30 0.02779 + 0.00416299* 0.08227333 +0.00368827
DYYK 30 0.01286429 + 0.0024677° 0.10641429 +0.02843659
DYSK 30 0.01523913 +0.00184781° 0.07521304 £ 0.00295659

Dalak/Canh Agirhik Oram Bobrek/Canli Agirhik Oram
NYNK 30 0.00837576 = 0.00096528 0.01651212 + 0.00045531°
YYYK 30 0.0102125 +0.00116562 0.01916667 + 0.0011856°
YYSK 30 0.01071 £ 0.00126156 0.01783 + 0.00063783*
DYYK 30 0.00953214 + 0.00089776 0.01616786 + 0.00036015°
DYSK 30 0.00902174 + 0.0009679 0.01593478 + 0.00060304°

a-b: Aym siitundaki degisik harfler ile gdsterilen gruplar arasindaki farklar dnemlidir (p<0.01).

(Varyans Analizi ve Tukey Ger¢ek Onemli Fark testi ).

*NYNK: Normal yag-normal kolesterol, YYYK:Yiiksek yag-yiiksek kolesterol, YYSK:Yiiksek yag-sifir kolesterol,
DYYK: Diisiik yag-yiiksek kolesterol, DYSK: Diisiik yag-sifir kolesterol

3. DOKU BULGULARI

3.1. Calismanin I. Asamasina Ait Doku Bulgulan

3.1.a. Nekropsi Bulgular:

Farkl1 oranda yag ve kolesterol iceren yemler ile yapilan 4 haftalik besi sonunda
uygulanan nekropsilerde yagli ve/veya kolesterollii yemler ile beslenen gruplardaki
hayvanlarda karin bolgesi yaglarinin diger iki gruba kiyasla daha fazla oldugu goriilmiistiir.
Organlarin makroskobik incelemesinde yine yagli ve kolesterollii yem gruplarinda

karacigerlerin renginin diger gruplara kiyasla daha solgun olmasi dikkati ¢ekmistir.

3.1.b. Histopatolojik Bulgular

Farkli oranda yag ve kolesterol iceren yemler ile yapilan 4 haftalik besi sonunda dalak,
karaciger ve bobrek dokularinin histopatolojik incelemesinde gruplar arasinda gézlenen tek
farklilik yagl ve kolesterollii yem gruplarinda karacigerde yaglanma varligi olup, bu
gruplarda hepatositlerin sitoplazmasinda vezikiiler ve vakuoler yaglanma dikkati ¢ekmistir.

Bu asamada gruplarin higbirisinde amiloidozis olusumu gozlenmemistir.
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3.2. Calismanin II. Asamasina Ait Doku Bulgular

3.2.a. Nekropsi Bulgulari

Freund’s adjuvant-kazein enjeksiyonu uygulamasini takiben, ¢alismanin 11. haftasinin
sonunda yapilan nekropsilerde yagh ve/veya kolesterollii yemler ile beslenen gruplardaki
hayvanlarda karin bolgesi yaglarinin diger iki gruba kiyasla daha fazla oldugu saptanmistir.
Ozellikle yiiksek yagli yemle beslenen YYYK ve YYSK gruplarinda bu fark daha da bariz
olarak gozlenmistir (Sekil-10). Organlarin makroskobik incelemesinde siddetli amiloid
birikimi sekillenmis olan bazi dalaklarda biiyiime, yine bazi karacigerlerde ise renkte agilma

ve hafif biiylimeler dikkati ¢ekmistir.

3.2.b. Congo Red ve IHC Boyama Sonuc¢lari

Congo red ve IHC boyamalar sonucunda boyanma gézlenmeyen dokular amiloid
bakimindan negatif olarak kabul edilmistir (Sekil-11A). Amiloid pozitif olan dokularda; IHC
yontemiyle boyanmis preparatlarda amiloidin biriktigi hiicreler arasi bolgeler ve bazi
makrofajlarin hiicre yiizeyleri kahverengi olarak boyanmis, amiloid bulunmayan alanlar
yalnizca mavi olarak goézlenmistir. Amiloid birikimi dalakta genellikle perifollikiiler ince bir
halka olarak baslamis (Sekil-11B) ve giderek yayilmistir (Sekil-11C,D). Siddetli olgularda
dalak kesitinin neredeyse tamamina yakin biiyiik bir bliimiiniin biriken amiloid tarafindan
istila edildigi gorilmiistiir (Sekil-11E,F). Karacigerde amiloid birikimlerine dncelikle
damarlar ¢evresinde rastlanmis ve birikim arttik¢a disse araliklar1 amiloid ile degisen
derecelerde dolup genislemis, amiloid siddeti arttikca etkilenen karaciger alanlar1 artmistir.
Karacigerde birikimler zamanla 1s1nsal tarzda ve ipliksi bir yapida gézlenmistir (Sekil-
12A,B,C,D). Bobreklerde birikimlere 6zellikle pelvis renalis bolgesinde yer alan tubullerin
bazal membranlarinda ve ikinci olarak da glomeruluslarin kapillar damarlarinin duvarlarinda
rastlanmistir (Sekil-12E,F). Belirgin glomeruler amiloidozis varligina olduk¢a az sayida
rastlanmistir. Amiloidin birikimi ile birlikte birikim olan dokuya ait parankimal hiicrelerde
atrofi, dejenerasyon ve nekroz gibi degisiklikler sekillenmistir.

Amiloid pozitif olan dokularda congo red boyama sonucunda hiicreler aras1 ortamda
birikmis olan amiloidin koyu pembe renkte boyandig1 ve bu boyanan sahalarin polarize filtre

altinda karakteristik sari-yesil yansimalar verdigi gézlenmistir (Sekil-13).
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Sekil-10 Farkl diyet gruplarinda abdominal yag miktar

A Diisiik yag sifir kolesterol (DY SK) grubu farede eseri miktarda abdominal yag birikimi

B Normal yag normal kolesterol (NYNK) grubu farede az miktarda abdominal yag birikimi.
C Diisiik yag yiiksek kolesterol (DY YK) grubu farede orta siddette abdominal yag birikimi.
D Yiiksek yag sifir kolesterol (YYSK) grubu farede yogun abdominal yag birikimi.

E Yiiksek yag yiiksek kolesterol (YY YK) grubu farede yogun abdominal yag birikimi.
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Yag dokularin IHC yontemiyle boyanmasi sonucunda yag hiicrelerinin
sitoplazmalarinda periniikleer bolgede ve yag hiicrelerini ¢cevreleyen stromal alanlarda
Amiloid A proteinine yonelik pozitif boyanmalar tespit edilmistir. Yag dokudaki pozitif
boyanmalar amiloid sekillenmis hayvanlarda ¢ok daha belirgin, yaygin ve yogun iken,
amiloid negatif hayvanlarin yag dokular1 daha sinirli ve hafif boyanmis, bazen de hig
boyanma olmamustir (Sekil-14). Ozellikle AA pozitif hayvanlarin adipositleri arasindaki
stromal alanlarin kalinlasarak belirginlestigi ve yer yer makrofajlar ile infiltre oldugu
goriilmiistiir. Amiloidozis negatif olarak degerlendirilen yag dokularinda hiicreler arasi

stromal alanlarin goriilmedigi ve makrofaj infiltrasyonunun olmadig1 gézlenmistir.

3.2.c. Sistemik AA Amiloidozis Pozitiflik Orani ve Organlara Gore Dagilim

Freund’s adjuvant - kazein enjeksiyonu uygulamasindan sonra farelerde amiloidozis
olusum oranlar1 ve organlara gore tutulum oranlarinin gruplar arasi karsilagtirilmasi Tablo-9
ve Sekil- 15°de verilmistir.

Gruplar amiloid pozitif hayvan sayisina gore degerlendirildiginde en yiiksek olusum
DY YK grubunda (% 80) olup, bunu % 73.34’liikk olusum oranu ile iki yiiksek yagli yem grubu
olan YYYK ve YYSK gruplari izlemis, daha sonra DYSK (% 70) ve NYNK (% 60) gruplari
gelmistir. Sistemik AA amiloidozis olusumu bakimindan gruplar arasinda gézlenen fark
istatistiki olarak 6nemli bulunmamistir (Tablo-9, Sekil-15). Negatif kontrol grubu farelerinde
amiloidozis olusumuna rastlanmamustir.

Amiloid birikim oran1 ve siddetinin en diisiik oldugu organ bobrek, en yiiksek oldugu
organ ise dalak olarak saptanmistir. Tiim gruplarda amiloid birikimleri dncelikle dalakta
gbzlenmis, dalaginda amiloid sekillenmeyen hayvanlarin diger organlarinda da amiloid
goriilmemistir. Bazi hayvanlarin sadece dalaginda amiloid birikimi gozlenirken, bazilarinda
dalak ve karacigerde, bazilarinda ise dalak, karaciger ve bobrek olmak {izere her ii¢ organda
birden amiloid birikimlerine rastlanmuistir.

Karaciger ve bobrek tutulumu bakimindan en yiiksek skora sahip olan grup YYYK
grubu olmus ve bunu DY YK grubu izlemistir. Karacigerde amiloid olusum orani sirasiyla
YYYK (17/30) (p< 0.05), YYSK (13/30), DYYK (12/30), NYNK (9/30) ve DYSK (6/30)
seklinde bulunmustur. Yag ve kolesteroliin kisitlandigi1 DY SK grubunda karacigerde amiloid
goriilme orani tiim diger gruplardan 6nemli derecede (p< 0.05) daha diisiik goézlenmistir.
Bobrekte amiloid olusumu sirastyla YYYK (12/30), DYYK (9/30) ve diger gruplarda (2/30)
rastlanmistir. Yiiksek kolesterol gruplarinda sekillenen bobrek tutulumu diger gruplara oranla

anlamli derecede (p< 0.05) yiiksek bulunmustur ( Tablo-9, Sekil-15).
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Sekil 11  Dalak dokularinda gruplara goére Amiloid A antikoru ile IHC boyama

A Amiloid negatif dalak, Negatif kontrol grubu, Bar =200 p

B Dalakta hafif siddette perifollikiiler amiloid birikimi, DYSK grubu, Bar = 200 p
C Dalakta orta siddette amiloid birikimi, NYNK grubu, Bar =200 p

D Dalakta orta siddette amiloid birikimi, DYYK grubu, Bar =200 p

E Dalakta siddetli amiloid birikimi, YYYK grubu, Bar = 500 u

F Dalakta yaygin ve siddetli amiloid birikimi, YYSK grubu, Bar =200 p
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Sekil-12 Amiloid pozitif karaciger ve bobrek, Amiloid A antikoru ile IHC boyama

A Karacigerde orta siddette amiloid birikimi, NYNK grubu, Bar = 50 p

B Karacigerde orta siddette amiloid birikimi, DY YK grubu, Bar =50 p

C Karacigerde siddetli amiloid birikimi, YYDK grubu, Bar = 100 p

D Karacigerde siddetli amiloid birikimi, YYYK grubu, Bar =50 p

E Bobrekte hafif siddette peritubuler amiloid birikimi, DY YK grubu, Bar =200 p
F Bobrekte orta siddette glomeruler amiloid birikimi, YYYK grubu, Bar = 100 p
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Sekil-13 Dalak, karaciger, bobrek dokularinda congo red boyanma

A Dalakta siddetli amiloid birikimi, YYSK grubu, Bar =200 p

B Polarize fitrede amiloid yansisi, dalak, YYSK grubu, Bar =200 p

C Karacigerde siddetli amiloid birikimi, YYYK grubu, , Bar =200 p

D Polarize fitrede amiloid yansisi, karaciger, YY YK grubu, Bar = 200p
E Bobrekte siddetli amiloid birikimi, YYSK grubu, Bar = 100

F Polarize fitrede amiloid yansisi, bobrek, YYSK grubu, Bar = 100u
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Sekil-14 Yag dokusunda amiloid A antikoru ile IHC boyama

A Negatif kontrol grubu, yag dokusu, Bar =100 u

B Yag dokusunda hafif siddette amiloid birikimi, NYNK grubu, Bar = 50 p

C Yag dokusunda hafif-orta siddette amiloid birikimi, DYYK grubu, Bar =50 p

D Yag dokusunda orta siddette-siddetli amiloid birikimi, YYYK grubu, Bar =200 p
E Yag dokusunda siddetli amiloid birikimi, YYYK grubu, Bar = 50pn

F Yag dokusunda siddetli amiloid birikimi, YY YK grubu, Bar = 50p
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Tablo-9 Deneme grubu farelerde yem gruplarina gore amiloidozis olusum oranlar1 ve

organlara gore dagilimi (n=30).

Amiloid Organlara Gore Amiloid Pozitiflilik Sayis1 ve Orani
Groolar| Pozitif Toplam
P Fare Sayisi Dalak Karaciger Bobrek Etgﬂenen
rgan
Sayisil
n 18 18 9 2°
NYNK | 30 % | (% e60) (% 60) (% 30) (% 6.7) 29
n 22 22 17° 12°
YYYK | 30
% | (% 73.34) (% 73.34) (% 56.7) (% 40) 51
n 22 22 13% 2°
30
YYSK % | (%73.34) (%73.34) (%43.3) (% 6.7) 37
ab a
DYYK| 30 o | 24 12 ? 45
* | (%80) (% 80) (% 40) (% 30)
n 21 21 6" 2
DYSK 301 o, 1 (79 (% 70) (% 20) (% 6.7) 29

a - b: Aynu siitunda degisik harfler ile gdsterilen gruplar arasindaki farklar 6nemlidir (p< 0.05).
(Khi-kare ve Fischer kesin Khi kare testleri)

NYNK: Normal yag-normal kolesterol, YYYK:Yiiksek yag-yiiksek kolesterol, YYSK:Yiiksek yag-sifir kolesterol,
DYYK:Diisiik yag-yiiksek kolesterol, DYSK: Diisiik yag-sifir kolesterol

Amiloid Olugum Orani (%)

Gruplar

DYSK

W Dalak
O Karaciger
O Bobrek

Sekil-15 Deneme grubu farelerde, yem gruplarina goére amiloidozis olusum oranlari ve

organlara gore dagilimi (n=30)

NYNK: Normal yag-normal kolesterol, YYYK:Yiiksek yag-yiiksek kolesterol, YYSK:Yiiksek yag-sifir
kolesterol, DYYK: Diisiik yag-yiiksek kolesterol, DYSK: Diisiik yag-sifir kolesterol
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3.2.d. Amiloid Birikimlerinin Siddeti

Freund’s adjuvant-kazein enjeksiyonu uygulamasindan sonra amiloid pozitif farelerde
amiloid birikim siddetinin gruplara gore dagilimi Tablo-10 ve Sekil-16’da verilmistir.

Amiloid pozitif oldugu belirlenen dalaklarda goriintiilii analiz sistemi ile dl¢iilen
amiloid birikimlerinin siddeti (yogunlugu) yiiksek yagh ve kolesterollii yemler ile beslenmis
olan YYYK, YYSK ve DYYK gruplarinda, diger gruplara (NYNK ve DYSK) gore olduk¢a
yiiksek ¢ikmistir. Siralama yiiksekten algaga YYSK, YYYK, DYYK ve NYNK seklinde
olmus, yag ve kolesteroliin kisitlandigit DY SK grubunun amiloid birikim yogunlugu tiim

gruplardan daha diisiik bulunmustur (p<0.05) (Tablo-10 ve Sekil-16).

Tablo -10 Amiloid pozitif dalaklarda amiloidin birikim siddeti (um?’

Amiloid Birikim Siddeti
Gruplar* Amiloid Pozitif Dalak Sayist
X + SX
NYNK 18 160 986.1 + 60 592.4%
YYYK 22 366 303.2 + 55 220%
YYSK 22 442 667 + 170 651.6°
DYYK 24 346 832.8 + 109 937.5%
DYSK 21 38.858.6 + 14 993.6"

a-b: Ayni siitunda degisik harfler tastyan grup ortalamalari arasindaki farklar 6nemlidir (p< 0.05).
(Varyans analizi ve Tukey Ger¢ek Onemli Fark testi)

NYNK: Normal yag-normal kolesterol, YYYK:Yiiksek yag-yiiksek kolesterol, YYSK:Yiiksek yag-sifir kolesterol,
DYYK: Diisiik yag-yiiksek kolesterol, DYSK: Diisiik yag-sifir kolesterol

Yagl ve/veya kolesterollii yem gruplarinda etkilenen organ sayis1 ve dalaktaki amiloid
yogunlugu, NYNK ve DYSK yem gruplarindan daha yiiksek bulunmustur. Karacigerin
etkilenme oran1 DYSK grubunda 6nemli derecede diisiik (p< 0.05) olup, bobrek tutulumunun
yliksek kolesterol gruplarinda (YY YK, DYYK) anlamli derecede (p< 0.05) yiiksek oldugu
gozlenmistir. Dalakta en yogun amiloid birikimine YYSK (442.667 um®) grubunda
rastlanmus, bunu sirastyla YYYK (366 303 pm?), DY YK (346 832.8 um”) ve NYNK
(160 986 um®) gruplari takip etmistir.
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500000
450000 -
400000 f- -
350000 | - B
300000 -
250000 - | m Amiloid birikim siddeti (um2)

200000 -
150000 |
100000 | - - N
50000 | - B S e
0 | | |

NYNK YYYK YYSK DYYK DYSK

Amiloid birikim siddeti (um2)

Gruplar

Sekil-16 Deneme grubu farelerde, yem gruplarina goére dalaktaki amiloid birikim siddeti.

NYNK: Normal yag-normal kolesterol, YYYK:Yiiksek yag-yiiksek kolesterol, YYSK:Yiiksek yag-sifir kolesterol,
DYYK: Diisiik yag-yiiksek kolesterol, DYSK:Diisiik yag-sifir kolesterol

DYSK (38.858 um”) grubundaki dalak amiloid yogunlugu énemli derecede (p<0.05)
diisiik olup, DY SK grubunda, plazma IL-6 ve plazma total lipit degerlerinde de diger gruplara
gbre anlamli diisiis saptanmistir (p<0.001). Ayrica, dalakta en fazla amiloid yogunluguna
sahip YYSK grubunda yagin viicut agirligina orani da tiim gruplardan daha ytiksek

bulunmustur.

4. PARAMETRELERIN KENDi ARALARINDA KARSILASTIRILMASI
Calisma sonucunda elde edilen bazi doku ve kan degerleri kendi aralarinda

karsilastirilmis, sonuclari agagidaki sekillerle (Sekil 17-39) verilmistir.

90,00 500000
80,00 - —+ 450000
70,00 | 4 400000
60,00 | 1 350000
50.00 | + 300000
40,00 | -+ 250000
- 200000
30,00 1 1 150000
20,00 - + 100000
10,00 + + 50000
0,00 r r r r o]
NYNK YYYK YYSK DYYK DYSK
|=e— AA olusum orani (%) —O— AA birikim siddeti (um2) |

Sekil-17 Amiloidozis olusum orani ile amiloid birikim siddetinin karsilastirilmasi

Sekil-17’de gozlenildigi gibi gruplardaki amilodozis olusum oranlari ile amiloid

birikim siddeti arasinda dogrudan iligkili bulunmamustur.
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920 3000 3000 500000
80 -+ 450000
70 -+ 2500 2500 4 1 400000
60 1 2000 2000 1 T 350000
. 300000
+ 1500 1500 4 + 250000
40 1
+ 200000
30 1 14 1000 1000 4 1 150000
201 1 500 500 4 -+ 100000
101 + 50000
0 T T T T 0 0 T T T T 0
NYNK YYYK YYSK DYYK DYSK NYNK YYYK YYSK DYYK DYSK
|~e— AA Olusum orani (%) 0= SAA (ug/ml) | | o= SAA (ugiml) o= AA birikim siddeti (un2) |
Sekil-18 Amiloidozis olusum orani ile SAA Sekil-19 Amiloid birikim siddeti ile SAA
degerlerinin karsilastirilmasi degerlerinin karsilastiriimast

Sekil-18 ve 19°da gozlendigi gibi SAA egrisi, amiloidozis pozitiflik orani ile olduk¢a
paralel seyretmis, ancak ayni derecede paralel bir iliski amiloid birikim siddeti ile SAA

degerleri arasinda gézlenmemistir.

20 90 20 500000
18 | leo 18 | 1 450000
16 | 170 16 | 1 400000
141 1o 141 1 350000
12 1 s 12 1 300000
10 10 —+ 250000
8 T4 8 1 200000
61 130 61 1 150000
4 T2 4 4 100000
24 T10 24 + 50000
0 : : : : 0 0 : : : : 0
NYNK YYYK YYSK DYYK DYSK NYNK YYYK YYSK DYYK DYSK
| o~ TNF-a (pg/ml) ~®- AA Olusum oran (%) |0~ TNF-a (pg/m)) ~o~ AA birikim siddeti (um2)

Sekil-20 Amiloidozis olusum orani ile TNF-a  Sekil-21 Amiloid birikim siddeti ile TNF-a
degerlerinin karsilagtirilmasi degerlerinin karsilastiriimasi

Sekil-20 ve 21°de gozlendigi gibi amiloidozis olusum orant ile plazma TNF- o
degerleri arasinda ters korelasyon saptanmustir (Sekil-20). Amiloidozis olusum orani arttikga
TNF- a azalmis, olusum oran1 azaldik¢a da TNF- a artmistir. Amiloid birikim siddet egrisi ile
plazma TNF- a egrisi sadece YYSK ve DY YK grubunda paralellik gostermis ancak, amiloid
siddet egrisinin DY SK grubuna denk gelen diislisiine TNF- a egrisi tam tersine pik bir
yiikselme ile cevap vermistir (Sekil-21).

Bunlarin disinda dikkati ¢eken bir bulgu kolesterol ile TNF- a arasindaki ters
korelasyondur. Yiiksek kolesterollii yem yiyen gruplarda TNF-o nin diistiigii ve diisiik
kolesterollii gruplarda ise TNF-a’nin yiikseldigi goriilmiistiir. Bu ters korelasyon Sekil-22’de

gosterilmistir.
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20

140

18 4
16
14 4
12 4
10

— =~

N B O
I

o

1120
{100
1 80
1 60
140
+20

NYNK YYYK YYSK DYYK

|~ TNF-a (pg / ml) == Kolesterol (mg / dJ) |

DYSK

Sekil-22 Plazma TNF-a degerleri ile plazma kolesterol degerlerinin karsilagtiriimasi

Sekil-22’de gozlendigi gibi plazma TNF-a degerleri ile plazma kolesterol degerleri

arasinda ters korelasyon olup, biri artarken digeri azalmistir.

920 45
80 + 40
70 +35
60 +30
50 +25
40 +20
30 4 +15
20 +10
10 4 +5
0 0
NYNK YYYK YYSK DYYK DYSK
|~8— AA Olusum orani (%) == 1L6 (pg/m) |

45

40 |
35 |
30 |
25 |
20 |
15
10

NYNK YYYK YYSK DYYK DYSK

o= 116 (pg/ml) == AA birikim siddei (um2) |

500000

+ 450000
-+ 400000
+ 350000
+ 300000
T 250000
1 200000
+ 150000
+ 100000
+ 50000

0

Sekil-23 Amiloidozis olusum orani ile IL-6
degerlerinin karsilastirilmasi

Sekil-24 Amiloid birikim siddeti ile IL-6
degerlerinin karsilagtirilmasi

Sekil-23 ve Sekil-24’de gozlendigi gibi plazma IL-6 degeri ile amiloidozis olusum

orani arasinda paralellik bulunamamis (Sekil-23), amiloid birikim siddeti ile plazma IL-6

degeri arasinda ise mutlak bir paralellik gézlenmistir (Sekil-24).

90 30
80
t 25
701
60 t 20
50
15
401
30 L 10
201
t5
10
0 T T T T 0
NYNK YYYK YYSK DYYK DYSK
|~8— AA Olusum orani (%) == IL-1p (pgim) |

30

25

20 O o

NYNK YYYK YYSK DYYK DYSK

o= IL-1 (pg/ml) ~o— AA birikim siddeti (um2) |

500000

T 450000
T 400000
T 350000
+ 300000
+ 250000
+ 200000
T 150000
-+ 100000
T 50000

0

Sekil-25 Amiloidozis olusum orani ile IL-1f3
degerlerinin karsilastirilmasi

Sekil-26 Amiloid birikim siddeti ile IL-13
degerlerinin karsilastirilmasi

Sekil-25 ve 26’da goriildiigii gibi amiloidozis olusum orani ve birikim siddeti ile IL-1

degerleri arasinda iliski gozlenmemistir.

54




90
80
70
60
50
40
30
20

NYNK YYYK YYSK DYYK DYSK

|-e— AA olusum orant (%) == Total lpid (mg/d)) |

700
T 600
+ 500
T 400
T 300
T 200

101 1100

700

500000
1 450000
+ 400000
+ 350000
-+ 300000
+ 250000
-+ 200000
+ 150000
+ 100000
+ 50000
0

600 |
500 |
400
300
200
100

NYNK YYYK YYSK DYYK DYSK

== Total lipid (mg/dl) o= AA birikim siddeti (um2)

Sekil-27 Amiloidozis olusum orani ile total
lipit degerlerinin karsilastirilmast

Sekil-28 Amiloid birikim siddeti ile total lipit
degerlerinin karsilastirilmasi

Sekil-27 ve Sekil-28’de gézlendigi gibi plazma total lipit egrisi ile amiloidozis olusum

orani ve siddet egrileri arasinda mutlak bir paralellik olmamakla birlikte 6zellikle amiloid

birikim siddeti egrisindeki DY SK grubuna denk gelen diisiis ile plazma total lipit egrisindeki

ayni gruba denk gelen diisiis arasinda paralellik bulunmustur (Sekil-28).

90
80 4
70
60 4
50
40 4
30
20 4
10 4
0

NYNK YYYK YYSK DYYK DYSK

|8~ AA olusum orans (%) == Trigliserid (mg/d)) |

80

+70
+ 60
T 50
+ 40
+30
+20
+10

0

80
70 4
60
50 4
40
30
20 4
10
0

500000
+ 450000
+ 400000
+ 350000
-+ 300000
+ 250000
+ 200000
+ 150000
+ 100000
+ 50000
0

NYNK YYYK YYSK DYYK DYSK

| == Trigliserid (mg/dl) = AA birikim siddeti (um?) |

Sekil-29 Amiloidozis olusum orani ile trigliserit
degerlerinin karsilagtiritlmasi

Sekil-30 Amiloid birikim siddeti ile trigliserit
degerlerinin karsilagtiritlmast

Sekil 29 ve 30’da goriildiigii gibi trigliserit degerleri ile amiloidozis olusum orani ve

siddeti arasinda bariz bir paralellik gdzlenmemistir.

140

120 4
80
60
40

20 4

0

NYNK YYYK YYSK DYYK DYSK

‘+ Kolesterol (mg/dl) ~®= AA olusum oran1 (%)

90

180
+70
160
150
+40
130
+20
+10

0

140 500000
1 450000
+ 400000
+ 350000
-+ 300000
+ 250000
-+ 200000
+ 150000
+ 100000
1 50000
0

120
100 4
80 4
60 4
40 4
20 4

NYNK YYYK YYSK DYYK DYSK

|=o= Kolesterol (mg/dl) o= AA birikim siddeti (um) |

Sekil-31 Amiloidozis olusum orant ile kolesterol
degerlerinin karsilagtiritlmast
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Sekil-31 ve 32’°de goriildiigili gibi plazma kolesterol deger egrisi ile amiloidozis

olusum orani ve amiloid birikimi siddet egrileri arasinda belirgin bir paralellik bulunmamustir.

90

0

80
70
60
50
40
30 1
20
104

e,

L 80
L 70
L 60
L 50
L 40
L 30
L 20
L 10

NYNK YYYK YYSK DYYK DYSK

|~8— AA olusum orani (%) == HDL (pg/m) |
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0
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500000

+ 450000
-+ 400000
+ 350000
+ 300000
+ 250000
+ 200000
+ 150000
-+ 100000
+ 50000

0

Sekil-33 Amiloidozis olusum orani ile HDL

degerlerinin karsilagtirilmasi

olusum oran1 egrisi arasinda kismi bir paralellik gozlenirken (Sekil-33), HDL-kolesterol ve

amiloid birikimi siddet egrileri arasinda daha belirgin bir pozitif korelasyon kaydedilmistir

Sekil-34 Amiloid birikim siddeti ile HDL

degerlerinin karsilagtirilmasi

Sekil-33 ve 34’de gozlendigi gibi plazma HDL-kolesterol egrisi ile amiloidozis

(Sekil-34).
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Sekil-35 Amiloidozis olusum orani ile LDL

degerlerinin karsilastirilmasi

Sekil-36 Amiloid birikim siddeti ile LDL

degerlerinin karsilastirilmasi

Sekil-35 ve 36’da gozlendigi gibi plazma LDL-kolesterol degeri ile amiloidozis

olusum orani arasinda ters korelasyon gozlenmistir (Sekil-35). Plazma LDL-kolesterol degeri

ile amiloid birikim siddeti egrileri yliksek yagl ve/veya kolesterollii gruplara denk gelen

kisimlarda birbirine paralel olarak yiikselmis ve yine her iki egri DY SK grubuna karsilik

diisiis gostermistir (Sekil-36).
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Sekil-37 Amiloidozis olusum orani ile viicut Sekil-38 Amiloid birikim siddeti ile viicut yag
yag orani degerleri karsilastirilmasi orani degerlerinin karsilastirilmasi

Sekil 37 ve 38’de gozlendigi gibi amiloidozis olusum orani ile viicut yag orani
arasinda paralellik saptanamamustir (Sekil-37), ancak viicut yag oran1 egrisi ile amiloid
birikim siddeti egrilerinin her ikisi de YYSK grubunda pik yaparak ytikselmistir. Ayrica tipki
TNF-a degerlerinde oldugu gibi, viicut yag orani yiiksek kolesterollii yem yiyen gruplarda
diismiis, diistik kolesterollii yem yiyen gruplarda yiikselmistir (Sekil-38).
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Sekil-39 Viicut yag orani ile SAA degerlerinin ~ Sekil-40 Viicut yag orani ile TNF-a
karsilastirilmasi degerlerinin karsilastirilmasi

Sekil- 39°da gozlenildigi gibi SAA degerleri ile viicut yag orani arasinda direkt bir
iliski gozlenememistir.
Sekil-40’da goriildiigii gibi viicut yag orani ile TNF- a egrileri kismen paralel

seyretmistir.
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Sekil-41 Viicut yag orani ile IL-18
degerlerinin karsilagtirilmasi

Sekil-41°de goriildiigii gibi viicut yag orani ile IL-1p degerleri iliskili goriilmemistir.

Sekil-42 Viicut yag orani ile IL-6
degerlerinin karsilagtirilmasi

Sekil-42’de goriildiigii gibi viicut yag orani egrisi ile plazma IL-6 egrisi arasinda

mutlak bir paralellik olmasa da her iki egri de YYSK grubunda pik yapmustir.
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TARTISMA ve SONUC

Farkli amiloidozis tiirleri ile diyet arasindaki iliskiyi agiklayan ve 6zellikle ytliksek
kolesterol diyetlerinin 6nemini bildiren bazi ¢alismalar mevcuttur (35, 53, 196, 197). Buna
karsilik, uzun yillardir bilinen ve bir¢ok hastalikla iligkisi ortaya konulan (75, 78, 80-83)
sistemik AA amiloidozisin patogenezisi hakkinda bilgiler hala yeterli olmayip, beslenme ile
iligkisi son yillarda arastirilmaya baglanmistir (43- 45).

Yemlerdeki yag ve kolesteroliin sistemik AA amiloidozis iizerine etkilerinin
incelendigi bu ¢alismada, gruplardaki amiloid pozitif hayvan oranina bakildiginda, yiiksek
yag ve/veya yliksek kolesterol igeren yemlerle beslenmis DY YK (% 80), YYYK (% 73.34) ve
YYSK (% 73.34) gruplarina ait oranlarin yag ve kolesterolii kisitlanmis DYSK (% 70) ile,
normal yemle beslenen NYNK (% 60) gruplarina kiyasla daha ytiksek olmasi, dikkate deger
bulunmustur (Tablo-9, Sekil-15). Gruplardaki amiloidozis pozitiflik oraninin birbirine yakin
seyretmesi beklenmeyen bir sonug degildir, zira amiloid olusturmak icin farelere enjekte
edilen yagli ve kazeinli sollisyonun peritondan yavas yavas emilmesi SAA’nin ve sitokinlerin
stirekli uyarilarak yiiksek tutulmasina neden olmus ve gruplarda % 60-% 80 arasinda
amiloidozis olusumuna yol agmistir. Nitekim enjeksiyonu takiben tiim gruplardaki SAA ve
plazma sitokin degerlerininin enjeksiyon oncesine gore onemli derecede yiikselmis oldugu
gbzlenmistir ki (Tablo-5, Sekil-3, 4, 5) dolasimdaki SAA ve bazi sitokinlerin artiginin amiloid
olusumu tizerindeki etkisi daha once de bildirilmistir (28-30, 103, 116).

Amiloidozis tipik olarak progressif bir tablo sergiler ve birikimin yogunlugu ile dogru
orantili olan organ yetmezligine yol agar (1). Dolayisi ile etkilenen organ ¢esiti ne kadar fazla
olur ve organda biriken amiloid miktar1 ne kadar siddetli olursa hastaligin prognozu da o
derece agir olup, 6liime yol agabilir ( 2, 3, 199). Bu sebeple bu calismadaki tek kriter amiloid
pozitiflik orani olarak diigiiniilmemis, etkilenen organ sayisi ve etkilenen organlarda biriken
amiloidin miktar1 daha 6nemli kriterler olarak ongoriilmiistiir. Nitekim, degerlerin
karsilastirilmast sonucunda gruplardaki amilodozis olusum oranlar ile amiloid birikim siddeti
arasinda dogrudan iligski bulunmamus (Sekil-17), amiloidozis pozitiflik orani gruplarda yakin
seyretmesine ragmen, etkilenen organ sayisi ve birikimin siddeti bakimindan gruplar arasinda
onemli farkliliklar kaydedilmistir (Tablo-9, 10, Sekil-15).

Farelerdeki deneysel sistemik amiloidozis olgularinda AA amiloid birikiminin 6nce
dalakta ve ozellikle perifollikiiler bolgede sekillendigi, daha sonra ise sirasiyla karaciger ve
bobreklere yayilim gosterdigi bildirilmektedir (178). Bu ¢alismada da amiloid birikimlerinin

tiim gruplarda oncelikle dalakta sekillenmis olmasi ve dalakta amiloid gézlenmeyen
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hayvanlarin diger organlarinda amiloid varligina rastlanilmamasi literatiir bilgisiyle (178)
uyumlu bulunmustur.

Gruplar etkilenen organ sayis1 bakimindan karsilastirildiginda; en yaygin organ
tutulumunun toplam 51 organ ile yag ve kolesteroliin yiiksek oldugu YY YK grubunda
izlenmesi, buna karsilik yag ve kolesteroliin normal oldugu ve kisitlandigi NYNK ve DY SK
gruplarinda ise anlamli olarak diisiik olmasi1 (29 organ) (Tablo-9, Sekil-15) kayda deger bir
sonug olarak kabul edilmistir. Ayrica yliksek kolesterol igeren YYYK grubunda 12 farenin ve
DY YK grubunda 9 farenin bobreklerinde amiloid olusumu goézlenirken, diger gruplarda
sadece 2’ser farenin bobreginde amiloid varligina rastlanmis olmasi da 6nemli bir bulgu
olarak kaydedilmistir (p<0.05). Bu sonug, diyetteki yiiksek kolesteroliin amiloidozisin
viicutta yayilimini hizlandirmada yagdan daha etkili oldugu seklinde yorumlanmustir. Ayrica,
amiloidozis prognozunda etkili olan ( 2, 3, 199) amiloid birikim siddetinin DY SK grubunda
diger gruplardan diisiik olmasi ve en yiiksek birikimin gézlendigi YYSK grubu ile arasindaki
farkin istatistiki 6nemde (p< 0.05) bulunmus olmasi, diyette yag ve kolesterol kisitlamasina
gidilmesinin 6nemini vurgulamistir. YYSK grubunun yani sira, amiloid birikim siddetinin
YYYK ve DYYK gruplarinda da normal yem (NYNK) grubundan daha yiiksek ¢ikmis olmasi
da 6nemli bir bulgu olarak kaydedilmistir. Biitiin bu sonuglar, gida ile alinan yag ve
kolesteroliin amiloid olusumu, amiloidin organlara dagilimi ve biriken amiloidin miktar1
tizerinde 6dnemli arttirict bir etkisi bulundugunu agik¢a gdstermistir.

Bildigimiz kadari ile herhangi bir hastalik olusturulmadan diyetsel yagin farelerde tek
basina SAA’y1 indiikleyebilecegini bildiren yalniz bir rapor mevcuttur (200). Bu nedenle bu
caligmanin ilk boliimiinde sadece besindeki yag ve kolesterol artisinin SAA ve sitokinler
lizerine bir etkisinin olup olmadig: saglikl farelerde incelenmistir. Sonucta 4 haftalik besi
sonunda yiiksek yag gruplarinda (YYYK ve YYSK), IL-6 seviyesinde anlamli bulunmasa da
hafif yiikselmeler goriilmiistiir (Tablo-1, Sekil-5). Ayni zamanda YYYK, YYSK ve DYYK
gruplarinin hepsinde de SAA degerleri diger iki gruba gore daha yiiksek bulunmus (Tablo-1;
Sekil-3) ve sirastyla DYYK ve YYSK gruplarinda SAA degerlerindeki ylikselmelerin anlaml
(p< 0.01 ve p< 0.05) oldugu goriilmiistiir. Tiim bu bulgular (Tablo-1, Sekil-3), son yillarda
diyetteki yiiksek yag ve kolesteroliin akut faz reaksiyonunu uyarabildigi ve (32, 36-38)
obezite ile akut faz reaksiyonu ve sitokinler arasinda bir iliski olabilecegini bildiren (42-45)
arastirmacilarin raporlarin1 desteklemistir. Lewis ve arkadaslar1 (201), yag diyetlerinin
SAA’y1 arttirmada kolesterolden daha etkili oldugunu, ancak yaga kolesterol ilavesi
yapildiginda bu etkinin katlandigini belirtmislerdir (201). Bu arastirmacilarin aksine bu

calismada ise, yagin SAA degerleri lizerine kolesterolden farkli bir etkisi saptanamamistir
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(Tablo-1, Sekil-3). Buna karsilik, dort haftalik besiye tabi tutulan kontrol grubu farelerde IL-
6 seviyelerinin 6zellikle yiliksek yagl yem gruplarinda (YYYK, YYSK) arttig1, diisiik yagh
(DYYK) yem grubunda ise yiikselmedigi dikkati ¢cekmistir (Tablo-1, Sekil-5). Bu sonug,
yagin IL-6"nin yiikselmesinde kolesterolden daha etkili olup olmadigi sorusunu akla
getirmistir.

Amiloid fibrillerinin prekursorii olan SAA artisinin amiloid olusumu tizerindeki etkisi
bilinmektedir (28, 103, 116). Bu ¢alismada dolagimdaki SAA degerlerinin amiloidozis
pozitiflik orani ile oldukca paralel seyrettigi (Sekil-18) fakat amiloid birikim siddeti ile SAA
degerleri arasinda ayni derecede paralel bir iliski bulunmadig: (Sekil-19) gozlenmistir. Bu
sonuca gore, SAA’nin amiloidozis olusumundaki 6nemi bir kez daha vurgulanmis olmakla
birlikte, dolasimdaki SAA seviyelerinin tek basina amiloid birikim siddetini etkilemedigi
sonucuna varilmistir.

Sitokin inhibitdrlerinin kanatlilarda deneysel olarak indiiklenmis amiloidozis siddetini
azalttig1 daha 6nce gosterilmistir (103, 202). Ayrica, dolasimda artan IL-6 ve TNF- o’nin
amiloid olusumu iizerindeki etkisini (29, 30) ve dolagimdaki IL-6 seviyelerinin
diistiriilmesinin amiloidozis olusumunu azalttigin1 bildiren (155) yayinlar da mevcuttur. Bu
calismada IL-1, IL-6 ve TNF- a seviyelerinin amiloidozis ile iligkisi incelenmis, sonug
olarak IL-1p ve TNF- a’nin deneme farelerinde amiloid olusumu iizerinde anlaml1 etkisi
gbzlenmemistir (Tablo-1 ve 3, Sekil-4, 20 ve 21, Sekil-6, 25 ve 26). Hatta ilging bir sekilde
amiloidozis olusum orani ile plazma TNF- o degerleri arasinda ters korelasyon saptanmistir
(Sekil-20). Buna karsilik, en az amiloid siddetinin gozlendigi DYSK grubunda IL-6
degerlerinin tiim gruplardan 6nemli derecede (p< 0.05 ) (Tablo-3, Sekil-5) diisiik olmas1
dikkati cekmis ve amiloid birikim siddeti ile plazma IL-6 degeri arasinda mutlak bir paralellik
gbzlenmistir (Sekil-24). Bu bulgu amiloidozis olusumunda IL-6’nin 6nemini vurgulayan
literatiir bilgisini (29, 155, 158) desteklemis ve IL-6 seviyelerinin kanda diislik tutulmasinin
amiloidin siddetini azaltabilecegini bir kez daha gostermistir. Bu nedenle bu ¢alisma diyetteki
yag ve kolesterol kisitlamasiyla IL-6 seviyelerinin 6énemli dl¢giide diisiiriilebilecegine ve bu
sayede amiloidozis prognozunda diizelme saglanabilecegine de dikkati ¢ekmistir.

Yag dokusu, olgun adipositleri, preadipositleri kapsayan stromavaskuler alan ile
endotelyal hiicreler ve makrofajlari igerir. Obez rodentlerde yag dokuda makrofaj
infiltrasyonunda artis gézlenmesi, bu dokunun yanginin 6nemli bir kaynagi oldugu seklinde
yorumlanmaktadir (48, 49). Bazi aragtirmacilar, obez bireylerde yangisel marker
seviyelerindeki artigin yag dokudan koken alan sitokinlerle iliskili oldugunu iddia etmisler

(46,47) ve obez bireylerde SAA seviyesiyesinde gozlenen artisin, yag doku i¢ine goc eden
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makrofajlarin SAA indiikleyici sitokinleri salgilamalarindan kaynaklanabilecegini (28, 48, 49,
203) bildirmislerdir. Bu sebeple, viicut kitle indeksi ile SAA seviyeleri arasinda giiclii bir
korelasyon oldugu diisiintilmektedir (168). Salazar ve arkadaslar1 (117), yag dokusu fazla
olan hayvanlarda SAA iiretiminin de daha fazla oldugunu bildirmisler; Fried ve arkadagslari
ise (204), adipositlerden ve adiposit stromal hiicrelerinden IL-6 salgilanabilecegini ifade
ederek, yangisel sitokinlerin salinimi ve iiretiminin viseral yag dokusunun artmasiyla iligkili
olabilecegini ileri siirmiislerdir.

Bu ¢aligmada 4 haftalik besi sonrasi en yiiksek yag doku miktaria sahip YYYK ve
YYSK gruplarinin (Tablo-7) ayn1 zamanda da en yiiksek IL-6 seviyesine sahip olan gruplar
oldugu (Tablo-1, Sekil-5) ve YYSK grubunun ayni zamanda anlamli (p< 0.05) SAA artis1
gosterdigi (Tablo-1, Sekil-3) gozlenmistir. Ayrica, enjeksiyonlari takiben en yliksek yag doku
miktarina sahip YYSK grubunun (Tablo-8) ayni zamanda en yiiksek IL-6 seviyesine de sahip
oldugu (Tablo-3, Sekil-5, 42) goriilmiistiir. Bu bulgular, yag hiicrelerinin IL-6 ve SAA
salgilanmasinda rolii olabilecegini ve viicut yag miktarindaki artisin SAA ve IL-6
seviyelerinin yiikseltecegini s0yleyen arastirmacilar: (42- 49, 117, 168, 203, 204 ) ayrica
diyetle zayiflayan insanlarda SAA saliniminin azaldigini ve kalori kisitlamasindan sonra obez
bireylerde yag dokuda IL-6’nin azaldigini belirten arastirmacilari (44,45) da desteklemistir.

Poitou ve arkadaglar1 (43), obez bireylerin derialt1 beyaz yag dokusu 6rneklerinde IHC
boyama ile adipositlerin periniikleer bolgesinde amiloid proteinlerinin varligi yan sira, yag
dokuda fibroblast aktivasyonu ve makrofaj infiltrasyonunu gostermislerdir. Bu ¢alismada da
benzer sekilde, 6zellikle yagl ve kolesterollii yemlerle beslenen farelerde daha belirgin olmak
tizere karin bolgesi adipozitlerinde amiloid A komponent proteinine karsi IHC ile pozitif
boyanma saptanmig ve amiloidli farelerde yag doku igerisinde fibroblast aktivasyonu ve
makrofaj infiltrasyonlart dikkati cekmistir. Bu bulgular yag hiicrelerinin bizzat kendilerinin
SAA salgilayabildiklerini ileri siiren aragtirmacilarin (28, 42-45, 50) goriisiinii de
desteklemistir.

Yiiksek oranda yag iceren ve kolesterol ile desteklenmis diyetle uzun siire beslenen
farelerde karaciger total kolesterol ve total trigliserit oranlari, plazma total kolesterol
degerleri, viicut agirhigi ve yag doku miktarinda artis sekillenir (31). Bununla birlikte ilgili
gen ekspresyonu ile karacigerde akut faz proteinlerinin sentezlenmesinde artis saptandigi (39)
ve dolasgimdaki SAA seviyelerinin arttig1 (31) bildirilmektedir.

Bu arastirmacilarin bulgularini dogrular sekilde, bu ¢aligmada yemdeki yag ve
kolesterolii kisitlamak sureti ile DY SK grubunda plazma total lipit degerlerinin tiim gruplara

kiyasla anlamli (p< 0.05) disiisii ile (Tablo-4, Sekil-8, 28), kolesterol ve HDL, LDL-
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kolesterol seviyelerinde de diisiis saptanmistir (Tablo-4, Sekil-8, 34, 36). DYSK grubunun
ayni zamanda amiloidin de siddet bakimindan en hafif olarak goézlendigi grup olmasi (Tablo-
10, Sekil-16) plazmadaki total lipit degeri basta olmak {izere, ¢esitli plazma lipit degerlerinin
diisiik tutulmasinin amiloid olusum siddetini azaltmak bakimindan faydali olabilecegini
diistindiirmiistiir.

Sonug olarak, bu ¢alismadan elde edilen bulgularla, yag ve/veya kolesterolden zengin
gidalarla beslenmenin indiiklenmis ( kazein ve Freund’s adjuvant emiilsiyonu ile)
amiloidozisin siddet ve yaygimligini artirdigi sonucuna varilmistir. Gidada yag ve kolesterol
kisitlamasina gidilmesinin, etkilenen organ sayisini kisitladig1 ve etkilenmis organlarda
biriken amiloidin miktarini sinirladigi ortaya konmustur. Bu nedenle diyette yag ve kolesterol
kisitlamasina gidilmesinin amiloidozis hastalarinda kétii prognoza karsi etkili bir 6nlem
olacag1 ve dolagimdaki IL-6 ve plazma total lipit seviyelerindeki diisiisiin bunda 6zellikle

etkili oldugu sonucuna varilmistir.
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during storage, store in a dry, cool location. Lysine, % 1.88 Magnesium, % 0.07
Storage under refrigeration (2° C)is Methionine, % 067  Sodium, % 0.13
recommended. Maximum shelf life is six months. ) )
(If long term studies are involved, storing the diet Cystine, % 0.48 Chlorine, % 0.21
at r-‘tzo tC (I)(r colder ’,“?,Y r?tmbntg shelflife.) Be Phenylalanine, % 1.24 Fluorine, ppm 26.4
certain to keep in air tight containers. Tyrosine, % 131 Iron, ppm 198
Threonine, % 1.00 Zinc, ppm 48
Tryptophan, % 0.29 Manganese, ppm 84
Product Forms Available* Catalog # Valine, % 1.47 Copper, ppm 7.8
1/2" Pellet 1811241 Alanine, % 0.71 Cobalt, ppm 0.1
Aspartic Acid, % 1.66 lodine, ppm 0.27
Glutamic Acid, % 5.28 Chromium, ppm 4.0
Glycine, % 0.50 Molybdenum, ppm 3.09
Proline, % 3.04 Selenium, ppm 0.21
Serine, % 1.43
*Other Forms Available By Request C o Vitamins
INGREDIENTS (%) Taurine, % 000
) Vitamin A, 1U/g 5.2
Crisco 31.6599 Fat. % 34.9 o
Casein - Vitamin Free 258448 | FAL % . Vitamin D-3 (added), 1U/g 1.3
Sucrose 12.5219 Cholesterol, ppm 0 Vitamin E, IU/kg 64.6
Dextrin 11.2696 Linoleic Acid, % 1.65  vitamin K (as menadione), ppm 0.65
Powdered Cellulose 6.4612 Linolenic Acid, % 0.25 Thiamin Hydrochloride, ppm 7.8
Soybean 02: 3.2306 Arachidonic Acid, % 0.00  Riboflavin, ppm 78
Potassium Citrate, Tribasic 2.1322 Omega-3 Fatty Acids. % 0.25 .
Monohyarate Tot IgS t t)(ljF tt ’Ao 0.50 iech, pom "
Dicalcium Phosphate 1.6799 otal waturated Fatly : Pantothenic Acid, ppm 19
DIO Mineral Mix 1.2922 Total Monounsaturated Folic Acid, ppm 26
I Fatty Acids, % 0.76 .
AIN-76A Vitamin Mix 1.2922 Pyridoxine, ppm 7.4
Maltodextrin 1.2522 Polyunsaturated Fatty Acids, % 1.97 Biotin, ppm 03
Calcium Carbonate 0.7107 o
. Vitamin B-12, mcg/k 13
L-Cystine 03877 | Fiber (max), % 6:5 Choline Chloride ; ?n 1,292
Choline Bitartrate 0.2584 , > Loride, pp ‘
Yellow Dye 00044 | Carbohydrates, % 26.8  Ascorbic Acid, ppm 0.0
Red Dye 0.0021 2 1. Based on the latest ingredient analysis
Energy (kcal/g) 5.16 information. Since nutrient composition of
From: kcal % natural ingredients varies, analysis will
Protein 0.943 18.3 differ accordingly. Nutrients expressed as
percent of ration on an As Fed basis
Fat (ether extract) 3.140  60.9  gycept where otherwise indicated.
Carbohydrates 1.070 20.8 2. Energy (kcal/gm) - Sum of decimal
fractions of protein, fat and carbohydrate x
4,9,4 kcal/gm respectively.
FEEDING DIRECTIONS
Feed ad libitum. Plenty of fresh, clean water
should be available at all times.
CAUTION:
Perishable, upon receipt store in a cool dry
place, refrigeration recommended.
For laboratory animal experimental use only, -
NOT for human consumption. egD,et
IS0 90012000 ] !
2/8/2006 CERTIFIND WWW.teStdiet.cOm
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Low Fat Purified Diet w/0% Cholesterol/No Lard 5TYC

DESCRIPTION NUTRITIONAL PROFILE'
E/Ir?dlifictatior odeestEieé® Basal Diet 5755 with 0% Protein, % 17.3 Minerals
olesteroland no Lard. Arginine, % 066  Calcium, % 0.46
Storage conditions are particularly critical to Histidine, % 0.49 Phosphorus, % 0.38
TestDiet® products, due to the absence of Isoleucine, % 0.91 Phosphorus (available), % 0.38
antioxidants or preservative agents. To provide e . 0
maximum protection against possible changes Leucine, % 1.64 Potassium, % 0.57
during storage, store in a dry, cool location. Lysine, % 1.38 Magnesium, % 0.05
Storage under refrigeration (2° C)is Methionine, % 049  Sodium, % 0.10
recommended. Maximum shelf life is six months. ) )
(If long term studies are involved, storing the diet Cystine, % 0.35 Chlorine, % 0.15
at -20° C or colder may prolong shelf life.) Be Phenylalanine, % 0.91 Fluorine, ppm 19.3
certain to keep in air tight containers. Tyrosine, % 0.96 Iron, ppm 145
Threonine, % 0.73 Zinc, ppm 35
Tryptophan, % 0.21 Manganese, ppm 62
Product Forms Available* Catalog # Valine, % 1.08 Copper, ppm 5.7
1/2" Pellet 1811242 Alanine, % 0.52 Cobalt, ppm 0.0
Aspartic Acid, % 1.22 lodine, ppm 0.20
Glutamic Acid, % 3.87 Chromium, ppm 29
Glycine, % 0.37 Molybdenum, ppm 2.27
Proline, % 2.23 Selenium, ppm 0.15
Serine, % 1.05
*Other Forms Available By Request C o Vitamins
INGREDIENTS (%) Taurne. % P00 itamin A, 11 3.8
Sucrose 33.1729 o 1-19 ’
Dextrin 298562 | Fat % 4.3 Vitamin D-3 (added), 1U/g 0.9
Casein - Vitamin Free 18.9560 Cholesterol, ppm 0 Vitamin E, IU/kg 47.4
Powdered Cellulose 4.7390 Linoleic Acid, % 121 vitamin K (as menadione), ppm 0.48
Maltodextrin 3.3174 Linolenic Acid, % 0.18 Thiamin Hydrochloride, ppm 5.7
Soybean Oil 2.3700 Arachidonic Acid, % 0.00  Riboflavin, ppm 57
Crisco 1.8962 Omega-3 Fatty Acids, % 018 Niacin, ppm 28
Potassium Citrate, Tribasic 1.5640 Total S d Fatty A 037 T .
Monohydrate otal Saturated Fatty : Pantothenic Acid, ppm 14
Dicalcium Phosphate 1.2320 Total Monounsaturated Folic Acid, ppm 1.9
. . Fatty Acids, % 0.56 L
DIO Mineral Mix 0.9480 _ Pyridoxine, ppm 5.5
AIN-76A Vitamin Mix 0.9480 Polyunsaturated Fatty Acids, % 1.45 Biotin, ppm 0.2
Calcium Carbonate 0.5210 o
. Vitamin B-12, mcg/k 9
L-Cystine 0.2843 | Fiber (max), % 4.7 Choline Chloride : ?n 950
Choline Bitartrate 0.1900 > Loride, pp
Red Dye 00050 | Carbohydrates, % 67.5  Ascorbic Acid, ppm 0.0
2 1. Based on the latest ingredient analysis
Energy (kcal/g) 3.78 information. Since nutrient composition of
From: kcal % natural ingredients varies, analysis will
Protein 0.692 18.3 differ accordingly. Nutrients expressed as
percent of ration on an As Fed basis
Fat (ether extract) 0.384  10.2  gycept where otherwise indicated.
Carbohydrates 2.699 71.5 2. Energy (kcal/gm) - Sum of decimal
fractions of protein, fat and carbohydrate x
4,9,4 kcal/gm respectively.
FEEDING DIRECTIONS
Feed ad libitum. Plenty of fresh, clean water
should be available at all times.
CAUTION:
Perishable, upon receipt store in a cool dry
place, refrigeration recommended.
For laboratory animal experimental use only, -
NOT for human consumption. egD,et
IS0 90012000 ] !
2/8/2006 CERTIFIND WWW.teStdiet.cOm
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Purified Diet w/47PPM Cholesterol from Lard 5TYD

DESCRIPTION NUTRITIONAL PROFILE'
Modification of TestDiet® Basal Diet 5755 with 47 Protein, % 17.3 Minerals
PPM Cholesterol from Lard. Arginine, % 0.66  Calcium, % 0.46
Storage conditions are particularly critical to Histidine, % 0.49 Phosphorus, % 0.38
TestDiet® products, due to the absence of Isoleucine, % 0.91 Phosphorus (available), % 0.38
antioxidants or preservative agents. To provide e . 0
maximum protection against possible changes Leucine, % 1.64 Potassium, % 0.57
during storage, store in a dry, cool location. Lysine, % 1.38 Magnesium, % 0.05
Storage under refrigeration (2° C)is Methionine, % 049  Sodium, % 0.10
recommended. Maximum shelf life is six months. ) )
(If long term studies are involved, storing the diet Cystine, % 0.35 Chlorine, % 0.15
at -20° C or colder may prolong shelf life.) Be Phenylalanine, % 0.91 Fluorine, ppm 19.3
certain to keep in air tight containers. Tyrosine, % 0.96 Iron, ppm 145
Threonine, % 0.73 Zinc, ppm 35
Tryptophan, % 0.21 Manganese, ppm 62
Product Forms Available* Catalog # Valine, % 1.08 Copper, ppm 5.7
1/2" Pellet 1811243 Alanine, % 0.52 Cobalt, ppm 0.0
Aspartic Acid, % 1.22 lodine, ppm 0.20
Glutamic Acid, % 3.87 Chromium, ppm 29
Glycine, % 0.37 Molybdenum, ppm 2.27
Proline, % 2.23 Selenium, ppm 0.15
Serine, % 1.05
*Other Forms Available By Request C o Vitamins
|NGRED|EKI'|95(%) Taurine, % 0.00 e
Vitamin A, 1U/g 3.8
Sucrose 30.3064 o
Dextrin 970757 | Fat % 10.0  vitamin D-3 (added), 1U/g 0.9
Casein - Vitamin Free 18.9560 Cholesterol, ppm 48 Vitamin E, IUlkg 47.4
Lard 5.0300 Linoleic Acid, % 1.70  vitamin K (as menadione), ppm 0.48
Powdered Cellulose 4.7390 Linolenic Acid, % 0.21 Thiamin Hydrochloride, ppm 5.7
Mif"tOdeXtrin 3.0306 Arachidonic Acid, % 0.01 Riboflavin, ppm 5.7
Crisco 2.6000 Omega-3 Fatty Acids, % 021 Niacin, ppm 28
Soybean Oil 2.3700 ’
Total Saturated Fatty A 2.46 i i
Potassium Citrate, Tribasic 1.5640 Y Pantothenic Acid, ppm 14
Monohydrate Total Monounsaturated Folic Acid, ppm 1.9
s Fatty Acids, % 2.67 L
Dicalcium Phosphate 1.2320 Pyridoxine, ppm 5.5
AIN-76A Vitamin Mix 0.9480 Polyunsaturated Fatty Acids, % 1.96 Biotin, ppm 0.2
DIO Mineral Mix 0.9480 T
. Vitamin B-12, mcg/kg 9
Calcium Carbonate 05210 | Fiber (max), % 4.7 Choline Chioride. bom 950
L-Cystine 0.2843 , > Loride, pp
Choline Bitartrate 01900 | Carbohydrates, % 61.7  Ascorbic Acid, ppm 00
Blue Dye 0.0050 2 1. Based on the latest ingredient analysis
Energy (kcal/g) 4.07 information. Since nutrient composition of
From: kcal % natural ingredients varies, analysis will
Protein 0.692 17.0 differ accordingly. Nutrients expressed as
percent of ration on an As Fed basis
Fat (ether extract) 0.900 222 gycept where otherwise indicated.
Carbohydrates 2.470 60.8 2. Energy (kcal/gm) - Sum of decimal
fractions of protein, fat and carbohydrate x
4,9,4 kcal/gm respectively.
FEEDING DIRECTIONS
Feed ad libitum. Plenty of fresh, clean water
should be available at all times.
CAUTION:
Perishable, upon receipt store in a cool dry
place, refrigeration recommended.
For laboratory animal experimental use only, -
NOT for human consumption. egD,et
IS0 90012000 ] !
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Low Fat Purified Diet w/225PPM Cholesterol from Lard

STYE

DESCRIPTION

Modification of TestDiet® Basal Diet 5755 with 225

PPM Cholesterol from Lard.

Storage conditions are particularly critical to
TestDiet® products, due to the absence of
antioxidants or preservative agents. To provide
maximum protection against possible changes
during storage, store in a dry, cool location.

Storage under refrigeration (2° C) is

recommended. Maximum shelf life is six months.
(If long term studies are involved, storing the diet
at -20° C or colder may prolong shelf life.) Be

certain to keep in air tight containers.

Product Forms Available*
1/2" Pellet

*Qther Forms Available By Request
INGREDIENTS (%)

Sucrose

Dextrin

Casein - Vitamin Free
Powdered Cellulose
Maltodextrin
Soybean Oil

Lard

Potassium Citrate, Tribasic
Monohydrate

Dicalcium Phosphate
DIO Mineral Mix
AIN-76A Vitamin Mix
Calcium Carbonate
L-Cystine

Choline Bitartrate
Cholesterol

Yellow Dye

Blue Dye

Catalog #
1811244

33.1660
29.8500
18.9521
4.7380
3.3167
2.3695
1.8958
1.5637

1.2317
0.9478
0.9478
0.5209
0.2843
0.1900
0.0207
0.0033
0.0017

FEEDING DIRECTIONS

Feed ad libitum. Plenty of fresh, clean water

should be available at all times.

CAUTION:

Perishable, upon receipt store in a cool dry

place, refrigeration recommended.

For laboratory animal experimental use only,

NOT for human consumption.

2/8/2006

NUTRITIONAL PROFILE

CERTIFIND
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Protein, % 17.3
Arginine, % 0.66
Histidine, % 0.49
Isoleucine, % 0.91
Leucine, % 1.64
Lysine, % 1.38
Methionine, % 0.49
Cystine, % 0.35
Phenylalanine, % 0.91
Tyrosine, % 0.96
Threonine, % 0.73
Tryptophan, % 0.21
Valine, % 1.08
Alanine, % 0.52
Aspartic Acid, % 1.22
Glutamic Acid, % 3.87
Glycine, % 0.37
Proline, % 2.23
Serine, % 1.05
Taurine, % 0.00

Fat, % 4.3
Cholesterol, ppm 225
Linoleic Acid, % 1.39
Linolenic Acid, % 0.19
Arachidonic Acid, % 0.00
Omega-3 Fatty Acids, % 0.19
Total Saturated Fatty A 1.16
Total Monounsaturated
Fatty Acids, % 1.35
Polyunsaturated Fatty Acids, % 1.64

Fiber (max), % 4.7

Carbohydrates, % 67.5

Energy (kcal/g) ? 3.78
From: kcal %
Protein 0.692 18.3
Fat (ether extract) 0.386 10.2
Carbohydrates 2.698 71.5

[0 9001:2000

Minerals
Calcium, %
Phosphorus, %
Phosphorus (available), %
Potassium, %
Magnesium, %
Sodium, %
Chlorine, %
Fluorine, ppm
Iron, ppm

Zinc, ppm
Manganese, ppm
Copper, ppm
Cobalt, ppm
lodine, ppm
Chromium, ppm
Molybdenum, ppm
Selenium, ppm

Vitamins

Vitamin A, 1U/g

Vitamin D-3 (added), IU/g
Vitamin E, 1U/kg

Vitamin K (as menadione), ppm
Thiamin Hydrochloride, ppm
Riboflavin, ppm

Niacin, ppm

Pantothenic Acid, ppm

Folic Acid, ppm

Pyridoxine, ppm

Biotin, ppm

Vitamin B-12, mcg/kg
Choline Chloride, ppm
Ascorbic Acid, ppm

0.46
0.38
0.38
0.57
0.05
0.10
0.15
19.3
145
35
62
5.7
0.0
0.20
2.9
2.26
0.15

3.8
0.9
47.4
0.48
5.7
5.7
28
14
1.9
5.5
0.2
9
950
0.0

1. Based on the latest ingredient analysis
information. Since nutrient composition of
natural ingredients varies, analysis will
differ accordingly. Nutrients expressed as
percent of ration on an As Fed basis

except where otherwise indicated.

2. Energy (kcal/gm) - Sum of decimal
fractions of protein, fat and carbohydrate x

4,9,4 kcal/gm respectively.

lestDiet
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TESEKKUR

Bir doktora tezinin yapimini, i¢indeki 6zveriyi ve karsilasilabilecek tiim zorluklara
ragmen ¢ikis yolunu bana gdsteren Sevgili Danismanim Prof.Dr. Deniz MISIRLIOGLU na,
Patoloji Ana Bilim Dali’n1 se¢memde biiytiik rolii olan Sevgili Hocam Prof.Dr. M. Miifit
KAHRAMAN’a, Ana Bilim Dali Baskanimiz Sevgili Hocam Prof.Dr. Giirsel SONMEZ e,
yabanci dil ve geviri konusunda yardimlarmi esirgemeyen Yard. Dog.Dr. I. Taci CANGUL e,
projemizde de yardimlari olan Yard.Dog.Dr. M. Ozgiir OZYIGIT’e, her konuda manevi
desteklerini esirgemeyen ¢alisma arkadaslarim Aras.Gor.Dr. Ahmet AKKOC ve Aras.Gor.
Rahgsan YILMAZ’a, teknisyenimiz Mehmet Ali KARAHAN’a tesekkiirii bir borg bilirim.

Uludag Universitesi Deney Hayvanlar1 Yetistirme ve Arastirma Merkezi’nde bana
gosterdikleri yakin ilgi ve yardimlar1 i¢in basta Vet.Hek. Faruk BUYUKYILDIZ olmak iizere
Merkezin tiim personeline, kan alimlari sirasinda biiyiik destegi olan Do¢.Dr. Cenk AYDIN’a,
homojenatlar1 hazirlamama yardimei olan Dr. A. Burak GUNGOR’e, Dog.Dr. Kadir
YESILBAG’a, ¢alismamizin biyokimyasal analizlerini yapan Fakiiltemiz Biyokimya A.B.D.
Sevgili Hocam Prof.Dr. Meltem CETIN ve arkadaslarim Aras.Gor.Dr. Saime AYDINLI ve
Aras.Gor. Duygu UDUM’a, Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji A.B.D. Ogretim
Uyesi Sevgili Hocam Prof.Dr. Gither GORAL’a ve Dr. Ferah BUDAK ’a, bu ¢alismada tezini
kaynak olarak kullandigim ve her agsamasinda bana manevi destek olan Yard.Dog¢.Dr. Alper
SEVIMLI’ye, tezimde istatistik konusunda her tiirlii destegi ve morali veren Degerli Hocam
Dog¢.Dr. Faruk BALCI’ya, yine istatistik konusunda destek veren Aras.Gor. Ender
CARKUNGOZ e, ¢alismanin basindan itibaren her tiirlii yardimimi ve destegini esirgemeyen
Vet.Hek.Dr. Ahmet MISIRLIOGLU ve Sevgili kardesim Denizhan MISIRLIOGLU na,
deney hayvanlarina manipulasyon sirasinda yardimlari olan Dr. Ozgiir Biilent TIMUCIN’e,
enjeksiyon ve tartimlarda yardimlar1 olan Vet.Hek. Eren ERGUN, Vet. Hek. Mehmet-Sifa
DEMIRPENCEye, yardimlari igin Vet.Hek. Emre BAHADIROGLU ve Sevgili Arkadasim
Aras.Gor.Dr. Fiisun AK’a ve son olarak her konuda desteklerini hissettigim aileme ve tiim

dostlarima sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.
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OZGECMIS

19.06.1979 tarihinde izmir’de dogdum. ilk 6grenimimi Bornova Kars Ilkokulu’nda,
ortadgrenimimi Bornova Suphi Koyuncuoglu Ortaokulu’nda, liseyi Bornova Hayrettin Duran
Lisesinde bitirdim. 1997 yilinda bagladigim Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi ni, 2002
yilinda bitirdim. 10 Eyliil 2002 tarihinde Uludag Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii’nde
doktora egitimime basladim. 15 Aralik 2002 tarihinde Uludag Univesitesi Veteriner Fakiiltesi
Patoloji Ana Bilim Dali’na Arastirma Goérevlisi olarak girdim. Halen ayni1 Ana Bilim

Dali’nda Arastirma Gorevlisi olarak gorevime devam etmekteyim.
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