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TURKCE OZET

Diinya genelinde ve iilkemizde siit sigirlarinm en yaygm ve en Onemli
hastaliklarindan olan mastitis, ciddi ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Hastaligin
akut sathasmnda sekillenen siit verimi, hak sagligi ve hayvan refahi ile iliskili
problemlere ek olarak, kronik yangisal siirecte sekillenen fibrozis, fonksiyonel iinite
kayb1 ve ilerleyen donemlerde meme dokusunun tamamen korelmesi ile
sonuglanabilir. Bagisiklik sisteminin ndbetgi hiicreleri olarak bilinen mast hiicreleri,
cesitli fizyolojik ve patolojik siireglerde ve fibrozis olusumunda aktif olarak rol
oynarlar. Bu hiicrelerin farkli doku ve organlarda yangisal siirecte aldiklar1 gérevler
kapsamlica bilinse de mastitisler sirasinda aldiklar1 rollere iliskin bilgiler son derece
smirhdir. Tez calismasmnda ineklerin dogal mastitis vakalarinda ve farelerde
olusturulan akut ve kronik mastitis modelinde mast hiicrelerinin mastitis
patojenezindeki olasi rolleri bu hiicrelerin ilgili dokudaki varliklarinin tespiti,
mikroanatomik  yerlesimleri, immunofenotipleri ve aktiviteleri incelenerek
sorgulanmistir. Calismada ayrica mast hiicre stabilizasyonunun yangisal reaksiyon
profiline ve fibrozis olusumuna etkileri de in vivo model dahilinde arastirilmistir. Son
olarak, kiiltire edilen meme dokusu fibroblastlarinin proliferatif kapasiteleri ve
kollajen sentez potansiyelleri mast hiicrelerine ait triptaz ve kimaz enzimleri varliginda
degerlendirilmistir. Mastitisli meme dokularinda mast hiicre sayisinin ve aktivitesinin
artis gosterdigi ve bu artigin fibrozisin siddeti ile dogrudan iligkili oldugu tespit
edilmistir. Mast hiicre stabilizasyonunun yangmm siddetini azalttigi ve fibrozisi
hafiflettigi de ortaya konmustur. Triptaz enziminin inek ve fare meme fibroblastlar1
tizerinde proliferatif etkiye sahip oldugu ve bu hiicrelerin kollajen sentez kapasitelerini
artirdigr goriilmiistiir. Kimaz enzimi ile kiiltiire edilen fibroblastlarda da benzer
proliferatif etkinin sekillendigi tespit edilmistir. Bu bulgularm 1s18inda, mast
hiicrelerinin mastitis patojenezinde Oonemli roller istlendikleri goriilmiis ve hem
yanginn hem de fibrozisin siddetinin hafifletilmesi i¢in bu hiicrelerin
stabilizasyonunun yararl olabilecegi sonucuna varilmaistir.

Anahtar Kelimeler: Mastitis, mast hiicreleri, fibrozis, triptaz, kimaz
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INGILiZCE OZET

Investigation of the Roles of Mast Cells in Lipopolysaccharide (LPS) Induced
Mastitis Model in Mice

Mastitis, one of the most important and the most widespread disease of diary
cattle worldwide and in our country, causes serious economic loses. In addition to milk
yield, public health and animal welfare issues presented during acute phase, chronic
inflammation associated fibrosis can result in functional unit loss and eventually total
loss of mammary tissue. Mast cells, the sentinel cells of the immune system, play
active roles during diverse physiological and pathological processes and fibrosis.
Although the roles of these cells in the inflammatory process of different organs and
tissues are widely known, the information about their roles in mastitis is extremely
limited. In this thesis, presence, microanatomical localization, immunophenotypes,
and activities of mast cells and the presence of fibrosis were examined in the mammary
glands of naturally occuring mastitis cases and in LPS induced acute and chronic
mastitis model in mice. In addition, the effects of mast cell stabilization on
inflammatory reaction profile and fibrosis were investigated in vivo. Finally, the
proliferative capacity and collagen synthesis potential of cultured bovine and mouse
mammary tissue fibroblasts were evaluated in the presence of mast cell tryptase and
chymase enzymes. Mast cell number and activity were increased in mammary tissues
with mastitis and were correlated with the severity of fibrosis. Mast cell stabilization
reduced the severity of inflammation and alleviated fibrosis. Tryptase increased
proliferative activity of bovine and mouse mammary fibroblast and stimulated
collagen synthesis. Similar proliferative effect were also detected in fibroblasts
cultured with chymase enzyme. In this regard, it was concluded that mast cells play
important roles in the pathogenesis of mastitis and mast cell stabilization may be
beneficial to alleviate the severity of inflammation and fibrosis.

Keywords: Mastitis, mast cells, fibrosis, tryptase, chymase
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1. GIRIS

Mastitis, kisaca meme dokusunun enfeksiydz veya non-enfeksiydz etkenlerden
kaynaklanan yangisi olarak tanimlanabilir. Siit sigirlarinm en yaygm ve en 6nemli
hastaliklarindan biri olan mastitis, iilkemizde ve tiim diinyada ciddi ekonomik
kayiplara yol agmaktadir (Cobirka, Tancin, & Slama, 2020; Gomes, & Henriques,
2016). Mastitis, siit endiistrisinde yol agtig1 kayiplarm yaninda zoonotik hastaliklarin
yayilmasindaki potansiyel, antibiyotik direngliligi, gida giivenligi ve hayvan refahi1
acisindan da son derece onemli bir hastaliktir (Cheng, & Han, 2020; (Pal, Regasa, &
Gizaw, 2019; Petersson-Wolfe, Leslie, & Swartz, 2018; Yilmaz ve ark., 2018).
Mastitisler etkenlerin bulagsma sekillerine gore (gevresel ve kontagiyoz), klinik
goriiniimlerine gore (klinik, subklinik), hastaligin siiresine gore (perakut, akut,
subakut, kronik) ve hastaliga yol acan enfeksiyoz ajanlara gore (Stafilokokal,
Streptokokal, Koliform mastitis vb.) klasifiye edilmektedir (Hamadani ve ark., 2013).
Smiflandrma bashigi her ne olursa olsun, eger hayvan enfeksiyonun erken
donemlerinde uygun ve yeterli bir siire tedavi gormemisse ve 6zellikle subklinik seyirli
enfeksiyonlar s6z konusu ise, kronik yangisal siire¢ meme dokusunda ilerleyici
fibrozis ile sonuglanir. Aktif iiretim yapan meme parensiminin yerini fibréz bag
dokunun almasi siit sentezinin azalmasi veya tamamen kaybiyla sonuglanabilir.

Fibrozis, dokularda ve organlarda ekstraseliiler matriks (extracellular matrix,
ECM) bilesenlerinin asir1 miktarda birikimi ve bag doku hiicrelerinin artigidir (Distler
ve ark., 2019). Farkli doku ve organlarda cesitli etiyolojik faktorlere bagl olarak
sekillenebilse de siklikla kronik yangisal reaksiyonlarm sonucunda meydana gelir
(Henderson, Rieder, & Wynn, 2020). Parenkimal hiicrelerin yerini fibrotik dokunun
almas1 organlarin fizyolojik yapisinin ve fonksiyonlarinin bozulmasina ve ilerleyen
donemlerde organ yetmezliklerine neden olur. Fibrozisi engellemek, yavaslatmak
veya geri dondiirmek adma bu siiregte 6nemli olan hiicreleri, mediyatorleri ve
molekiiler yolaklari hedef alan tedavi stratejileri kismen mevcut olsa da etkin bir tedavi
heniiz mevcut degildir. Fibrozis ile ilgili terapotik yaklasimlar kapsaminda,
arastiricilarin - giincel odaklarmdan birisi mast hiicreleri ve bu hiicrelere ait
proteazlardir. Alerjik reaksiyonlarin, paraziter enfeksiyonlarin, dogal ve kazanilmig
immun yanitlarin da dahil oldugu ¢esitli fizyolojik ve patolojik siireglerde etkin roller

iistlenen mast hiicrelerinin, fibrozis olusumu tizerindeki etkileri de son yillarda 6ne



¢ikmaya baslamistir. Farkli doku ve organlarda dogal olarak sekillenen veya deneysel
olarak olusturulan fibrozis olgularinda mast hiicrelerinin rolleri sorgulansa da bu
hiicrelerin inek meme dokusundaki yangisal siirece olan katkilar1 ve ozellikle de
fibrozis ile seyreden kronik enfeksiyonlar sirasinda aldiklari rollere iliskin bir literatiir
bilgisi bulunmamaktadir. Tez caligmasi bahsi gegen agigin kapatilmasma yonelik,
mast hiicrelerinin mastitis patojenezinde aldiklar1 olast rollerin incelenmesi i¢in
tasarlamistir. Toplamda ii¢ farkli kapsamda organize edilen c¢alismanin birinci
basamagmda, lokal mezbahalardan inek meme dokusu Ornekleri ve aynt meme
dokularna ait olan siit numuneleri temin edilmistir. Meme dokusu ve siit drnekleri
makroskobik, mikroskobik ve mikrobiyolojik analizler kullanilarak saglikli, akut ve
kronik mastitisli olarak klasifiye edilmistir. Meme dokusu 6rneklerinde histokimyasal
ve immunohistokimyasal boyama teknikleri kullanilarak mast hiicrelerinin varligi,
yerlesim yerleri, sayilari, aktiviteleri ve immunofenotipleri incelenmistir. Saglikli ve
yangili meme dokularinda interstisyel bag doku ve fibrozisin varligir gosterilerek
fibrozisin siddeti ile mast hiicre sayis1 arasindaki olasi korelasyon degerlendirilmistir.
Mikrobiyolojik analizler sonucunda izole edilen bakteri tiirii ile meme dokusuna
infiltre olan mast hiicre immunofenotipi arasinda bir iliski olup olmadigi da
sorgulanmistir. Calismanm ikinci basamaginda, deneysel olarak farelerde LPS ile akut
ve kronik mastitis indiiklenmis ve meme dokularinda mast hiicrelerinin varligi,
mikroanatomik yerlesimleri, sayilari, aktiviteleri ve immunofenotipleri incelenmistir.
Fibrozisin indiiklendigi kronik yangi modelinde mast hiicrelerinin olas1 rolleri
irdelenmistir. Ek olarak bu hiicrelerin stabilizasyonunun yangisal profil iizerindeki
etkileri doku IL-1B, IL-6, IL-13 ve TNF-a seviyeleri ve myeloperoksidaz (MPO)
aktiviteleri Olgiilerek aragtirilmistir. Calismanin ii¢lincii basamaginda ise inek ve fare
meme dokularindan izole edilen fibroblastlar triptaz ve kimaz enzimleri ile inkiibe
edilmistir ve bu enzimlerin fibroblastlar tizerindeki proliferatif etkileri ve kollajen

sentezi kapasitelerine etkileri sorgulanmistir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Mastitis

2.1.1. Mastitisin Tanim ve Onemi

Meme dokusunun yangisi olarak tanimlanabilen mastitis, siit sigirlarinin en
yaygin ve en dnemli hastaliklarindan birisidir (Cobirka ve ark., 2020). Ulkemizde ve
tim diinyada siit sigirciligr isletmelerindeki ekonomik kayiplarinmn en Onemli
nedenleri arasinda gosterilmektedir. Bu kayiplara, enfekte meme dokularindan elde
edilen ve kullanilamayan siitler, antibiyotik kalintilar1 nedeni ile olusan iiretim
kayiplari, veteriner hekim ve tedavi masraflari, hayvanlarin erken laktasyon yasinda
stirliden ¢ikarilmasi ve onlarin yerine hayvan konulmasi, enfekte siit ile temas eden
her tiirlii ekipmanin dezenfeksiyonu i¢in gereken masraflar ve hayvan 6liimleri sebep
olmaktadir. Tiim bunlarin yaninda azalmais siit verimi, siit kalitesinde meydana gelen
azalma, fertilitenin diismesi, her bir tohumlama basma verilen ek tlicretler, buzagilama
araliginm ve yavru kayiplarinm artmasi gibi gelecekteki risk oranlarinda da énemli bir
artis sekillenmektedir (Cobirka ve ark., 2020; Gomes, & Henriques, 2016; Rollin,
Dhuyvetterb, & Overton, 2015). Tiirkiye’de mastitisin neden oldugu ekonomik kaybin
tek bir hayvan icin 528,4 - 1207,6 ¥’ye ulasabilecegi; mastitise bagl yillik ekonomik
kaybm ise 1,3 milyar b’nin iizerinde olabilecegi bildirilmistir (Sari6zkan, 2019).
Hollanda’da yapilan bir ¢alismada, her bir mastitis olgusunda ortalama maliyetinin
etiyolojik ajana bagh olarak 149 — 570 € arasinda degiskenlik gosterdigi tespit
edilmistir (Serensen, Mark, Serensen, & Ostergaard., 2010). Ekonomik kaybin
Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’nde yillik 2 milyar $, Kanada’da 400 milyon $ ve
Avustralya’da ise 130 milyon $ civarinda oldugu tahmin edilmektedir (Dego, 2020).
Mastitis neden oldugu ekonomik verim kaybinin yani sira zoonotik hastaliklar,
antibiyotik direncliligi, gida intoksikasyonlar1 ve gida giivenligi acisindan insan
sagligia da 6nemli bir tehdit olusturmaktadir (Cheng, & Han, 2020; Garcia, Osburn,
& Cullor, 2019). Brusellozis, kampilobakteriyozis, Q hummasi, listeriyozis ve
tiiberkiilozis gibi pek ¢ok zoonotik hastalik enfekte siit ve siit {iriinlerinin tiiketimi ile
insanlara bulasabilmektedir (Pal ve ark., 2019). Enfekte inek siit ve siit iiriinlerinde
bulunabilen Clostridium spp., Bacillus spp., Escherichia spp., Staphylococcus spp. ve
Listeria spp. tiirleri ve bunlar tarafindan olusturulan bakteriyel toksinler ile birlikte

Aspergillus spp., Penicillium spp., Fusarium spp.’nin de dahil oldugu fungal etkenlerin



tirettigi mikotoksinler gida intoksikasyonlarina yol acabilmektedir (Becker-Algeri ve
ark., 2016; Early, & Tamine, 2017). Siitte bulunan antibiyotik kalintilar1 bireylerde
alerjik ve anaflaktik reaksiyonlara ve toksikasyonlara neden olurken antibiyotik
direnci olusumu agisindan da bir risk faktorii olusturmaktadir (Y1lmaz ve ark., 2018).
Kalint1 igeren siit tiiketimi karsinojenik, mutajenik, teratojenik etkiler de dahil olmak
izere insanlar i¢in son derece tehlikeli olabilen ve 6liim ile sonuglanabilen sayisiz
sendroma yol acabilmektedir (Kyuchukova, 2020). Ek olarak, mastitis etkilenen
hayvanlar i¢in de ciddi bir hayvan refah1 problemidir (Petersson-Wolfe ve ark., 2018).

2.1.2. Mastitislerin Etiyolojisi

Mastitis enfeksiy0z ajanlara, bireysel faktorlere (6rnegin rk, genetik faktorler,
hayvanin yasi, siit verimi ve meme loblarmin sekli) ve ¢evresel etmenlere (6rnegin
isletmenin idaresi ve hijyeni, sagim makinesinin ¢aligma sekli, siiriiniin biliyiikligi,
iklim kosullar1 ve beslenme) bagli olarak sekillenen multifaktoriyel bir hastaliktir
(Beni¢ ve ark., 2018; Hamadani ve ark., 2013). Enfeksiydz ajanlar kapsamimnda
bakteriler, viriisler, mantarlar ve algler de dahil olmak {izere 135’ten fazla
mikroorganizma mastitis olusturabilse de bu etkenler arasinda en biiyiik paya sahip
olanlar bakterilerdir (Dego, 2020; Kabelitz, Aubry, van Vorst, Amon, & Fulde, 2021).
Ornek olarak, Kanada’da yiiriitiilen ve 91 giftligin dahil oldugu bir ¢alismada,
mastitise neden olan 16.000°den fazla bakteri tiirliniin izole edildigi bildirilmistir
(Dufour, Labrie, & Jacquesa, 2019). Baz1 kaynaklarda mastitis etkenleri insidensleri
ve meme dokusunda yol agtiklar1 tahribatin derecesine gére major (Staphylococcus
aureus, Streptococcus agalactiae, S. dysgalactiae, E. coli, Pseudomonas aeruginosa,
Trueperella pyogenes, Mycoplasma bovis, Enterococcus spp., Proteus spp., Serratia
spp. ve Yersinia spp.) ve min0r mastitis patojenleri (S. chromogenes, S. simulans, S.
sciuri, Corynebacterium bovis, mantarlar ve mayalar) olarak da smiflandirilmaktadir
(Cobirka ve ark., 2020; Hamadani ve ark., 2013). Etkenler tek basina veya miks
enfeksiyonlar halinde meme dokusunda yangi olusturabilirler. Enfeksiy6z ajanlara ek
olarak, fiziksel travmalara ve kimyasal ajanlara (6rnegin meme baslarmin
temizlenmesi i¢in kullanilan soliisyonlarin uygun diliisyonlarda bulunmamasi) bagl
olarak da non-enfeksiydz mastitis sekillenebilir (Ashraf, & Imran, 2020; Pal ve ark.,
2019).



2.1.3. Mastitislerin Siniflandirilmasi

Klasik olarak, hastaliga yol acan etkenin taksonomik ozelliklerine gore
(6rnegin  bakteriyel, viral ve fungal gibi) mastitisler klasifiye edilebilir.
Detaylandirilacak olursa primer rezervuar, epidemiyolojik 6zellikler ve etkenlerin
bulagsma sekline gore (¢evresel ve kontagiydz mastitis), klinik goriiniimlerine gore
(klinik ve subklinik mastitis), hastaligin siiresi ve histopatolojik ozelliklerine gore
(perakut, akut, subakut ve kronik mastitis), hastalia yol acan enfeksiyoz etkenlere
gore (Stafilokokal, Streptokokal, Koliform mastitis vb.) smiflandirilabilirler
(Hamadani ve ark., 2013).

Hayvanlarin bulundugu ortamdan (6rnegin idrar, digki, kontamine sagim
makineleri, kontamine altlik ve temizleme soliisyonlar1) kdken alan ¢evresel mastitis
patojenleri, travmatize olmus veya sagimi takiben agik olan meme basi deligi veya
penetran yaralar vasitasi ile meme dokusunu enfekte ederler (Cobirka ve ark., 2020;
Kabelitz ve ark., 2021). Cevresel mastitis patojenleri arasinda koliform bakteriler (E.
coli, Klebsiella spp., Enterobacter spp. ve Citrobacter spp.), cevresel streptokoklar (S.
uberis, S. dysgalactiae, S. equi, S. zooepidemicus, S. equinus, S. canis, S. parauberis),
cevresel koagiilaz negatif stafilokok tiirleri (S. chromogenes, S. simulans, S.
epidermidis, S. xylosus, S. haemolyticus, S. warneri, S. sciuri, S. lugdunensis, S.
caprae, S. saccharolyticus) ve digerleri (T. pyogenes, Pseudomonas spp., Proteus spp.,
Serratia spp., Aerococcus spp., Listeria spp., algler ve mantarlar) sayilabilir (Dego,
2020; Pal ve ark., 2019). Enfekte meme bezlerinde ve meme basi derisinde bulunan
kontagiydz mastitis etkenleri, sagim makinesi veya sagim yapan kisinin elleri vasitasi
ile ayn1 hayvanin farkli meme loblarin1 ve diger hayvanlar1 enfekte eder. Kontagiy6z
mastitis patojenleri arasinda ise S. agalactiae, S. aureus, C. bovis ve Mycoplasma spp.

sayilabilir (Pal ve ark., 2019).

Mastitisler yangisal reaksiyon ile iliskili ssmptomlarm varligia gore klinik ve
subklinik mastitisler olarak smiflandirilabilirler. Klinik mastitisler meme dokusundaki
kizariklik, siskinlik ve agri gibi akut yangisal bulgular ile birlikte letarji, istahta
azalma, viicut sicakliginda ve kalp atim hizinda artig gibi genel klinik bulgular ile
karakterizedir. Siit veriminde meydana gelebilecek azalma ile birlikte etkilenen meme

loblarmdan alman siit 6rneklerinin yer yer pihtilar i¢cerdigi, normalden daha sulu bir



kivama veya farkli bir renge sahip oldugu, kisaca karakteristik 6zelliklerini kaybettigi
gozlenir (Dego, 2020). Klinik olgularin aksine, subklinik mastitisler meme dokusunda
ve siitte belirgin makroskobik degisikliklerin bulunmamasi ile karakterizedir. Klinik
vakalar kadar siddetli olmasa da gozle goriiniir enfeksiyon bulgularma yol agmamalari,
subklinik enfeksiyonlarm meme dokusunda uzun siire tahribat meydana getirmesine,
fonksiyonel iinitelerin kaybma ve bdylece siit veriminde geri doniisiimsiiz diistislere
yol agmasi ile sonuglanir (Dego, 2020; Kabelitz ve ark., 2021). Bir inegin yalnizca tek
bir meme lobunda sekillenen subklinik enfeksiyonun tiim bir laktasyon donemi
boyunca %10-12 oraninda siit iiretimini diistirdiigii bildirilmistir (Akers, & Nickerson,
2011). Kolaylikla tespit edilemeyen subklinik vakalar, siiriideki diger hayvanlar i¢in
stirekli bir bulasma kaynagi olustururlar ve siirii icerisinde klinik olgulara gore
yaklagik olarak 15-40 kat daha yaygindirlar (Cobirka ve ark., 2020; Kabelitz ve ark.,
2021). Boylece subklinik mastitisler bireysel olmaktan ziyade bir siirii problemi haline

gelirler.

Klinik mastitisler siirelerine gore perakut, akut, subakut veya kronik mastitisler
olarak smiflandirilabilirler (Dego, 2020). Akut mastitisler ates ve anoreksi gibi genel
klinik bulgular ile birlikte meme dokusunda meydana gelen lokal yangisal
degisiklikler ve siit karakteristigindeki farkliliklar ile karakterizedir. Perakut
mastitisler sirasinda son derece hizli gelisen siddetli lokal yangisal degisiklikler ile
birlikte siddetli sistemik klinik bulgular sekillenir. Subakut mastitisler klinik
mastitislerin en sik karsilasilan formudur ve meme dokusunda hafif yangisal
degisiklikler ile birlikte siitte meydana gelen fiziksel ve biyokimyasal degisiklikler ile
karakterizedir (Dego, 2020). Mastitisler hangi siniflandrma bashgi altinda olursa
olsun, eger hayvan erken enfeksiyon doneminde Olmemisse, uygun bir tedavi
protokolii uygulanmadiysa, tedaviye uygun sekilde cevap almamamigsa veya
subklinik seyirden dolayr yangi silireci uzamigsa bu durum kronik mastitislerin
olusumu ile sonuclanir. Kronik yangisal siirecte siit iiretimini gergeklestiren
fonksiyonel iinitelerin yani alveollerin yerini fibr6z bag dokunun almasi, siit
tiretiminde geri donlisiimsiiz bir azalmayla, siddetli olgularda siit iiretiminin tamamen

durmasiyla ve hayvanlarm siiriiden ¢ikarilmasiyla sonug¢lanabilir.



2.1.4. Mastitislerin Teshisi ve Terapotik Yaklasim

Hastaligin tanis1 meme dokusunda ve siitte sekillenen makroskobik lezyonlarin
ve bazi vakalarda bunlara eslik eden genel klinik semptomlarin varligi géz oniinde
bulundurularak yapilmaktadir (Beni¢ ve ark., 2018). Ancak bu bulgular hastaligin
klinik sathalarmda daha belirgin oldugu i¢in farkli tani tekniklerine de ihtiyag
duyulmaktadir (Ashraf, & Imran, 2020).

Mastitis tanismmda en sik kullanilan yontemlerden birisi somatik hiicre
sayimmidir (Hamadani ve ark., 2013). Siit liretimini ger¢eklestiren hiicrelerin ve immun
sistem hiicrelerinin bir biitiinii olarak tanimlanabilen somatik hiicreler, hastaligin
varligi, sathasi ve siddetinin bir gostergesi olarak kullanilmaktadir (Alhussien, &
Dang, 2018). Somatik hiicre sayis1 metilen mavisi ile boyanan hiicrelerin mikroskop
altinda direkt olarak sayilmasi ile elde edilebilir (Ashraf, & Imran, 2020). Saha
sartlarinda uygulanabilen somatik hiicre bazli teshis yontemleri Kaliforniya mastitis
testi (California Mastitis Test, CMT) ve Surf Field mastitis testi (SFMT)’dir (Ashraf,
& Imran, 2020). Numerik verilerin elde edilemedigi bu testler, somatik hiicre sayisinin
yalnizca diisiik veya yiiksek oldugunu ifade etmektedir. Coulter hiicre saymm cihazi
elektrik alan1 boyunca hiicrelerin ve partikiillerin saymin1 gerceklestirir. Floresan
boyama bazli olan Fossamatic somatik hiicre sayim cihazi seliller DNA’y1 tespit
ederek, Somascope cihazi ise flow sitometri teknigi ile somatik hiicre sayimmi
gerceklestirir (Ashraf, & Imran, 2020). Bu sayilan yontemler son derece pratik ve
teknolojik olsa da mastitise yol agan enfeksiydoz etkenin identifikasyonu miimkiin
degildir. Uygun ve efektif bir tedavi protokoliiniin olusturulabilmesi i¢in enfeksiyoz
ajanm ortaya konulmasi gerekmektedir. Bu nedenle klasik bakteriyolojik izolasyon ve
identifikasyon caligmalar1 mastitis teshisinde siklikla kullanilmaktadir (Pal ve ark.,
2019). Ancak polimeraz zincir reaksiyonu (polymerase chain reaction, PCR) ve PCR
bazli testler, bakteriyolojik kiiltiire kiyasla yliksek sensitivite ve spesifiteye sahip
olmalar1 ve daha hizli sonu¢ vermeleri nedeni ile arastiricilar tarafindan daha fazla

tercih edilmeye baglamistir (El-Sayed, & Kamel, 2021).



Terapotik yaklasimlar kapsammda antibiyotik ve asilamalarm yani sira,
bakteriyofajlar, nanopartikiiller, sitokinler, bitkisel ekstratlar, hayvan ve bakteri
kaynakli antimikrobiyal molekiillerin ve bilesiklerin kullanimini arastiran ¢alismalar
s0z konusudur (El-Sayed, & Kamel, 2021; Cheng, & Han, 2020; Gomes, & Henriques,
2016).

2.2. Mast Hiicreleri
2.2.1. Mast Hiicrelerinin Kokeni, Farklilasmasi ve Olgunlasmasi

Mast hiicreleri, kemik iliginin CD34" pluripotent hematopoetik projenitor
hiicrelerinden koken alir (Johnzon, Ronnberg, & Pejler, 2016; Valent ve ark., 2020).
Kemik iliginden ayrildiktan sonra dolagimda kisa bir siire kalan immatiir prekiirsorler,
olgun mast hiicrelerinin morfolojik ve biyokimyasal karakteristiklerini kazandiklar1
organlara ve dokulara gé¢ ederler (Boyce, & Fanning, 2019; Krystel-Whittemore,
Dileepan, & Wood, 2016). Yerlestikleri bolgelerde stem hiicre faktorii (stem cell
factor, SCF), interlokin-3 (IL-3), IL-4, IL-10, IL-33, stromal hiicre kdkenli faktor-1
(stromal cell-derived factor-1, SDF-1), sinir biiyiime faktorii (nerve growth factor,
NGF) ve transforme edici biiylime faktorii-B (transforming growth factor-, TGF-B)
gibi biiylime faktorlerinin etkisi altnda son farklilasma ve olgunlasmalarmi
gerceklestirirler (Caslin ve ark., 2018; Elich Ali Komi, Wohrl, & Bielory, 2020). Kesin
stiresi bilinmemekle birlikte yerlestikleri doku ve organlarda aylarca hatta yillarca
hayatta kalabildikleri bildirilmektedir (Caslin ve ark., 2018; Valent ve ark., 2020;
Yamanishi, & Karasuyama, 2016). Ornegin, Wistar ki ratlarda dermal mast

hiicrelerinin 12 aya kadar hayatta kalabildikleri gosterilmistir (Kiernan, 1979).

2.2.2. Yerlesim Yerleri

Mast hiicreleri tiim viicutta yaygin bir sekilde dagilim gosterse de ozellikle
deri, sindirim kanali, solunum sistemi, genital ve iiriner kanal gibi dis ¢evre ile
etkilesimi olan bolgelerde ve damarlari, sinirleri, bezleri ve kil folikiillerini gevreleyen
interstisyel dokuda bol miktarda bulunurlar (Collington, Williams, & Weller, 2011; da
Silva, Jamur, & Oliver, 2014). Boylece, dogal ve kazanilmis immun yanaitlar1 koordine
edecekleri, organizma icin zararli olabilecek molekiillere ve patojenlere karsi ilk

savunma hattm1 olusturacaklar1 ve cevresel degisikliklere karsi diger hiicreler ile



iletisime gegebilecekleri stratejik bolgelerde yerlesim gostererek bagisiklik sisteminin
ndbetei hiicreleri olarak gorev yaparlar (Agier, Pastwinska, & Brzezinska-Blaszczyk,

2018; da Silva ve ark., 2014; Varrichi, Paulis, Marone, & Galli., 2019).

2.2.3. Morfolojik Ozellikleri ve Heterojenite

Bu hiicrelerin en belirgin morfolojik 06zelligi, olgun bir mast hiicre
sitoplazmasmin 6nemli bir kismmi kaplayan lizozom benzeri sekretuvar graniilleridir.
Mast hiicrelerinin kesfinden beri, bu hiicrelerin identifikasyonundaki ana kriter
sekretuvar graniillerin varligr olmustur. Bu graniiller klasik metakromatik boyanma
ozelligini agiga c¢ikaran gesitli katyonik boyalar (6rnegin toluidine blue) ile kolayca

gosterilebilirler (Wernersson, & Pejler, 2014).

Yerlestikleri bolgelerde maruz kaldiklar1 sitokinler, kemokinler ve biiyiime
faktorleri, mast hiicrelerinin fenotipik farklilagmalarini saglarken tiim yasam siireleri
boyunca fenotiplerinin degismesine de olanak tanir (Caslin ve ark., 2018; da Silva ve
ark., 2014). Dokularda yaygm bir sekilde dagilim gostermeleri, bu bolgelerde
etkilesime gectikleri molekiiller veya karsilastiklar1 patojenler, mast hiicrelerini son
derece heterojen bir hiicre popiilasyonu haline getirmektedir (da Silva ve ark., 2014).
Mast hiicre fenotipleri farkli dokularda hatta ayni dokunun farkli anatomik
bolgelerinde bile farklilik gdsterebilir. Ornegin, son yillarda yapilan calismalarda
kasmti olusumu ile son derece yakindan iligkili oldugu tespit edilen MAS-iliskili G
proteinine bagl reseptor-X2 (MAS-related G protein-coupled receptor-X2,
MRGPRX2)’nin deride yerlesim gosteren mast hiicrelerinde yiiksek miktarlarda
ekprese edilirken akcigerde bulunan mast hiicrelerinde ekprese edilmedigi ortaya
konmustur (Varricchi ve ark., 2019; Yang ve ark., 2021). Ek olarak, hayvan tiirli ve
genetik yap1 da mast hiicre fenotipini etkilemektedir (da Silva ve ark., 2014). Bu
nedenle mast hiicreleri fonksiyonel, yapisal ve biyokimyasal karakteristikleri goz
Oniine almarak farkli sekillerde smiflandirilabilirler (Mollerherm, von Kockritz-
Blickwede, & Branitzki-Heinemann, 2016). Insanlarda ve rodentlerde, mukozal ve
konnektif doku mast hiicreleri olmak tizere iki mast hiicre alt tipi tanimlanmistir.
‘“Mukozal mast hiicreleri’” akciger ve gastrointestinal kanal mukozasida bulunurken
“‘konnektif doku mast hiicreleri’’ intestinal submukozada, peritonda ve deride

bulunurlar. Mukozal mast hiicreleri sadece triptaz ekprese ederken konnektif doku



mast hiicreleri kimaz, triptaz ve karboksipeptidaz ekspresyonunu gerceklestirebililirler
(da Silva ve ark., 2014; Krystel-Whittemore ve ark., 2016; Mdllerherm ve ark., 2016).
Ek olarak, bu iki tip arasmda histamin ve lipid mediyatorlerinin salinimmda da
farkliliklar s6z konusudur. Aktivasyonlarini takiben mukozal mast hiicreleri az
miktarda histamin ve yliksek konsantrasyonda lokotrien (leukotriene, LT) salinimmi
gerceklestirirken konnektif doku mast hiicreleri prostaglandin D, (PGD;) ve daha
yiiksek miktarda histamin sekresyonu yaparlar (da Silva ve ark., 2014). Mast hiicreleri
sitoplazmalarinda sahip olduklar1 graniillerin enzim iceriklerine gore triptaz (+) mast
hiicreleri (MCr), kimaz (+) mast hiicreleri (MCc) ve triptaz-kimaz (+) mast hiicreleri
(MCrc) olarak 3 farkli immunofenotipe ayrilmaktadir (Moon, Befus, & Kulka, 2014).
Ek olarak pro-inflamatuvar, anti-inflamatuvar ve immunosupresif etkileri goz oniine
almdiginda bu hiicreler fonksiyonel bir heterojeniteye de sahiptir (Blank, Falcone, &
Nilsson, 2013). Ornegin, Lennon ve arkadaslar1 (2018), mast hiicrelerinin ve mast
hiicreleri tarafindan iiretilen IL-10’un kolitis patojenezine olan etkilerini aragtirdiklar1
caligmalarina C57Bl/6 ki fareleri dahil etmistir. Kolitis olusumuna yatkinhig ile
bilinen C57B1/6 wrk1 farelerden genetik modifikasyonlar ile (1) IL-10’dan yoksun olan
fareler, (2) mast hiicrelerinden ve IL-10’dan yoksun olan fareler gelistirilmistir. IL-
10°dan yoksun olan fareler ile karsilastirildiginda, mast hiicreleri ve IL-10’dan yoksun
olan farelerde kolonda ¢ok daha siddetli yangisal degisikliklerin gerceklestigi tespit
edilmistir. Dahasi, mast hiicreleri ve IL-10’dan yoksun olan farelere vahsi tip (wild-
type, WT) ve IL-10’dan yoksun olan farelerden alinan kemik iligi kokenli mast
hiicreleri verildiginde ise yangisal degisikliklerin belirgin derecede hafifledigi;
boylece hem mast hiicrelerinin hem de mast hiicreleri tarafindan tiretilen IL-10’un
anti-inflamatuvar  gorevler istlendigini tespit edilmistir. Mast hiicrelerinin
immunosupresif etkileri ile iligkili olarak, bu hiicrelerin T hiicrelerini ve dogal
oldiiriicii hiicreleri (natural killer cells, NK cells) inhibe ederek tiimor iliskili immun

yanitlar1 baskiladig1 da gosterilmistir (Huang ve ark., 2008).

Inek ve fare meme dokularinda mast hiicrelerinin varlig1 ve immunofenotipleri
ile ilgili biitiinlesik bir veri sozkonusu degildir. Diivelerde ve ineklerde gelismekte olan
ve erigkin meme dokusundaki mast hiicrelerinin varligi histogimik ve elektron
mikroskobik olarak incelenmis olsa da ilgili calismalarda mast hiicrelerinin

immunofenotipleri ile ilgili herhangi bir veriye rastlanmamis ve yapilan literatiir
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taramalarinda da ineklere ve farelere ait meme dokularinda var olan mast hiicrelerinin
immunofenotipleri ile ilgili bilgiye ulagilamamistir (Nielsen, 1975; Beaudry, Parsons,
Ellis, & Akers, 2016). Su ana dek mastitislerin histopatolojik 6zellikleri ile ilgili olarak
inekler iizerinde yapilan ¢alismalarda (Nickerson, & Heald, 1982), meme dokusunda
infiltre olan yangi hiicreleri incelenirken, ismen mast hiicrelerinden bahsedilmis olsa
da, salt bu hiicrelerin varliklar1 ile birlikte immunofenotiplerini ve fonksiyonlarmi

irdeleyen bir ¢alismaya rastlanmamistir.

2.2.4. Mast Hiicrelerinin Aktivasyonu ve Mediyator Salinimm

Mast hiicreleri, ylizeylerinde bulunan sayisiz reseptoriin ¢esitli molekiiller ile
uyarilmast sonucunda aktive olabilir. Bunlar arasmda immiinglobulin E
(immunglobulin E, IgE) reseptdriiniin ¢apraz baglanmasi, motif tanima reseptorlerine
(pattern recognition receptors, PRRs) patojen-iliskili molekiiler motiflerin (pathogen-
associated molecular patterns, PAMPs) baglanmasi, komplement komponentleri
(6rnegin C3a ve CS5a), noropeptitler (6rnegin substans P), sitokinler, biliylime
faktorleri, immun kompleksler, fiziksel stimiilasyonlar, endojen (6rnegin endotelin 1)
veya eksojen (6rnegin bakteriyel peptitler ve venom) kaynakli peptitler, immun sistem
hiicreleri ve bu hiicrelerden agiga ¢ikan mediyatdrler sayilabilir (Azouz, Hammel, &
Sagi-Eisenberg, 2014; da Silva ve ark., 2014; Wernersson, & Pejler, 2014; Yu,
Blokhuis, Garssen, & Redegeld, 2016). Aktivasyonu takiben, graniillerinde
depolanmis olan molekiillerin ekstraseliiler alana salinimmi degraniilasyon adi1 verilen
bir siire¢ dahilinde gergeklestirirler (Wernersson, & Pejler, 2014). Bu sitoplazmik
graniillerin icerisinde biyojenik aminler (6rnegin histamin ve serotonin), ¢esitli serin
ve diger proteazlar (6rnegin a-, $1-, BII-, BIII-, y-triptaz, kimaz, katepsin G, granzim
B ve karboksipeptidaz A3), lizozomal enzimler (6rnegin B-glukuronidaz, [-
hekzosaminidaz, arilsiilfataz), sitokinler [0rnegin tiimdr nekroz faktori (tumor
necrosis factor, TNF), temel fibroblast biiyiime faktorii (basic fibroblast growth factor,
bFGF), IL-4, SCF], proteoglikanlar (6rnegin heparin ve kondroitin siilfatlar) gibi
cesitli fizyolojik ve patolojik siireclerde rol oynayan pek ¢cok molekiil bulunmaktadir
(Moon ve ark., 2014). Daha onceden sentezlenmis olan graniil i¢eriklerinin ortama
salinmasmin haricinde, aktive olan mast hiicreleri LTC4, PGD; ve platelet aktive edici

faktor (platelet-activating factor, PAF) gibi lipid mediyatorlerinin; ¢esitli sitokinler ve
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kemokinler gibi pek ¢ok biyoaktif molekiiliin de novo sentezini de gerceklestirebilirler

(Wernersson, & Pejler, 2014).

2.2.5. Mast Hiicrelerinin Gorevleri
2.2.5.1. Mast Hiicrelerinin Fizyolojik Rolleri

Mast hiicreleri organizmaya giren antijenler, toksinler ve patojenler ile ilk
etkilesime gecen hiicrelerden biridir (Krystel-Whittemore ve ark., 2016). Stratejik
yerlesim yerlerine ek olarak, ylizeylerinde ekprese ettikleri cesitli reseptorler vasitasi
ile organizma i¢in zararli olabilecek sinyalleri tespit ederek diger immun sistem
hiicrelerinin fonksiyonlarmi ve yanitlarin1 koordine eden, enfeksiyonlarin ortadan
kaldirilmasma katki saglayan ve gerektigi durumlarda kazanilmis immun yanitlarin
olusmasini1 destekleyen mediyatdrlerin salinimin1 gergeklestirirler (Moon vd., 2010;
da Silva vd., 2014). Mast hiicreleri (1) yiizeylerinde bulunan PRR’lere baglanan
patojenleri ve patojen komponentlerini direkt olarak taniyabilirler, (2) antikorlar ile
veya komplement komponentleri ile kapli olan bakterileri komplement veya
immunglobulin reseptdrlerine baglanmasi taniyabilirler, (3) enfekte veya hasara
ugramis hiicreler tarafindan {iretilen endojen peptitler vasitasi ile patojenleri
tantyabilirler (da Silva ve ark., 2014; Krystel-Whittemore ve ark., 2016). Toll-benzeri
reseptorler (Toll-like receptors, TLRs), NOD-benzeri reseptorler (NOD-like reseptors,
NLRs), RIG-benzeri reseptorler (RIG-like receptors, RLRs), AIM2 benzeri
reseptorleri (absent in melanoma-2-like receptors, ALRs) gibi PRR’ler ile birlikte
komplement ve immunglobulin reseptorlerinin uyarilmasi, mast hiicreleri tarafindan
olusturulan dogal bagisiklik iliskili yanitlarin pek ¢ogunun agiga ¢ikmasi ile sonuglanir
(da Silva ve ark., 2014; Yu ve ark., 2021).

Mast hiicreleri, damar gegirgenligini artiran ve notrofil okositler, eozinofil
16kositler ve NK hiicreleri gibi immun sistem hiicrelerinin yangi bolgesine gelmelerini
saglayan yangisal mediyatorlerin  salinimin1  gergeklestirerek  bakterilerin
eliminasyonuna yardimc1 olurlar. Mast hiicrelerinin tirettigi (1) CC-kemokin ligand1
11 (CCL11 veya eotaksin) eozinofiller i¢in, (2) CXCLS ve IL-8 NK hiicreleri i¢in, (3)
IL-8, CCL3, CXCL1/CXCL2, TNF-a, LTB4, LTC4 nétrofil 16kositler i¢in kemotaktik
ozelliktedir (da Silva ve ark., 2014; Krystel-Whittemore ve ark., 2016; Urb &
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Sheppard, 2012). Mast hiicreleri yapisinda DNA parcalari, histon proteinleri, triptaz
enzimi ve antibakteriyel peptitler bulunan ektsraseliiler tuzaklarin tiretimi ile fagosite
edilemeyen bakteri kiimelerinin ekstraseliiler alanda Oldiirtilmesine hizmet ederler
(von Kockritz-Blickwede ve ark., 2008; Mollerherm ve ark., 2016). Mast hiicreleri
tarafindan {iretilen histaminin, epitelyal mukus {iretimini artirarak patojenlerin
immobilizasyonunda ve hiicrelerin korunmasinda rol oynadig bilinmektedir (Urb ve
Sheppard, 2012). Mast hiicre kaynakli TNF-a, endotel hiicrelerine baglanarak bu
hiicrelerin ylizeyinde ekprese edilen adezyon molekiillerinin sayisinda bir artiga neden
olur. Lokositler bu adezyon molekiillerine baglanarak yangi bolgesine daha efektif bir
sekilde gog edebilirler (Krystel-Whittemore ve ark., 2016). Mast hiicreleri tarafindan
tiretilen siklooksijenaz-1 (cyclooxygenase-1, COX-1) ve COX-2 enzimleri arasidonik
asitten prostaglandinlerin ve tromboksanlarm iiretilmesini saglar. Prostaglandinler
damar gec¢irgenligini artirip ve notrofil 16kositlerin yangi bolgesine go¢ etmesini
saglarken lokotrienler diiz kas kontraksiyonuna, hava yollarinda konstriiksiyona ve
mukus {iretimine neden olurlar. PAF lokositler i¢cin kemotaktik olmakla birlikte
notrofil 16kositleri, eozinofilleri ve plateletleri aktive eder. Fagositoz ve reaktif oksijen
tirlerinin (reactive oxygen species, ROS) {iretimi ile direkt olarak bakterileri
Oldiirebilen mast hiicreleri katelisidinler, defensinler ve psidinler gibi antibakteriyel
etkili peptitlerin salinimi ile de patojenlerin eliminasyonunda 6énemli roller oynarlar
(Krystel-Whittemore ve ark., 2016; Mollerherm ve ark., 2016; Urb, & Sheppard,
2012).

Mast hiicreleri tarafindan {iretilen NFG, platelet-kaynakli biiyiime faktorii
(platelet-derived growth factor, PDGF), fibroblast biiyiime faktorii-2 (fibroblast
growth factor-2, FGF-2), vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (vascular endothelial
growth factor, VEGF), histamin ve triptaz epitel hiicre ve fibroblast proliferasyonunu
indiikler. Doku onarmmi siirecinin her bir asamasinda, baglangic yangisal
reaksiyonundan ekstraseliiler matriksin (extracellular matrix, ECM) yeniden
modellenmesine kadar, aktif olarak rol oynarlar. Doku hasarini takiben, zarar gormiis
olan yiizeyin kapatilmasi i¢in PAF, lokotrienler ve sitokinlerin (IL-1 ve IL-8)
salmmin1 gergeklestirerek platelet aktivasyonu, platelet agregasyonu ve fibrin
birikimine katkida bulunurlar. Yangisal reaksiyonlar swrasinda, sirkiilasyondaki

l6kositleri bolgeye cagirarak etkenlerin ve sonrasinda debrisin ortadan kaldirilmasma
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yardimci olurlar (Moon ve ark., 2010). lyilesmenin proliferatif fazinda, mast hiicre
mediyatorleri endotel hiicrelerinin, fibroblastlarin ve keratinositlerin biiyiimesini,
migrasyonunu ve proliferasyonunu stimiile ederek anjiyogenezise, kollagen
birikimine, graniilasyon dokusu olusumuna, ve epitelizasyona katkida bulunurlar
(Moon ve ark., 2010). Vazoaktif aminler, triptaz, IL-4 ve NGF hasar goren sinir
tellerinin onarmmint desteklerler. Mast hiicreleri tarafindan salman proteolitik
mediyatdrler yalnizca gecici matriks birimini desteklemekle kalmaz, ayni zamanda
gecici matriksin konnektif doku ile degistirilmesini de koordine eder. Yara
iyilesmesinin ileri safthalarinda, mast hiicre sitokinleri (IL-1, IL-4 ve IL-6) ve biiylime
faktorleri (FGF ve TGF), aktive olmus fibroblastlarm myofibroblastlara
farklilasmasmda rol oynayarak yara kontraksiyonunda son derece 6nemli olan bu

hiicrelerin olusumuna da katkida bulunurlar (da Silva ve ark., 2014).

Mast hiicreleri tarafindan iretilen VEGF, FGF, TGF-B, TNF-o, IL-8,
anjiyopoietin-1 (ANGPT-1), histamin, triptaz ve kimazin yeni damar olusumunu
stimiile ettigi bilinmektedir (da Silva ve ark., 2014; Krystel-Whittemore ve ark., 2016).
Bu mediyatorler, ECM’nin yikimlanmasi, endotel hiicrelerinin proliferasyonu,
ECM’nin yeniden sentezlenmesi ve perisit mobilizasyonu gibi anjiyogenezisin farkli
sathalarmda etkili olabilirler. Mast hiicreleri tarafindan iretilen triptazm,
anjiyogenezisin baglangi¢c asamalarinda matriks metalloproteinazlar1 (matrix
metalloproteinase, MMP) ve plazminojen aktivatorlerini aktive ederek ECM’nin
yikimlanmasina yardimci oldugu gosterilmistir (da Silva ve ark., 2014). Ek olarak,
kimaz proteini MMP-2 ve MMP-9 enzimlerini aktive ederek ECM’nin
modellenmesinde ve anjiyogeneziste onemli roller iistlenir. Katepsin G, elastaz ve
kollajenaz da ECM komponentlerinin yikimlanmasinda rol oynar (da Silva ve ark.,

2014).

Mast hiicreleri tarafindan tetiklenen vaskiiler permeabilite ve diiz kas
kontraksiyonu artigi, kusmay1 ve ishali indiikleyerek gastrointestinal kanalda bulunan

parazitlerin disar1 atilmasmi kolaylastirir (Krystel-Whittemore vd., 2016).

Dendritik hiicreler, kazanilmis bagisikligin 6zellesmis antijen sunan
hiicreleridir (antigen presenting cells, APCs). Son yillarda yapilan ¢aligmalarda, mast

hiicrelerinin antijenleri isleyip major histokompatibilite kompleksi-I (major
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histocompatibility complex, MHC-I) ve MHC-II molekiilleri vasitasi ile sunabildikleri
gosterilmistir (Urb ve Sheppard, 2012). Dahasi, mast hiicreleri ve mediyatorleri
dendritik hiicrelerin aktivasyonunu ve lenf yumrularma gog¢ etmelerini tesfik ederler.
Mast hiicreleri tarafindan tiretilen IL-1p ve TNF-o’nim, dendritik hiicrelerin enfeksiyon
bolgesine ve bolgesel lenf yumrularma goc etmelerini indiikledigi gosterilmistir
(Moon ve ark., 2010; Urb ve Sheppard, 2013). Mast hiicreleri tarafindan iiretilen TNF-
a, direkt olarak T lenfositleri aktive edebilir. Ek olarak, IL-10 ve TGF-p gibi anti-
inflamatuvar sitokinler vasitasi ile immun yanitlar1 baskilayabilirler (da Silva ve ark.,

2014; Krystel-Whittemore ve ark., 2016; Nakae ve ark., 2006).

Mast hiicrelerinin viral enfeksiyonlar sirasinda aldiklar1 olasi rolleri irdeleyen
calismalarin sayis1 nispeten ¢ok daha smirhidir. Bu hiicrelerin viral antijenler ile
aktivasyonu IL-1B, IL-6, CCL3, CCL4, CCL5 ve CCL8 gibi sitokinlerin ve
kemokinlerin salnimi ile sonuglanir (da Silva ve ark., 2014). Mast hiicreleri TNF-a ve
interferon-f (IFN-f) tireten CD8+ T hiicrelerini bolgeye cagirarak antiviral yanitlara
katkida bulunabilir (Krystel-Whittemore ve ark., 2016).

2.2.5.2. Mast Hiicrelerinin Patolojideki Rolleri

Alerjik astim, kasinti, atopik dermatitis ve alerjik rinitis gibi IgE-aracili alerjik
reaksiyonlar, ¢esitli uyarimlara bagli olarak gelisen ve basta mast hiicreleri olmak
tizere farkli immun sistem hiicrelerinin katildigir son derece kompleks bir yangisal
stirecin sonunda sekillenirler (Moon ve ark., 2010; Thangam ve ark., 2018). Alerjik
reaksiyonlarin sensitizasyon fazi alerjenlerin taninip islendigi, APC’ler tarafindan naif
T lenfositlere sunuldugu ve naif T lenfositlerin ve yardimei T, hiicrelerine ( T helper
2 cells, Ty2) farklilastigi evredir. Th2 lenfositler tarafindan iiretilen sitokinler, B
lenfositler tarafindan antijen spesifik IgE iiretimini indiikler. Mast hiicreleri antijenleri
isleyip MHC-I ve MHC-II molekiilleri vasitasi ile sunabilme yetenegine sahiptir.
Dahasi, mast hiicrelerinin kendisi de sensitizasyon fazinda rol oynar (da Silva ve ark.,
2014). Efektor faz kapsaminda, polivalent alerjen ile yiiksek affiniteli IgE
reseptoriiniin (the high-affinity IgE receptor, FceRI) aktivasyonu, mast hiicrelerinden
mediyatdrlerin salinimi ile sonuglanir. Bu mediyatorler eritem, 6dem, artmis vaskiiler
permeabilite, diiz kas kontraksiyonu ve artmis mukus liretimi gibi alerjik semptomlarin

olusmasina neden olur. Histamin, PGD; ve LTC4 salinim1 bronkokontriiksiyon, mukus
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tiretimi ve solunum sisteminde mukozal ddeme neden olarak astim semptomlarina
katkida bulunurlar. Geg¢ faz reaksiyonlar1 kapsaminda, mast hiicreleri tarafindan
saliman inflamatuvar sitokinler eozinofiller, bazofiller ve T hiicrelerinin yangi
bolgesine ¢agirilmasini saglar ve kronik fazin olusumunda rol oynarlar (da Silva ve

ark., 2014; Moon ve ark. 2010).

Kardiyak mast hiicreleri aterosklerozis, kardiyak iskemi, myokard infarktiisii,
kardiyomyopatiler, hipertansiyon ve koroner yangi olusumuna katkida bulunurlar
(Varricchi ve ark., 2019). Mast hiicreleri tarafindan iiretilen triptaz ve kimaz yliksek
yogunluktaki lipoprotein (High density lipoprotein, HDL) partikiillerinin
yikimlamasmi indiikleyerek makrofajlarda kolesterol birikimine ve bdylece ateromlar1

olusturan kopiik hiicrelerinin olugmasina sebep olurlar (da Silva ve ark., 2014).

Mast hiicrelerinin multipl skleroz, romatoid artritis, insiilin bagimli diabetes
mellitus, bulloz pemfigoid, kronik idiyopatik iirtiker gibi otoimmun hastaliklar ile

yakindan iligkili oldugu bilinmektedir (Xu, & Chen, 2015).

Tiim6r mikrogevresi fibroblastlar, myofibroblastlar, ECM, yangi hiicreleri ve
damarlardan olusan son derece kompleks ve dinamik bir yapidir. Mast hiicreleri, yangi
ve kanser arasindaki iliski olduk¢a karmasik olmak ile birlikte mast hiicreleri timor
olusumunu hem destekleyen hem de progresyonunu engelleyen fonksiyonlar1 yerine
getirmektedir. Insanlarda ve rodentlerde, neoplastik kitlelerin ¢evresinde mast hiicre
birikimlerinin sekillendigi ve bu birikimin pek ¢ok kanser tipinde kotii prognoz ile
iliskili oldugu bildirilmistir (Varricchi ve ark., 2019). Neoplastik hiicreler tarafindan
tiretilen baz1 faktorler, SCF, VEGF, ANGPT-1, ¢esitli sitokinler [kemokin (C-X-C
Motif) ligandi-1(CXCL1), CXCL2, CXCLS8, CXCL10], PGE, de dahil olmak iizere,
mast hiicrelerinin timér mikrogevresine ¢cagrilmasina neden olmaktadir (Varricchi ve
ark., 2019). Bu faktorlerin arasinda bulunan SCF, mast hiicre infiltrasyonuna ve
aktivasyonuna neden olarak dokunun yeniden modellenmesi siirecine katkida bulunan
ve Ozellikle immunosupresyona neden olan yangisal mediyatorlerin salinimina yol
acar. Neoplastik siirecte mast hiicrelerinin aldiklari roller arasida immunosupresyon
(IL-10, TNF), ECM’nin yikimlanmasi, pro-anjiyojenik ve mitojenik faktorlerin
salinmasi sayilabilir. Mast hiicreleri tarafindan iiretilen VEGF, FGF-2, TGF-3, TNF-
a ve IL-18 anjiyogenezisi stimiile eder. MMP-2 ve MMP-9 vasitasi ile ECM’nin
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yikimlanmas1 metastatik siirece katkida bulunur (da Silva ve ark., 2014). Mast
hiicreleri tarafindan {iretilen pro-anjiyojenik mediyatdrler, timdr olusumunu
desteklerken ayni zamanda solid tiimorlerin metastazini da kolaylastirir (Moon ve ark.,
2010). Ek olarak, mast hiicrelerinin anti-neoplastik etkileri arasinda hiicre
biliyiimesinin inhibisyonu, apoptozisin indiiklenmesi ve hiicre mobilitesinde azalma

sayilabilir (da Silva ve ark., 2014).

2.2.6. Terapotik Y aklasim

Cesitli hastaliklarda aktif olarak rol oynamalari, mast hiicrelerini ve mast hiicre
tirtinlerini uzun yillardir 5nemli bir hedef haline getirmis ve farkl terapétik stratejiler
gelistirilmistir. Tedavi yaklasimlar1 kapsamina (1) mast hiicre aktivasyonunu veya
mediyatdr salimimini engelleyen ajanlar, (2) mast hiicre mediyator antagonistleri, (3)
mast hiicre gelisimini ve hayatta kalmasini engelleyen ajanlar sayilabilir (Moon ve

ark., 2010; Paivandy, & Pejler, 2021).

2.2.6.1. Mast Hiicre Aktivasyonunun inhibisyonu

Kromoglisik asit (kromolin veya kromoglikat), genelde kromolin sodyum veya
sodyum kromoglikat tuzlar1 seklinde bulunan, nadiren yan etkilerin goriilmesi nedeni
siklikla tercih edilen son derece giivenli bir mast hiicre stabilizatoriidiir. Bu bilesikler
alerjik astim, alerjik konjuktivitis, alerjik rinit gibi alerjik reaksiyonlarin, iiremik
kasmtinm ve mastositozisin tedavisinde siklikla kullanilmaktadir (Ben-Eli, &
Solomon, 2018; Sinniah, Yazid & Flower, 2017; Vessal, Sagheb, Shilian, Jafari, &
Samani, 2010). Ek olarak, ¢esitli hastalik tablolarinda mast hiicrelerinin ve mast hiicre
tiriinlerinin fonksiyonlarinin irdelendigi in vivo ve in vitro ¢aligma diizeneklerinde de
stabilizator ajan olarak siklikla tercih edilmektedir (Gan ve ark., 2013; Gan ve ark.,
2016; Jiang, Fang, Septer, Apte, & Pritchard, 2018). Kromolin sodyum mast hiicre
degraniilasyonunu onler; fosfolipaz Ax (phospholipase As; PLA»)’yi inhibe ederek
membran fosfolipitlerinden eikosanoidlerin sentezini engeller (Ng, & Ohlsson, 2020).
Kromolin sodyum primer olarak mast hiicre stabilizatorii olarak kullanilsa da nétrofil
16kosit aktivasyonunu onledigini ve makrofaj aktivasyonunu inhibe ettigini bildiren
caligmalar da mevcuttur (Xie ve ark., 2018; Yazid ve ark., 2010). Ek olarak, adezyon
molekiilii ekpresyonunda meydana getirdigi azalma nedeni ile kemotaksisi 6nledigi de

gosterilmistir (Netzer Kiipper, & Voss 2012; Ng, & Ohlsson, 2020).
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Monoklonal IgG; antikoru (omalizumab), IgE molekiiliiniin Fc bolgesine
baglanarak IgE’nin mast hiicre yiizeyinde bulunan FceRI ile etkilesime geg¢mesini
engeller. Boylece mast hiicrelerinin aktivasyonunu bloke eder ve sirkiilasyondaki IgE
diizeyini azaltir (Pelaia ve ark., 2018). Astim hastalarinda bronkodilatatér olarak
kullanilan B, reseptor agonistleri (6rnegin albuterol ve levalbuterol), mast hiicrelerinin
IgE aracili degraniilasyonunu engelleyerek hastaligin siddetinin azaltilmasma

yardimci1 olur (Kay, & Peachell, 2005).

Polifenoller (flavonoidler, fenolik asitler, lignanlar ve kumarinler) meyvelerde,
sebzelerde ve tahillarda bol miktarda bulunan ve antioksidan, antialerjik, anti-
inflamatuvar, antibakteriyel, antiviral ve anti-neoplastik aktiviteye sahip olan ¢ok
sayida metaboliti kapsayan bilesiklerdir (Cory, Passarelli, Szeto, Tamez, & Mattei,
2018; Shaik, Caraffa, Ronconi, Lessiani, & Conti, 2018). Flavonoidler, dogada en
fazla bulunan ve iizerinde en c¢ok calisilan polifenollerdir. Flavonoidler (6rnegin
kuersetin, liiteolin, fisetin ve rutin) gesitli sinyal yolaklar1 vasitasi ile mast hiicreleri de
dahil olmak iizere farkli hiicre tiplerinin fonksiyonlarin1 modifiye ederler (Finn, &
Walsh, 2013). Flavonoidlerin mast hiicrelerinde TNF-a, IL-18, IL-6 ve IL-8 gibi pro-
inflamatuvar sitokinlerin gen ekpresyonunu ve liretimini azaltir (kuersetin, liteolin,
fisetin ve rutin); histamin salinimini inhibe eder (kuersetin, liteolin, fisetin ve rutin);
histamin sentezinde son derece 6nemli olan histidin dekarboksilaz enziminin mRNA
transkripsiyonunu azaltir (kuersetin); (4) intraseliiler kalsiyum artisin1 ve bdylece
degrantiilasyonu engeller (kuersetin fisetin ve rutin) (Finn, & Walsh, 2013; Kim, Quon,
& Kim, 2014; Min ve ark. 2007; Park ve ark., 2008). Amerika Birlesik Devletleri Gida
ve Ilag Dairesi (U.S. Food and Drug Administration, FDA) onayl bir preparati heniiz
bulunmasa da flavonoidlerin c¢esitli hastalik tablolarinda, o6zellikle de mast
hiicrelerinin rol oynadigi alerjik ve yangisal durumlarda stabilizatér olarak
kullanilabilecegini gosteren c¢alismalar da mevcuttur (Weng ve ark., 2012).
Polifenollere dahil olan diger baz1 metabolitlerin, dogal (6rnegin metilksantinler), yar1
sentetik (Ornegin 1-indanon ve pterosin Z) veya sentetik (O6rne8in ketotifen,
olopatadin) pek cok bilesigin de mast hiicre mediyatdr iiretimi ve degraniilasyonu

tizerinde etkili oldugu gosterilmistir (Finn, & Walsh, 2013).

Ek olarak, ¢esitli hiicre i¢i sinyallesme yolaklarini ve proteinleri inhibe ederek

mast hiicre aktivasyonunu ve degraniilasyonunu engelledigi tespit edilen farkli
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bilesikler (6rnegin protein kinaz C inhibitorleri, janus kinaz inhibitorleri) de mevcuttur

(Siebenhaar, Redegeld, Bischoff, Gibbs, & Maurer, 2017).

2.2.6.2. Mast Hiicre Mediyatérlerini inhibe Eden Bilesikler

Mast hiicrelerine yonelik bir diger terapotik yaklasim da mast hiicre
mediyatorlerinin hedef alinmasidir. Bu amagla, ilgili mediyatoriin inhibisyonu,
reseptOr antagonistleri veya notralize edici antikorlarin kullanim1 ger¢eklestirilebilir

(Paivandy, & Pejler, 2021).

Mast hiicre reseptdr antagonistleri arasinda (1) histamin Hi4 reseptor
antagonistleri, (2) Tu2 hiicreleri tarafindan ekprese edilen kemoatraktan reseptor-
homolog molekiilii (chemoattractant receptor-homologous molecule expressed on Tx2
cells, CRTn2), (3) sisteinil-lokotrien tip 1 reseptdr antagonistleri (Cysteinyl-
leukotriene type 1 receptor antagonists, CysLT;) bulunmaktadir. Bu molekiiller mast
hiicreleri tarafindan iiretilen histamin, PGD, ve 16kotrienler i¢in reseptor ekprese eden

hiicrelerin aktivasyonunu inhibe ederler.

Mast hiicreleri tarafindan iiretilen ve alerjik reaksiyonlar ile iliskili en 6nemli
mediyator olan histamin, hedef hiicrelerdeki Hi, H», H3 ve Hy reseptorlerini kullanarak
etkilerini yerine getirir (Thangam ve ark., 2018). H; reseptdrlerinin uyarimy, alerjik ve
yangisal reaksiyonlar ile iliskili bulgularin agiga ¢ikmasi ile sonuglanir. Endotel
hiicrelerinde bulunan H; reseptorlerinin uyarilmasi damar gecirgenliginde artis ile; diiz
kas hiicrelerinde bulunan reseptorlerin uyarilmasi ise diiz kas kontraksiyonu, hava
yollarmin daralmasi ve mukus sekresyonu ile sonu¢lanir (da Silva ve ark., 2014;
Krystel-Whittemore ve ark., 2016). H» reseptorleri gastrik asit sekresyonunu, hava
yollar1 mukus iiretimini ve vaskiiler permeabiliteyi modifiye eder (Thangam ve ark.,
2018). Yalnizca noronlar tarafindan ekprese edilen Hs reseptorleri, uyku-uyanik kalma
siklusunun, biligsel fonksiyonlarin ve néroinflamasyonun regiilasyonunda son derece
onemlidir (Gemkow ve ark., 2009). Alerjik ve yangisal reaksiyonlarda gorev alan Hy
reseptOrleri ise mast hiicrelerinin aktive olmasmi ve alerjik yanitin gergeklestigi
bolgeye go¢ etmelerini saglar; FceRI reseptor ekpresyonda artisa neden olur ve mast
hiicre degraniilasyonunu indiikler (Thurmond, 2015). Hj.4 reseptorleri ve histamin
interaksiyonlar1 ile meydana gelen etkileri ve patolojileri dnlemek amaciyla Hi4

reseptdr antagonistleri kullanilmaktadir. Bu amagla, H; reseptdr antagonistleri
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(6rnegin klorfenamin, prometazin, loratidin, desloratadin, feksofenadin ve ketotifen)
alerjik reaksiyonlar sirasinda ve aktive olmus mast hiicrelerinin rol oynadigi hastalik
tablolarmda; H> reseptor antagonistleri (6rnegin simetidin, famotidin ve nizatidin)
gastrik asit sekresyonunun diizenlenmesinde; Hz reseptor antagonistleri (pitolisant)
narkolepsinin tedavisinde kullanilmaktadir. Heniiz klinik deneme asamasinda olan ve
gelecek vadeden H3 ve Hy reseptor antagonistleri de mevcuttur (Thangam ve ark.,

2018).

PGD; ¢ogunlukla mast hiicreleri, makrofajlar, dendritik hiicreler ve Tn2
hiicreleri tarafindan tiretilen ve alerjik reaksiyonlar sirasinda son derece 6nemli roller
oynayan bir lipid mediyatoriidiir. (Domingo, Palomares, Sandham, Erpenbeck, &
Altman, 2018). Bu molekiiliin, basta Ty2 hiicreleri olmak iizere, eozinofiller, bazofiller
ve mast hiicreleri tarafindan ekprese edilen CRTH2 reseptorlerine baglanmasi, T2
yaniti ile iligkili mediyatorlerin salinimi ile sonuglanir. Bu mediyatorler eozinofillerin
farklilagmasmi, olgunlasmasini, bolgeye go¢ etmesini ve aktive olmasini saglar (IL-4
ve IL-5); goblet hiicrelerinde hiperplaziye ve artmis mukus tiretimine yol acar (IL-13);
aktive olmus B hiicreleri ve plazma hiicrelerinde immunoglobulin smifinn IgM’den
IgE’ye degisimine neden olarak mast hiicrelerinin bolgeye gelmesine, aktivasyonuna
ve boylece yangi bolgesinde PGD; iiretimine neden olur (IL-4 ve IL-13); pro-
inflamatuvar sitokinlerin liretiminin artmasini saglar (IL-8 ve IL-9) (Domingo ve ark.,

2018; Liu, Min, Jiang, & Mao, 2018; Singh, Ravi, & Southworth, 2017).

Mast hiicresi spesifik proteazlar olan triptaz ve kimaz enzimleri, PAR-2
reseptorleri araciligi ile biyolojik etkilerini ortaya ¢ikardigi i¢in, bu iki proteazin
etkilerinin arastirildig1 in vivo ve in vitro ¢alisma diizeneklerinde PAR-2 reseptor
antagonistlerinden olan FSLLRY-NH; siklikla kullanilmaktadir (Lohman ve ark.,
2012; Narita ve ark., 2021; Tripathi, Abdi, & Alizadeh, 2014; Wang ve ark., 2017).

Mast hiicreleri tarafindan iiretilen IL-4, IL-13 ve IL-17 gibi pro-inflamatuvar
sitokinlerin ve VEGF gibi biiyiime faktorlerinin de etkileri, nétralize edici antikorlar

kullanilarak baskilanabilmektedir (Paivandy, & Pejler, 2021).
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2.2.6.3. Mast Hiicre Sayisinin Azaltilmasi

Mast hiicrelerinin rol oynadig: hastaliklar, son derece kompleks ve birbirleri ile
iliskili olan sayisiz sinyallesme yolagi ve mediyator etkilesimleri sonucunda
gergeklestigi i¢in, mast hiicre sayismin, dolayisi ile tiim hiicre aktivitesinin azaltilmas1
da efektif bir tedavi yaklasimidir. Bu amacgla, mast hiicrelerinin hayatta kalma
stirelerini azaltarak veya mast hiicre apoptozisini indiikleyerek dokularda bulunan

hiicre sayisini1 azaltan ilaglar gelistirilmektedir (Paivandy, & Pejler, 2021).

SCF mast hiicrelerinin proliferasyonu, hayatta kalmalari, farklilagmalar1 ve
olgunlagmalar1 i¢in son derece 6nemli bir biiyiime faktoriidiir (Caslin ve ark., 2018).
SCF ve tirozin kinaz aktivitesine sahip olan reseptorii c-kit’in interaksiyonlar1 bahsi
gecgen biyolojik etkileri meydana getirdigi i¢in, SCF ve c-kit aksisi dokulardaki mast
hiicre sayismin azaltilmasi i¢in potansiyel bir tedavi secenegi haline gelmistir

(Paivandy, & Pejler, 2021).

Mast hiicreleri, hiicre ylizeyinde bulunan 6liim reseptorlerine (6rnegin tumor
necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand, TRAIL-R) baglanan agonistlerinin
kullanimi1 ve bdylece pro-apoptotik yolaklarm aktivasyonu ile apoptozise
stiriiklenebilir. Ancak pek ¢ok hiicre tipi bu reseptorleri yiizeylerinde ekprese ettigi
i¢cin bu ajanlarin kullanimina iligskin preklinik ve klinik ¢alismalar devam etmektedir.
Bir diger yaklasim olarak, anti-apoptotik proteinlerin inhibisyonunun mast hiicrelerini
apoptozise sliriikledigi gosterilse de spesifiteye iliskin problemler bu ilaglarin

kullanimin1 kisitlamaktadir (Paivandy, & Pejler, 2021).

2.2.6.4. Glukokortikoidler

Mast hiicre fonksiyonlar1 iizerinde c¢ok yonli etkileri bulundugu icin
glikokortikoidlere iliskin bilgiler ayr1 bir baslik altinda verilmistir. Glukokortikoidler
(6rnegin deksametazon ve prednizolon) alerjik reaksiyonlar, dermatolojik, oftalmik ve
norolojik problemler, otoimmun hastaliklar ve farkli kanser tipleri de dahil olmak
tizere pek cok hastaligin tedavisinde siklikla kullanilan steroid yapidaki hormonlardir
(Cruz-Topete, & Cidlowski, 2015; Pufall, 2015). Anti-inflamatuvar ve immunsupresif
etkili bu molekiiller mast hiicrelerini, T hiicrelerini, noétrofilleri, bazofilleri ve

eozinofilleri apoptozise siirlikleyerek yangisal cevabi hafifletebilirler. Pro-

21



inflamatuvar sitokinleri, kemokinleri, hiicre adezyon molekiillerini, ¢esitli enzimleri
ve reseptorleri kodlayan genlerin ekspresyonunu azaltarak yangisal reaksiyonlar1
baskilayabilirler (Cruz-Topete, & Cidlowski, 2015). Ek olarak, intraseliiler kalsiyum
mobilizasyonunu azaltarak ve degraniilasyon ile iligkili hiicre i¢i sinyallesme
molekiillerinin ~ ekpresyonunu  baskilayarak mast hiicre degraniilasyonunu

engelleyebilirler (Oppong, Flink, & Cato, 2013).

2.3. Fibrozis
2.3.1. Fibrozisin Tanimi ve Onemi

Fibrozis farkli doku ve organlarda bag doku hiicrelerinin artist ve ECM
komponentlerinin agir1 birikimi olarak tanimlanabilir (Distler ve ark., 2019). Fibrozis
temel olarak kronik enfeksiyon, iskemi, alerjik ve otoimmun reaksiyonlar, kimyasal
ajanlar ve radyasyon gibi doku tahribat1 ile seyreden persiste yangilar sonucunda
meydana gelir (Kis, Liu, & Hagood, 2011; Henderson ve ark., 2020). Organlarda asil
i yapan lnitelerin yani parenkimal hiicrelerin kaybi ve bu hiicrelerin yerlerinin
fibrotik doku ile doldurulmasi organlarm anatomik yapismin ve fonksiyonlarmin
bozulmasina neden olur; artan bag doku besin maddelerinin ve oksijenin diftizyonunu
engelleyerek hiicre hasarmin siddetini artirir ve bu siireg ilerleyen donemlerde organ
yetmezlikleri ve 6liim ile sonuglanabilir (Dees, Chakraborty, & Distler.,2020; Distler
ve ark., 2019). Ornegin, myokardiyal fibrozis kalp kontraksiyonlarmi ve sistemik
perfiizyonu azaltarak diastolik kalp yetmezligine neden olur. Akciger fibrozisi
respirasyon esnasinda akcigerlerin genislemesini ve gaz degis tokusunu biiylik 6l¢iide
engeller. Benzer sekilde, hepatik fibrozis hepatoseliiler disfonksiyona ve portal
hipertansiyona; renal fibrozis bobrek perflizyonunun azalmasina ve filtrasyona

bozukluklarina neden olur (Theocharis, Manou, & Karamanos, 2019).

Fibrozis organlar1 bireysel olarak etkileyebilecegi (6rnegin pulmoner
idiyopatik fibrozis) gibi sistemik bir hastalik olarak da (6rnegin sistemik sklerozis)
karsimiza c¢ikabilir (Dees ve ark., 2020). Tek basma fibrotik hastaliklarin insidensi
diisiik olsa da astim, kronik obstriiktif akciger hastaligi (chronic obstructive pulmonary
disease, COPD), aterosklerozis ve yangisal bagirsak hastaligi (inflammatory bowel

disease, IBD) gibi fibrotik doku yanitlarinin sekillendigi kronik hastaliklarin insidensi
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son derece yiiksektir (Distler ve ark., 2019). Ek olarak, fibrotik doku yanitlari, hastalik
dogrudan fibrozis ile iligkili olmasa da, hastaligin nasil sonuglanacagm ve mortalitesini
etkilemektedir. Ornek olarak kalp yetmezliginde sekillenen myokardiyal yeniden
modellenme, aterosklerozisteki vaskiiler yeniden modellenme, tiimorlerdeki
desmoplastik reaksiyonlar ve astimda sekillenen hava yollarmin yeniden

modellenmesi sayilabilir (Distler ve ark., 2019; Wynn, 2004).

Mastitisler ile iliskili olarak, kronik yangisal siiregte meme dokusunda
sekillenen ilerleyici fibrozis, siit iiretimini gergeklestiren {initelerin yerini alarak siit
veriminin azalmasina ve siddetli olgularda siit {iretiminin tamamen durmasina neden
olabilir. Bu durum ciddi ekonomik kayiplarla ve hayvanlarin erken siiriiden

¢ikarilmasi ile sonuglanabilir.

Fibrozis olusumunda 6nemli olan hiicreleri, mediyatdrleri veya molekiiler
yolaklar1 hedef alan terapotik yaklagimlar mevcut olsa da fibrozis olusumunu
engelleyen, fibrozisin siddetini azaltan veya fibrotik dokular1 ortadan kaldirarak organ
fonksiyonlarmin yeniden kazandirilmasini saglayan etkin bir tedavi ne yazik ki mevcut
degildir. Ek olarak, diinyadaki 6liimlerin yaklasik %45’ inin fibrozis ile seyreden ¢esitli
hastaliklar nedeniyle sekillendigi diisiiniildiigiinde, anti-fibrotik tedaviye olan talep
bliyliktiir ve artmaya devam edecektir (Distler ve ark., 2019).

2.3.2. Ekstraseliiler Matriks (Extracellular Matrix, ECM) ve Fibrozis

Ekstraseliiler matriks (ECM) tiim dokularda ve organlarda hiicreler arasi alani
dolduran ve hiicreleri destekleyen son derece 6zellesmis makromolekiiler bir agdir
(Kusindarta, & Wihadmadyatami, 2018). ECM farkli dokularda farkli hiicre tipleri
tarafindan {retilir. Yumusak dokularda fibroblastlar ve myofibroblastlar ECM
tiretimini gerceklestirirken, osteoblastlar kemik matriksini, kondroblastlar kikirdak
matriksini, fibroblastlar ve epitel hiicreleri ise bazal membran ECM’sini iretirler
(Kusindarta, &  Wihadmadyatami, 2018). ECM’nin ana  bilesenleri
glikozaminoglikanlar (GAG’lar) (hyaluronik asit, kondroitin siilfat, dermatan siilfat,
heparan siilfat ve keratin siilfat) ve proteoglikanlar ile birlikte kollajenler, elastin,
fibronektin, vitronektin ve lamininlerin dahil oldugu g¢esitli fibroz proteinlerdir
(Kusindarta, & Wihadmadyatami, 2018; Theocharis ve ark., 2019). ECM
bilesenlerinin miktar1 dokudan dokuya hatta ayni doku igerisinde farkl
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kompartmanlarda bile farklilik gosterebilir (Kular, Basu, & Sharma, 2014). Bu
bilesenlerin birbirleri ile interaksiyonlari, ¢esitli hiicre tiplerini barmdiran yapisal bir

ag olustururlar (Theocharis ve ark., 2019).

Fiziksel yapisi itibariyle dokular1 desteklemekle kalmaz, ECM ayni zamanda
dokular1 ve organlar1 olusturan hiicrelerin fonksiyonlarmi diizenleyen dinamik ve
islevsel bir yap1 gorevini de goriir (Theocharis ve ark., 2019). ECM her bir organin
biyokimyasal Ozellikleri ile birlikte gerilme, basm¢ dayanimi ve elastikiyet gibi
mekanik ozelliklerini belirler (Frantz, Stewart, & Weaver, 2010). ECM tarafindan
hiicrelere iletilen kimyasal ve mekanik sinyaller hiicrelerin proliferasyonunu, hayatta
kalmasmi1 ve farklilagmasini diizenleyerek doku homeostazininin ve fonksiyonlarinin
korunmasini saglar (Chang ve ark. 2012; Theocharis, Skandalis, Gialeli, &
Karamanos, 2016; Yamada vd., 2019). Kemotaktik gradyan boyunca sirkiilasyonu terk
edip ekstraseliiler alana go¢ eden lokositler, ECM proteinlerine baglanarak hareket
ederler. Ek olarak, gesitli proteazlar, biiylime faktorleri, sitokinler ve kemokinler i¢in

bir rezervuar gorevi de goriir (Kular ve ark., 2014; Theocharis ve ark., 2016).

Fizyolojik ve patolojik kosullar altinda siirekli yeniden modellenen bir yap1
oldugu diisiintildiigiinde, uygun ECM kompozisyonunun korunmasi doku biitiinliigii
ve fonksiyonlarmin devamliligi agismdan son derece dnemlidir (Theocharis ve ark.,
2019). ECM’nin yikimlanmasini ve bdylece yeniden modellenmesine yardimc1 olan
enzimler arasinda MMP’ler, ADAM’lar (a disintegrin and metalloproteinases),
trombospodin motifleri tasyan ADAM’lar (ADAMs with thrombospodin motifs,
ADAMTSs), plazminojen aktivatorleri, intraseliiler katepsinler ve granzimler gibi atipik
proteazlar; swrasi ile hyaluronik asit ve heparan siilfat degradasyonunu saglayan
hyaluronidaz ve heparanaz gibi non-proteolitik enzimler sayilabilir (Theocharis ve
ark., 2016; Theocharis ve ark., 2019). MMP’ler ve bunlarin inhibitérleri (tissue
inhibitors of MMPs, TIMPs) arasmdaki denge ECM’nin normal birikimi ve
degradasyonu i¢in olduk¢a onemlidir. Son derece kompleks olan ve siki bir sekilde
regiile edilen yeniden modellenme siirecinde meydana gelen aksakliklar fibrozise
sebep olabilir. Saglikli dokular ile kiyaslandiginda, fibrotik dokularda gerceklesen
ECM modellenmesi, daha kati, daha yogun ve diizensiz bir ECM biriminine neden
olarak ECM sinyallesme mekanizmalarinin biiyiik 6lglide bozulmasi ile sonuglanir

(Theocharis ve ark., 2019). Fibrotik ECM’den kdken alan biyokimyasal ve mekanik
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sinyaller, profibrotik pozitif bir geri bildirim mekanizmasi olusturarak fibrozisin
devamlihgini saglarlar (Parker ve ark., 2014). Ornegin, fibronektin fragmentleri
hiicrelerin ECM {izerinde mekanik stres olusturdugu bolgelere baglanirlar. Hiicre
kontraksiyonlar1 fibronektin molekiillerinde konformasyonel degisikliklere yol agarak
diger ECM komponentlerinin baglanabilecegi bolgelerin agia ¢ikmasina ve boylece

ECM birikiminin artmasma neden olur (Zollinger, & Smith 2017).

2.3.3. Normal Yara Iyilesmesi ve Fibrozis

Normal yara iyilesmesi ve fibrotik hastaliklar pek cok yonden benzerlik
gostermektedir. Her iki durumda da organ biitiinliginin ve fonksiyonlarinin
korunmasi ve hasara yol acan faktoriin elimine edilmesi adina vaskiiler ve hiicresel
yanitlar1 kapsayan, son derece diizenli ancak bir o kadar da karmagik bir onarmmsal
stire¢ baglar (Weiskirchen, Weiskirchen &Tacke, 2018). Kanamanin durdurulmasi ve
stvi - kaybmmm  Onlenmesi admna hasara ugramis olan kan damarlarinda
vazokonstriiksiyon, platelet agregasyonu ve fibrin iplikleri meydana gelir (Gonzalez,
Costa, Andrade, & Medrado, 2016; Kahraman, 2016). Hemostatik rollerinin yaninda,
fibrin iplikleri mikroorganizma invazyonuna karsi bir bariyer olusturur; diger ECM
komponentleri ile birlikte bolgeye go¢ eden lokositler, fibroblastlar, endotel hiicreleri
ve keratinositler i¢in bir yap1 iskeleti goren ve biiyiime faktorlerinin de baglandigi
gecici matriks olusumunu saglarllar (Kahraman, 2016; Reinke, & Sorg, 2012; Shaw,
& Martin, 2009). Gegici vazokonstriiksiyonu takiben, hasara ugramis olan dokuda
yerlesim gosteren lokal immun sistem hiicreleri ve plateletler PRR’leri vasitast ile
PAMP’lar1 ve hasar iligkili molekiiler motifleri (damage associated molecular patterns,
DAMPs) taniyarak vazodilatasyona ve artmis vaskiiler permeabiliteye neden olan,
immun sistem hiicreleri i¢cin kemotaktik olan mediyatdrlerin liretimini ve salinimini
gerceklestirirler. Ek olarak, bolgede yerlesim gosteren ve bdlgeye infiltre olan
hiicrelerden kaynaklanan mediyatdrler akut yangisal siireci modiile ederek (IL-1a., IL-
1B ve TNF-a), kollajen sentezini stimiile ederek (FGF-2 ve TGF-f), myofibroblast
olusumunu saglayarak (TGF-f), yeni kan damar1 olusumunu [FGF-2, VEGF-A, TGF-
B, hipoksi ile indiiklenen faktor-la (hypoxia inducible factor-la, HIF-la)] ve
reepitelizasyonu (EGF, FGF-2, IGF-1 ve TGF-a) stimiile ederek iyilesme siirecini
destekler ve koordine ederler. (Maouia, Rebetz, Kapur; & Semple 2020; Reinke, &
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Sorg, 2012; Weiskirchen ve ark., 2018). Bolgeye gelen notrofil 16kositler ve
makrofajlar, mikroorganizmalarm ve debrisin ortadan kaldirilmasi adina mikrobisidal
ve fagositik fonksiyonlar1 yerine getirirler (Shaw, & Martin, 2009). Iyilesmenin
proliferatif fazinda yeni kan ve lenf damarlarnin olusumu, hiicre proliferasyonu,
migrasyonu ve reepitelizasyon gerceklesir. Gegi¢i matrikse dogru goc¢ eden
fibroblastlar burada prolifere olur ve ECM komponentlerinin (6rnegin kollajen ve
fibronektin) tiretimini gerceklestirirler (Kis ve ark., 2011). Go¢ eden fibroblastlarin bir
kismi ECM iretim kapasitesi son derece yiiksek olan, kontraktil proteinlerin
ekpresyonunu gercgeklestiren ve yara kontraksiyonunda gorev alan myofibroblastlara
farklilagirlar (Henderson ve ark., 2020; Kahraman, 2016). Gegici matriksin yerine
icerisinde ¢ok sayida fibroblast ve myofibroblastin oldugu, bu hiicreler tarafindan
tiretilen ve c¢ogunlugunu kollajenin olusturdugu ECM’nin, graniilositlerin,
makrofajlarm ve c¢ok sayida yeni kan damarinm bulundugu graniilasyon dokusu
meydana gelir. (Reinke, & Sorg, 2012; Kahraman, 2016). Son asamada ise
graniilasyon dokusunda bulunan yeni kapillar damarlarin gerilemesi, ECM’in yeniden
organize edilmesi, yikimlanmasi ve sentezlenmesi siireci baglar (Gonzalez ve ark.,
2016). Bu siireg icerisinde graniilasyon dokusu yeniden modellenerek daha az seliiler
ve daha az vaskiiler olan skar dokusunu meydana getirir. Kollajen ipliklerin
konsantrasyonunda meydana gelen artig ile birlikte proliferatif fazla bol miktarda
sentezlenen tip I1I kollajen iplikler yikimlanarak yerini tip I kollajen ipliklerden zengin
olan bir dokuya birakir (Reinke, & Sorg, 2012; Kahraman, 2016). Bu asamada doku
hasarin1 takiben sekillenen yangisal ve onarmsal siiregler yavaslar, sona erer;
makrofajlarm ve myofibroblastlarin biiyiik bir cogunlugu apoptozise ugrar (Bochaton-
Piallat, Gabbiani, & Hinz, 2016; Kahraman, 2016).

Eger hasar siddetli degilse, tekrar etmezse ve bahsedilen tiim bu yanitlar hasara
kars1 savunmada yeterli olursa doku homeostazisi yeniden saglanir (Henderson ve
ark., 2020; Weiskirchen ve ark., 2018). Ancak hasar siddetliyse, tekrar ediyorsa veya
savunma yetersiz ise hasara yol acan etken uzaklastirilamaz, yangisal yanit persiste
hale gelir ve immun sistem hiicreleri doku hasarin1 daha da siddetlendiren
mediyatorlerin iiretimini gergeklestirmeye devam ederler. Bu siire¢ parankimal hiicre
Oliimiine, takiben hiicre 6liimii ile iliskili tirtinlerin kontrolsiiz bir bigimde ekstraseliiler

ortama salinmasina ve bdylece pro-fibrojenik hiicre popiilasyonlarmin stimiilasyonuna
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yol acar (Henderson ve ark., 2020; Weiskirchen ve ark., 2018). Fibroblast aktivasyonu
kronik ve kontrol edilemeyen bir siire¢ haline gelir. ECM sentezi, birikimi ve yeniden
modellenmesi devam eder, TIMP iiretimi MMP sentezinden baskm hale gelir (Frantz
ve ark., 2010). Kronik ekstraseliiler fibrotik ¢evre myofibroblastlarda epigenetik
modifikasyonlara neden olarak aktif fenotipin fonksiyonlarmin devam etmesini saglar
ve bu hiicreleri apoptotik sinyaller de dahil olmak iizere bazi dis uyarimlara karsi
bagimsiz hale getirir (Distler ve ark., 2019). Tiim bu nedenlerden dolayi, fibrozis bir
hastalik olmaktan ziyade asiri, diizensiz, kontrolsiiz ve sonlandirilamayan bir doku

onarimi yanit1 olarak kabul edilmektedir (Distler ve ark., 2019; Henderson ve ark.,

2020).

2.3.4. Fibrozis Olusum Mekanizmalan

Aktive olmus fibroblastlar ve myofibroblastlar fibrozisin ana efektor
hiicreleridir (Kendall ve Feghali-Bostwick, 2014). Hasara ugramis olan bdlgelerde
fibroblastlarm aktivasyonu, proliferasyonu ve ECM komponentlerinin artmig birikimi
farkli doku ve organlarda fibrozis olusumu ile sonuglanmaktadir (Wynn, &
Ramalingam, 2012). Son yillarda yapilan ¢alismalar, farkli hiicre tiplerinin cesitli
molekiiler yolaklar vasitasi ile fibroblastlara ve myofibroblastlara farklilastigini ortaya
koymustur. Mezotel hiicreleri, sirkiilasyondaki fibrositler, epitel hiicreleri, endotel
hiicreleri, perisitler, vaskiiler diiz kas hiicreleri, Glil (+) perivaskiiler mezenkimal stem
hiicre benzeri hiicreler ve diger 6zellesmis hiicre tiplerinin hiicresel aktivasyon,
transformasyon, proliferasyon, infiltrasyon, epitelyal-mezenkimal ge¢is (epithelial to
mesenchymal transition, EMT), mezotelyal-mezenkimal ge¢is (mesothelial to
mesenchymal transition, MMT), endotelyal-mezenkimal ge¢is (endothelial to
mesenchymal transition, EndoMT) gibi mekanizmalar vasitasi ile mezenkimal
hiicreleri olusturarak fibrotik siirece katkida bulunduklar1 gosterilmistir (Di Gregorio
ve ark., 2020; Liu ve ark., 2021; Ma, Sanchez-Duffhues, Goumans, & Dijke, 2020;
Weiskirchen vd., 2018). Aktive olmus fibroblastlar ve myofibroblastlar fibrotik
hastaliklarin patojenezinde merkezi konumda olduklari i¢in, fibrozis arastirmalarmin
en temel amaci fibroblastlarin aktivasyonunu ve myofibroblast farklilagmasmi
baslatan, siirdiiren ve sonlandmran molekiiler ve immiinolojik mekanizmalarin
aydmlatilmas1 olmustur (Wynn, & Ramalingam, 2012; Zeisberg, & Kalluri, 2012). Bu
dogrultuda, dogal ve kazanilmis bagisikliga ait olan pek ¢ok elementin, parankimal
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hiicrelerin, farkli sinyallesme yolaklarmin ve molekiillerin bu siirece katkida
bulundugu ortaya konmustur. Fibrozis agisindan son derece onemli olan TGF-f1,
Wingless/Int (WNT) ve YAP/TAZ (yes-associated protein 1 [YAP]/transcriptional
coactivator with PDZ-binding motif [TAZ]) sinyallesme yolaklarmmn ¢esitli yollarla
aktivasyonu c¢ogu doku ve organda fibrozis ile sonuclanmaktadir (Burgy, &
Konigshoff 2018; Meng, Nikolic-Paterson, & Lan, 2016; Noguchi, Saito, & Nagase,
2018; Piersma, Bank, & Boersema, 2015). Tip II pnémositler (Parimon, Yao, Stripp,
Noble, & Chen, 2020), hepatik stellat hiicreleri (Higashi, Friedman, & Hoshida 2017)
ve podositler (Black, Lever, &Agarwal, 2019; Lu ve ark., 2019) gibi parankimal
hiicreler ile birlikte peritoneal ve ploral mezotel hiicrelerinin (Liu ve ark., 2020) EMT
ve mediyator salmimi araciligr ile fibrozise katkida bulundugu gosterilmistir.
Makrofajlar, mast hiicreleri ve T lenfositler gibi dogal ve kazanilmis bagisik
hiicrelerinin de fibrotik siiregte son derece dnemli roller oynadigi ¢esitli calismalar ile
ortaya konmustur (Gieseck, Wilson, & Wynn, 2018; Wick ve ark., 2010; Zhang, &
Zhang, 2020)

2.3.5. Mast Hiicreleri ve Fibrozis

Akciger, bobrek, karaciger ve kalp gibi farkli organlarda gesitli sebeplerden
kaynaklanan veya deneysel olarak indiiklenen fibrozis tablolarinda mast hiicrelerinin
ve mast hiicre mediyatorlerinin rollerinin irdelendigi arastirmalar mevcuttur. Cesitli
yontemler ile mast hiicrelerinin inhibe edildigi doku ve organlarda fibrozisin siddetinin
belirgin 6lciide azaldig1; mast hiicrelerinden yoksun olan hayvanlar {izerinde yapilan
in vivo ¢aligmalarda ise bu hayvanlarm fibrozisten korundugunu veya fibrosis olusum
siddetinin azaldig1 tespit edilmistir (Lennon, Borst, Edwards, & Moeser, 2018;
Overed-Sayer ve ark., 2020; Summers ve ark., 2012; Veerappan vd., 2013). Ek olarak,
kronik yangisal degisikliklerin goriildiigli pek cok doku ve organda 6zellikle fibrotik
alanlar igerisinde yerlesim gosteren mast hiicre sayismin artig gosterdigi de
gosterilmistir (Hargrove vd., 2016; Lombardo ve ark., 2019; Pattabiraman ve ark.,
2021; Piersma ve ark., 2015; Veerappan ve ark., 2013; Wygrecka ve ark., 2013).
Ornegin, IBD’ye sahip olan bireylerin bagiwsak dokusunda ve disodyum siilfat
(disodium sulphate, DSS) ile intestinal fibrozisin indiiklendigi farelerde saglikli

olanlara kiyasla toplam ve degraniile mast hiicre sayisininda belirgin bir artigin
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sekillendigi tespit edilmistir (Liu ve ark., 2021). Ayn1 ¢alismada IBD’de sahip olan
bireylerin bagirsak dokusunda yerlesim gdsteren mast hiicre sayist ile fibrozisin siddeti

arasinda pozitif yonde bir iliskinin bulundugu gosterilmistir.

Son yillarda yapilan ¢alismalarda TGF-B1, VEGF, PDGF, FGF, CCL-2, CCL-
5, IL-1B, IL-4, IL-6, IL-13, TNF-a CCL-2, CCL-5, histamin, rennin gibi mast hiicre
triinlerinin ve bu hiicrelere spesifik olan triptaz ve kimaz enzimlerinin pro-fibrotik
fonksiyonlar1 ortaya konmustur (Duval ve ark., 2015; Overed-Sayer, Rapley,
Mustelin, & Clarke, 2014; Overed-Sayer ve ark., 2020; Shimbori ve ark., 2018). Tez
caligmas1 kapsaminda yer aldig1 icin ilerleyen kisimlarda TGF-B1, triptaz ve kimaz

enzimleri ile iliskili ayrmtili bilgiler aktarilacaktir.

Mast hiicrelerinin iirettigi pro-fibrotik biiyiime faktorlerinden olan TGF-B1’in
fibroblast proliferasyonunu, migrasyonunu, myofibroblast olusumunu destekledigi ve
fibroblastlarda kollajen sentezini indiikledigi pek ¢ok calisma ile gsterilmistir (Meng
ve ark., 2016; Shimbori ve ark., 2018; Tang ve ark., 2017; Zhang ve ark., 2018). Ek
olarak, bu sitokinin EMT vasitasiyla fibrosis olusumuna da katkida bulundugu

bilinmektedir (Overed-Sayer ve ark., 2014).

Mast hiicre graniil iceriginin biiyiik bir kismini olusturan ve yalnizca mast
hiicreleri tarafindan iiretilen en 6nemli proteazlar olan triptaz ve kimaz, hiicrelerin
yiizeyinde bulunan PAR-2 reseptorleri vasitasiyla biyolojik etkilerini meydana getirir
(Bagher ve ark., 2018; Payne, & Kam, 2004; Sharma ve ark., 2007). Bu proteazlarin
fibrotik siire¢ iizerine olan etkileri farkli doku ve organlarda irdelenmistir. Triptaz
enziminin fibroblast proliferasyonunu, migrasyonunu ve kollajen sentezini artirdigi,
fibroblastlarin  myofibroblastlara farklilagsmasini indiikledigi, fibroblastlarda
apoptozisi inhibe ettigi ortaya konmustur. Ornek olarak, triptaz enzimi ile kiiltiire
edilen insan akciger fibroblastlarinda proliferatif kapasitenin son derece yiikseldigi;
kiiltiir ortaminda olusturulan yara iyilesmesi modelinde ise bu enzimin fibroblast
migrasyonunu arttirdig1 ortaya konmustur (Bagher ve ark., 2018). Triptaz enziminin
psoriyazis iliskili artritiste MMP’leri aktive ederek matriks komponentlerinin
yikimlanmasma katkida bulundugu gosterilmistir (Chimenti ve ark., 2018).Romatoid
artritise sahip olan bireylerden elde edilen sinoviyal fibroblastlarda apoptozisi inhibe

ettigi saptanmistir (Sawamukai ve ark., 2010). Triptazm TGF-B1°1 aktive ederek
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fibrozis olusumuna da katkida bulundugu tespit edilmistir (Bradding, & Pejler, 2018;
Tatler, Porte, Knox, Jenkins, & Pand, 2008). Fibrozisle seyreden hastaliklarda fibrotik
alanlar icerisinde ¢cok sayida MCr hiicresinin bulundugu ve doku triptaz diizeylerinde
bir artisin sekillendigi de bildirilmistir (Kondo ve ark., 2001; Wygrecka ve ark., 2013).
Liu ve arkadaslar1(2021), DSS ile indiiklenen IBD modelinde, IBD’ nin olusturuldugu
farelerin bagirsak dokusunda kontrol grubu ile kiyaslandiginda triptaz diizeyinin artis
gosterdigini; triptaz inhibitoriiniin uygulandigr farelerde ise fibrozisin siddetinin ve

ECM komponentlerinin gen ekpresyonunun azaldigini géstermistir.

Kimaz enziminin farkli sinyallesme yolaklar1 ve farkli mekanizmalar vasitasi
ile fibrozis olusumuna katkida bulundugunu gosteren ¢alismalar mevcuttur. Chen ve
arkadaslar1 (2017), saglikli deri ile kiyaslandiginda, hipertrofik skar dokularinda
yerlesim gdsteren mast hiicre sayisinin ve MCc hiicrelerinin sayismin belirgin dlgiide
artis gosterdigini tespit etmistir. Ayni1 ¢alismada kimaz enziminin TGF-B1°1 aktive
ettigi ve bu yolla hipertrofik skar fibroblastlarinin proliferasyonunu ve kollajen
sentezini artirarak fibrosis olusumunda rol oynadig: tespit edilmistir. Kimaz enzimi ile
inkiibe edilen kardiyak fibroblastlarda proliferatif kapasitenin ve kollajen iiretiminin
artis gosterdigi tespit edilmistir (Zhao ve ark., 2008). Rennin-anjiyotensin-aldosteron
sisteminin 6nemli bir komponenti olan Ang II kardiyak fibroblastlarm proliferasyonu,
farklilagmasi, migrasyonu ve kollajen sentezini arttirarak kardiyak fibrozis olusumuna
katkida bulundugu bildirilmistir (Wang ve ark., 2018). Kimaz enziminin anjiyotensin
IT olusumu vasitas: ile fibroblastlar1 aktive ettigi ve fibrozis olusumuna katkida
bulundugu ortaya konmustur (Komeda ve ark., 2008). Bu 6rneklerin yan1 sira, kimaz
inhibisyonunun farkli doku ve organlarda fibrozisin siddetini hafiflettigini rapor eden
caligmalar da mevcuttur. Matsumoto ve arkadaslar1 (2003), kardiyak fibrozise sahip
olan kdpeklerin kalp dokusunda yerlesim gosteren MCc hiicrelerinin sayisinda kontrol
grubuna kiyasla onemli bir artisin sekillendigini ve kimaz inhibitérlerinin kardiyak
fibrozisten korudugunu rapor etmistir. Benzer sekilde, Kanemitsu ve arkadaslari
(2008), kimaz inhibitorlerinin uygulandigi ratlarm myokardiyal infarktiisii takiben
olusan myokardiyal fibrozisten korundugunu gostermistir. Hamster’larda karbon
tetrakloriir ile indiiklenen karaciger fibrozisi modelinde, kimaz inhibitorlerinin
karaciger enzim aktivitesini azalttig1 ve fibrozisi hafiflettigi gosterilmistir (Komeda ve

ark., 2010). Hamster’larin bleomisin ile indiiklenen pulmoner fibrozis modelinde,
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kimaz inhibitorlerinin akciger fibrozisini hafiflettigi de ortaya konmustur (Kosanovic
ve ark., 2015).

Ozetlenecek olursa, mast hiicrelerinin farkli doku ve organlarda sekillenen
yangisal siireglerde ve fibrotik reaksiyonlarda aldiklar1 rolleri irdeleyen ¢alismalar
mevcut olsa da mast hiicrelerinin mastitisler sirasinda aldiklar1 olasi rolleri ve 6zellikle
kronik mastitislerin seyri sirasinda olusan fibrotik reaksiyonlar iizerindeki etkilerini

arastiran bir caligma heniiz ger¢eklestirilmemistir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bursa Uludag Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etil Kurulu arastirma
basvurusunun, ¢calismanin amacinin ve yontemlerin etik agidan uygun olduguna karar

vermistir (etik kurul onay numarasi: 2019-07/04).

Tez calismasinda mast hiicrelerinin mastitislerin, 6zellikle fibrozis ile seyreden
kronik olgularin patojenezinde aldiklari olasi rollerin incelenmesi amaglanmistir.
Farelerde olusturulan in vivo mastitis deneyleri, konak¢i-etken interaksiyonlarmnin
degerlendirilmesine olanak taniyan ve bdylece inek mastitislerinin patofizyolojisinin
ve patojenezinin anlasilmast amaciyla siklikla kullanilan ¢alisma modelleridir.
Ineklerde olusturulan in vivo mastitis deneylerinin maliyetinin son derece yiiksek
olmasi, ineklerin idaresinin giic olmasi ve ilireme sikluslarinin farelere kiyasla uzun
olmasi nedeniyle ¢alisma kapsamina lokal mezbahalardan elde edilen inek meme
dokular1 dahil edilmistir. Bu iki tiirden elde edilecek olan sonuglarin kargilastirmali ve
ayn1 zamanda bir biitiin olarak degerlendirilmesi standart ve daha giivenilir sonuglarin
elde edilebilmesini miimkiin kilmistir. Ek olarak, mast hiicrelerine ait triptaz ve kimaz
enzimlerinin fibrozisin anahtar hiicreleri olan fibroblastlar iizerindeki olasi etkileri ise

hiicre kiiltiirii calismalarinda irdelenmistir.
3.1. GEREC
3.1.1. inek Meme Dokusu Orneklerinin Temini

Et ve Balik Kurumu Bursa Kombinasi’ndan toplam 264 adet meme dokusu ve
237 adet siit numunesi (korelmis olanlardan siit numunesi temin edilememistir)
orneklenmistir (Resim 1-6). Dokularm dikkatli inspeksiyonu ve palpasyonu

yapildiktan sonra her bir meme lobunun farkli bolgelerinden numuneler alinmistir.

3.1.2. In Vivo Deneylerde Kullanilan Farelerin Temini

Deneylerde Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari
Yetistirme, Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden 8 haftalik yasta ciftlestirilmis ve
gebe olarak temin edilen Balb-c irki disi fareler kullanilmistir. Fareler %60-70 nem
oranma, 20-22 °C ortam sicaklifina ve 12 saat aydnlik/12 saat karanlik siklusuna
sahip olan odalarda bireysel kafeslerin icerisinde, pelet yeme ve suya stirekli serbest

erisimleri olacak sekilde barmdirilmiglardir. Dogumlari takiben, anne farelerin 7 giin
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boyunca yavrularmi emzirmelerine izin verilmistir ve deneylere baslamadan 2 saat
once yavrular annelerinin yanindan ayrimistir. Yavrularm yetistirilmesine siit anneler

ile devam edilmistir.

3.1.3. Hiicre Kiiltiirii Cahsmalarinin Gergeklestirildigi Deneysel Ortam

Hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 Bursa Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Patoloji Anabilim Dali’na ait olan hiicre kiiltiirii laboratuvarinda gerceklestirilmistir.
Tim c¢alisma boyunca laboratuvar 1sis1 25°C’de tutulmustur ve ultraviyole
sterilizasyon lambalar1 kullanilarak diizenli araliklar ile laboratuvar sterilize edilmistir.
Hiicrelerin beslenmesi ve pasajlama islemleri gibi steril kosullarin gerektigi tim
manipiilasyonlar, biyolojik emniyet kabini (MSC 12 Class II A2 BioSafety Cabinet,
Jouan, Fransa) igerisinde gergeklestirilmistir. Cam malzemelerin ve cerrahi aletlerin
sterilizasyonu i¢in kuru hava sterilizatorii (FN 120, Dry Air Sterilizer, Niive, Tiirkiye)
(165°C’de 90 dakika) kullanilmistir.

3.2. YONTEM
3.2.1. In Vivo Fare Deneyleri

Farelerde genel anestezinin indiiksiyonu i¢in sevofluran (Sevorane likit, 250
ml, Abbvie, North Chicago IL, Amerika) ile inhalasyon anestezisi tercih edilmistir.
Anesteziye baslamadan Once, portatif anestezi cihazi (AMS Minor 612, Tiirkiye)
vaporizatorii iizerindeki kirmizi ¢izgiyi gegmeyecek sekilde cihazm igerisine
sevofluran doldurulmustur. Ardindan oksijen silindirinin {izerindeki vana agilarak
anestezi cithazmma gaz akis1 (0.5-1 lt/dakika) baslatilmistir. Sevofluran vaporizatorii
tizerindeki ayar diigmesi %4 anestezik madde c¢ikis1 olacak sekilde ayarlanmistir.
Fareler plastik bir indiiksiyon konteynerine alindiktan sonra yaklasik 2-3 dakika
icerisinde anestezinin indiiksiyonu tamamlanmistir. Hayvanlar sirt iistii pozisyonda
yatirilmis ve enjeksiyon bolgeleri %70’lik etanol ile dezenfekte edilmistir. Meme i¢i
enjeksiyonlarda 4. sag ve sol meme basi1 ince uclu digsiz bir pens yardimi ile nazikge
tutulmus ve meme basi kanalina 30 gauge’luk kiit u¢lu igne (BD — Ultra Fine 0.5 mL
insulin syringe, Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ, Amerika) ile
girilerek enjeksiyonlar gerceklestirilmistir (steril makas yardimi ile kesilip
kiitlestirilen igne uglar1 %70’lik etanolle dezenfekte edildikten sonra deneylerde
kullanilmistir) (Resim 10 ve 11). Intraperitoneal (IP) enjeksiyonlarda, abdominal
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organlar1 travmatize etmemek icin karin duvari dissiz bir pens yardimiyla hafifce
yukari kaldirilmis, ardindan insiilin enjektorii ile soliisyonlar enjekte edilmistir. Deney
gruplari, her bir grup i¢in hazirlanan soliisyonlarin dozu ve uygulama sekli sirasi ile
Tablo 1 ve Tablo 2’de gosterilmistir. Akut mastitis grubundaki hayvanlar
enjeksiyonlardan 24 saat sonra, kronik mastitis grubundaki hayvanlar ise deneyin 14.
gliniinde yliksek dozda aneztezik maddeye maruz birakilarak 6tenazi edilmistir. Sag 4.
meme bezleri (Resim 11) histopatolojik, histokimyasal ve immunohistokimyasal
incelemelerin yapilmasi i¢in %4’liik paraformaldehit soliisyonuna alinmistir. Sol 4.
meme bezleri molekiiler calismalarda kullanilmak iizere orneklenmis, meme
bezlerinden homojenatlar hazirlanmis (meme bezi homojenatlarinin hazirlanisi
©“3.2.7.1. Fare Meme Bezi Homojenatlarinin Hazirlanmasi’> bashigi altinda

anlatilmistir) ve deneylerin yapilacagi zamana kadar -80°C’de muhafaza edilmistir.

Tablo 1. Akut mastitis modeli gruplar1.

Gruplar Yontem ve Aciklamalar

L. Grup Bu gruptaki hayvanlar {izerinde herhangi bir manipiilasyon gerceklestirilmemistir. Kontrol

Kontrol Grubu (n:6) grubundaki fareler diger gruplara dahil olanlar ile yas, dogum zaman ve emzirme donemi
esleniktir.

1. Grup LPS grubundaki hayvanlara steril fosfat tamponlu tuz ¢6zeltisi (phosphate-buffered saline,

LPS Grubu (n:6) PBS) soliisyonunda (P4417, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, Amerika) ¢ozdiirilerek

hazirlanan 0,2 pg/ul’lik LPS soliisyonundan (LPS from Escherichia coli O111:B4, 14391,
Sigma Aldrich) sag ve sol meme basi kanali yolu ile 50 pl enjekte edilmistir.

IIL Grup Hayvanlara sag ve sol 4. meme bas1 kanali yoluyla 50 pl steril PBS soliisyonu enjekte
PBS Grubu (n:6) edilmistir. Bu grup LPS’in ¢6zdiiriildigi steril PBS’in etkilerini gozlemlemek igin
caligmaya dahil edilmistir.

IV.I. Grup Steril PBS igerisinde 50mg/kg dozda olacak sekilde ¢ozdiiriilen kromolin sodyum (C0399,
Intraperitoneal (IP) Sigma Aldrich) soliisyonundan IP yolla 50 ul enjekte edilmistir.

Kromolin Grubu (n:6)

IV.IL Grup Steril PBS igerisinde 50mg/kg dozda olacak sekilde ¢ozdiiriilen kromolin sodyum (C0399,
Meme i¢i (IM) Kromolin Sigma Aldrich) soliisyonundan sag ve sol 4. meme bas1 kanalina 50 pl enjekte edilmistir.
Grubu (n:6)

V. Grup Bu gruptaki hayvanlara LPS enjeksiyonundan 2 saat 6nce grup IV.II’de belirtilen doz ve
IM Kromolin + LPS Grubu uygulama yoluyla kromolin sodyum soliisyonu verilmis, takiben grup II’deki doz ve

(n:6) uygulama sekliyle LPS enjekte edilmistir

VI. Grup Bu gruptaki hayvanlara LPS enjeksiyonundan 2 saat dnce grup IV.I’de belirtilen doz ve
IP Kromolin + LPS Grubu uygulama yoluyla kromolin sodyum soliisyonu verilmis, takiben grup II’deki doz ve

(n:6) uygulama sekliyle LPS enjekte edilmistir.

VIIL Grup Bu gruptaki hayvanlara LPS enjeksiyonundan 1 saat dnce 5 mg/kg’lik deksametazon

Deksametazon (DEX) + LPS | (D4902, Sigma Aldrich) soliisyonundan IP yolla 50 pl enjekte edilmis, sonrasinda
Grubu (n:6) grupll’deki doz ve uygulama sekliyle LPS enjekte edilmistir. LPS enjeksiyonunu takip
eden 12. saatte deksametazon enjeksiyonu belirtilen doz ve uygulama yoluyla

tekrarlanmustir.
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Tablo 2. Kronik mastitis modeli gruplari.

Gruplar

Yontem ve Aciklamalar

L. Grup
Kontrol Grubu (n:6)

Bu gruptaki hayvanlar iizerinde herhangi bir manipiilasyon
gerceklestirilmemistir. Kontrol grubundaki fareler diger gruplara dahil olanlar

ile yas, dogum zamani ve emzirme donemi esleniktir.

1. Grup
LPS Grubu (n:6)

LPS grubundaki hayvanlara 1. 5. ve 10. giinlerde steril PBS soliisyonunda
(P4417, Sigma Aldrich) ¢ozdiiriilerek hazirlanan 0,2 pg/ul’lik LPS
soliisyonundan (LPS from Escherichia coli O111:B4, L4391, Sigma Aldrich)

sag ve sol meme basi kanali yoluile 50 pl enjekte edilmistir.

1I1. Grup
PBS Grubu (n:6)

Hayvanlara 1. 5. ve 10. giinlerde sag ve sol 4. meme bas1 kanali yoluyla 50 ul
steril PBS soliisyonu enjekte edilmistir. Bu grup LPS’in ¢6zdiiriildiigii steril
PBS’in etkilerini gozlemlemek i¢in ¢aligmaya dahil edilmistir.

IV.L. Grup
Intraperitoneal (IP) Kromolin
Grubu (n:6)

Steril PBS igerisinde 50mg/kg dozda olacak sekilde ¢ozdiiriilen kromolin
sodyum (C0399, Sigma Aldrich) soliisyonundan 1. 5. ve 10. giinlerde IP yolla
50 pl enjekte edilmistir.

IV.IL. Grup
Meme i¢i (IM) Kromolin Grubu
(Stabilizatér Grubu) (n:6)

Steril PBS igerisinde 50mg/kg dozda olacak sekilde ¢ozdiiriilen kromolin
sodyum (C0399, Sigma Aldrich) soliisyonundan 1. 5. ve 10. giinlerde sag ve sol
4. meme bag1 kanalina 50 pl enjekte edilmistir.

V. Grup
IM Kromolin + LPS Grubu (n:6)

Bu gruptaki hayvanlara 1. 5. ve 10. giinlerde LPS enjeksiyonundan 2 saat 6nce
grup IV.II’de belirtilen doz ve uygulama yoluyla kromolin sodyum soliisyonu

verilmis, takiben grup II’deki doz ve uygulama sekliyle LPS enjekte edilmistir.

VI. Grup
1P Kromolin + LPS Grubu (n:6)

Bu gruptaki hayvanlara 1. 5. ve 10. giinlerde LPS enjeksiyonundan 2 saat 6nce
grup IV.I’de belirtilen doz ve uygulama yoluyla kromolin sodyum soliisyonu

verilmis, takiben grup II’deki doz ve uygulama sekliyle LPS enjekte edilmistir.

3.2.2. Dokularin Islenmesi

Mikroskobik inceleme i¢in aliman meme dokusu Orneklerinin tespit islemi

%4’liikk  paraformaldehit (158127, Sigma Aldrich) igerisinde

gergeklestirilmistir. Cam bir beher igerisine 800 ml PBS ve 40 gram paraformaldehit

soliisyonu

eklenmis, takiben beher, 1sitma 6zelligi bulunan bir manyetik karistiricinin iizerine
yerlestirilmistir. Paraformaldehit tamamen ¢6ziinene kadar karistirma islemine devam
edilmistir. Karistirma iglemi devam ederken berrak bir soliisyon elde edene kadar
beherin igerisine damla damla 1M sodyum hidroksit (NaOH) eklenmistir. Tiim bu
islem boyunca soliisyonun sicakliginin 60°C’yi ge¢memesine Ozen gosterilmistir.
Paraformaldehit tamamen ¢oziindiikten ve soliisyon berrak hale geldikten sonra cam
beher oda sicakliginda sogumaya birakilmistir. Beher igerisine 200 ml PBS daha ilave
edilmis, takiben soliisyonun pH’16,9-7,2 araligina ulasana kadar 1M hidroklorik asit
(HC)) ilave edilmistir. Hazirlanan bu soliisyon 4°C’de en fazla 2 hafta muhafaza
edilmistir.
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Mikroskobik inceleme i¢in alman meme dokusu Ornekleri %4 liik
paraformaldehit soliisyonu icerisinde 4°C’de 24 saat tespit edildikten sonra ince
trimleri yapilarak kapakli parafin kasetlerinin (074.03.001, Isolab, Istanbul, Tiirkiye)
igerisine yerlestirilmistir. Tespit soliisyonunun uzaklastirilmasi i¢in kasetler bir gece
boyunca akarsuda yikanmistir. Yikama isleminin ardindan dokularda bulunan fazla
miktardaki suyun giderilebilmesi i¢in kasetler artan dereceli alkollerde (siras1 ile %70,
%380, %96, saf alkol I, saf alkol II) (920.026, Isolab) birer saat inkiibe edilmistir.
Kasetler ksilol-I"de (990.019, Isolab) bir saatlik inkiibasyonun ardindan ksilol-1I"de
bir gece boyunca tutulmustur ve bdylece dokular saydamlastirilmistir.
Saydamlastirmanin ardindan kasetler sicakligi 58-60°C olan etiiviin icerisinde sirasi
ile parafin-1, parafin-II ve parafin-11I"te (18634, Sigma Aldrich) birer saat tutulmustur.
Bu siirenin sonunda kasetlerin igerisinden ¢ikarilan dokular metal doku baz
kaliplarmm igerisine yerlestirilmistir, kaliplarm igerisi parafin tankindan alnan 58-
60°C’lik parafin ile doldurulmustur ve kaliplarm tizeri parafin kasetlerinin kapaklar1
ile kapatilmistir. Elde edilen parafin bloklar 1 gece boyunca 4°C’de muhafaza
edildikten sonra mikrotom cihazi (RM2125 RTS, Leica, Wetzlar, Almanya) ile
bloklardan 4 pm kalinliginda seri kesitler alinmaistir ve kesitler Poly-L-Lysine (P8920,
Sigma Aldrich) (1 ml Poly-L-Lysine, 99 ml distile su) kapli lamlara ¢ekilmistir. Seri
kesitler 37°C’lik etiivde 1 gece tutulduktan sonra lam saklama kutularma yerlestirilmis

ve boyamalarin yapilacagi zamana kadar 4°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.3. Histopatolojik Incelemeler

Inek ve fare meme dokularinm histolojik ve histopatolojik 6zelliklerinin
degerlendirilmesi ve fare meme dokularinda mastitis indiiksiyonunun dogrulanmasi
icin Hematoksilen&Eozin (H&E) boyama prosediirii kullanilmistir. Boyama yapilacak
olan lamlar 4°C’den ¢ikarilmistir ve boyamadan once 37°C’lik etiivde (WiseCube
Digital Fuzzy Control & Digital LCD-Back Light System, WIG-50, Daihan Scientific,
Giiney Kore) 1 gece tutulmustur. Lam boyama sepeti icerisine yerlestirilen lamlar
ksilol I, ksilol-II ve ksilol-III’te beser dakika tutulduktan sonra azalan dereceli
alkollerde (swrasi ile saf alkol-I, saf alkol-II, %96, %80, %70) liger dakika inkiibe
edilmistir ve ardindan akarsuda 3 dakika yikanmistir. Boylece kesitler deparafinize ve
rehidre edilmistir. Hematoksilen soliisyonunda (105174, Merck Millipore, MA,
Amerika) 10 dakika boyanmay:1 takiben lamlar 3 dakika boyunca akarsuda
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tutulmustur. Lam boyama sepeti asit alkol (100 ml %70’lik alkol, 1 ml HCI) (HCI,
07102, Sigma Aldrich) soliisyonuna bir defa daldirip ¢ikarildiktan sonra kesitler mavi
renk alana kadar amonyak (903.016, Isolab) (100 ml distile su, 0,2 ml amonyak)
soliisyonu igerisinde inkiibe edilmistir. Lamlar eozin soliisyonu (109844, Merck
Millipore) igerisinde 5 dakika tutulduktan sonra akarsuda yikanmistir ve artan dereceli
alkollerden gecirilmistir. Kuruyan lamlar ksilol icerisinde 10 dakika tutularak lamlarin
iizerine entellan (1.07961, Merck, Darmstadt, Almanya) damlatilip lam ve lamel

arasinda hava kabarcig1 kalmayacak sekilde kesitlerin lizeri kapatilmistir.

Akut ve kronik yangi ile iligkili hiicresel ve damarsal degisiklikler 11k
mikroskobu (CX41, Olympus Corporation, Shinjuku City, Tokyo, Japonya) altinda
degerlendirilmistir. Saglikli, akut ve kronik mastitisli olarak klasifiye edilen meme
dokular1 arasmdan 20°ser adet secilmistir ve takip eden histokimyasal ve

immunohistokimyasal analizler bu olgular kullanilarak ger¢eklestirilmistir.
3.2.4. Meme Dokusu Kesitlerinde Mast Hiicrelerinin Gosterilmesi

Fare ve ineck meme dokularinda yerlesim gosteren mast hiicrelerinin
histokimyasal olarak gosterilebilmesi i¢in toluidine mavisi boyama prosediirii
kullanilmistir. Kesitler deparafinize ve rehidre edildikten sonra 5 ml toluidine mavisi
(198161, Sigma Aldrich) stok soliisyonu (1 gr toluidine mavisi O, 100 ml %70’lik
alkol) ve 45 ml %1’lik sodyum klorid soliisyonu ile hazirlanan ¢aligma soliisyonu
icerisinde lamlar 2 dakika boyunca tutulmustur. Takiben lamlar distile suda
yikanmigtir, artan dereceli alkollerden gegirilmis, ksilolde berraklastirilmis ve son
olarak entellan ile lamlarm tiizeri kapatilmistir. Mast hiicrelerinin sayisi, yerlesim
yerleri ve aktiviteleri (graniile/degraniile) x200’liikk biiyiitmede rastgele secilen 10
mikroskop sahasinda degerlendirilmistir. Graniile, degraniile ve toplam mast hiicre

sayist her bir grup icin ortalama say1 ve kat artislari seklinde ifade edilmistir.

3.2.5. Meme Dokularindaki Bag Doku Miktarinin Belirlenmesi

Fare ve inek meme dokularindan hazirlanan kesitlerde bag dokunun
gosterilmesi ve fibrozisin ortaya konmasi icin Masson’s Trichrome boyama prosediirii
uygulanmistir. Boyamalar ticari olarak satin alinan kit kullanilarak (04-010802, Bio
Optica, Milano, Italya) ve iiretici firmann talimatlarina uyularak gergeklestirilmistir.

Bag doku miktar1 Olympus Stream Motion yazilimi (Shinjuku, Tokyo, Japonya)
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kullanilarak x200’liik biiylitmede rastgele secilen 10 mikroskop sahasindan g¢ekilen
fotograflarda incelenmistir. Analizler sirasinda tiim fotograflardaki saturasyon degeri
%1’e ayarlandiktan sonra bag doku veya parankim alanlarmin segilebilmesi i¢in renk
esik degeri meniisiinden kirmizi, mavi ve beyaz rengin yogunluk degerleri artirmak ve
azaltmak suretiyle arzu edilen diizeye getirilmistir. Bag doku ve parankim alanlarinin
sahip oldugu piksel degeri, fotografin piksel degerine oranlanarak mavi (bag doku)
veya kirmizi (parankim) renkte boyanan alanlar yiizdelik olarak ifade edilmistir.
Alveol, kanal ve damar limenleri ve dokular arasmdaki beyaz renkli sahalar
hesaplamaya dahil edilmemistir. Elde edilen ylizde degerlerin ortalamasi alinarak

sonuglar her bir grup i¢in bag doku miktar1 ve kat artislar1 seklinde ifade edilmistir.

3.2.6. Immunohistokimyasal Incelemeler

Fare ve inek meme dokularinda yerlesim gosteren triptaz (+) (MCr), kimaz (+)
(MCc) ve triptaz-kimaz (+) (MCrc) mast hiicrelerinin gosterilebilmesi i¢in ticari
olarak satin alinan kit (UltraVision Detection System Anti-Polyvalent HRP/DAB, TP-
015-HD, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, Amerika) kullanilarak
immunohistokimyasal boyamalar gerceklestirilmistir. Boyamadan o6nce, Poly-L-
Lysine (P8920, Sigma Aldrich) ile kaplanan lamlar 1 gece boyunca 37°C’lik etiivde
muhafaza edilmigtir. Kesitler deparafinize ve rehidre edildikten sonra igerisinde
sodyum sitrat (antijen retrieval soliisyonu, pH 6,0; ab93678, Abcam, Cambridge,
Ingiltere) (99 ml distile su, 1 ml sitrat buffer) bulunan 1siya dayanikli dik bir sale
icerisine yerlestirilmistir. Dik sale, igerisindeki soliisyonun hizla buharlasmasini
Oonlemek admna i¢i su dolu olan baska bir kabin igerisine koyulmustur, takiben
mikrodalga firmda 600W’ta 2x5 dakika tutulmustur. Preparatlar oda 1sisina geldikten
sonra PBS (PBS tablet, P4417, Thermo Fisher Scientific) (1 tablet, 200 ml distile su)
icerisinde 3x5 dakika yikanmistir. Endojen peroksidaz aktivitesinin inhibisyonu i¢in
lamlar hidrojen peroksit soliisyonu ile 15 dakika inkiibe edilmistir, takiben 3x5 dakika
PBS ile yikanmistir. Preparatlar protein bloklama soliisyonu ile 5 dakika muamele
edildikten sonra soliisyon uzaklastirilmistir ve yikama yapilmaksizin primer antikorlar
uygulanmistir. Antikorlar sulandirilmadan 6nce vialin duvarina yapisan antikorlarin
¢oktliriilmesi i¢in vialler 10,000 x g’de 20 saniye santfifiij edilmistir (Scanspeed 1524,
Labogene, Danimarka) ve takiben 500 x g’de nazikge vortekslenmistir (Topmix

FB15012 Vortex Mixer, Fisher Scientific, Waltham, MA, Amerika). Lamlar,
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icerisinde su ve pamuk bulunan nemli ortam kabinin igerisine yerlestirilmistir,
sonrasmda uygun diliisyonlarda sulandirilan anti-triptaz (mouse anti-human tryptase
antibody, 1:500, Sc-59587, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, Amerika; rabbit
anti-human tryptase antibody 1:200, MA538007, Invitrogen, Waltham, MA, Amerika)
ve anti-kimaz (rabbit anti-human chymase antibody, 1:200, orb584539, Biorbyt Ltd,
St Louis, MO, Amerika) primer antikorlar1 ile 1 gece boyunca 4°C’de inkiibe
edilmigtir. Kesitler oda 1sisma geldikten sonra primer antikor uzaklastirilmistir ve
lamlar 3x5 dk PBS ile yikanmigtir. Bu islemi takiben, kesitlerin tizerine HRP enzimi
ile isaretli sekonder antikor (goat anti-rabbit IgG [H+L] - HRP conjugated, 1:500,
A16110, Invitrogen, Waltham, MA, Amerika; fare meme dokular1 i¢in kitin igeriginde
bulunan sekonder antikor ve streptavidin peroksidaz kullanilmistir) uygulanmistir ve
kesitler karanlik bir ortamda 30 dakika boyunca inkiibe edilmistir. PBS ile 3x5 dakika
yikamanin ardindan bir damla (40 pl) DAB Plus kromojen soliisyonu ile 2 ml DAB
Plus substrat soliisyonu karistirilmistir ve kesitler bu soliisyon ile 3 dakika muamele
edilmigtir. Preparatlar 3x5 dakika distile su ile yikanmistir, sonrasmda c¢ekirdek
boyamasi i¢in Harris Hematoksilen soliisyonu (HHS16, Sigma Aldrich) ile 45 saniye
inkiibe edilmistir. Bu siirenin sonunda preparatlar akarsuda yikanmistir ve artan
dereceli alkollerden gecirilerek dehidre edilmistir. Kuruyan preparatlar ksilol
igerisinde berraklastirilmistir ve son olarak, kesitlerin tizeri entellan kullanilarak

lamelle kapatilmistir.

Triptaz-kimaz (+) mast hiicrelerinin gosterilmesi i¢in, seri kesitlerde MCr ve
MCc mast hiicreleri immunohistokimyasal olarak tespit edilmistir. Her iki lamda ayn1
sahalardan ¢ekilen fotograflar karsilastirilmistir ve her iki fotografta pozitif oldugu

tespit edilen hiicreler triptaz-kimaz (+) mast hiicreleri olarak degerlendirilmislerdir.

Triptaz (+) ve kimaz (+) mast hiicreleri, x200’liik biiyiitmede rastgele secilen
10 mikroskop sahasinda sayilarak her bir grup i¢in ortalama mast hiicre sayis1 ve kat
artiglar1 seklinde ifade edilmistir. Triptaz-kimaz (+) mast hiicrelerinin sayimi ve saymm
sonuglar, diger immunofenotipler i¢in ifade edilen yoOntem dahilinde

gergeklestirilmistir.
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3.2.7. Enzim Bagh immiinosorbent Testi (Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay, ELISA)

Fare meme dokularmm IL-1B, IL-6, IL-13 TNF-a, triptaz ve kimaz
diizeylerinin Ol¢iimii, ticari olarak satin alinan enzim bagli immiinosorbent testi
(enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA) kitleri (Tablo 3) kullanilarak ve iiretici
firmanin talimatlarina uyularak gerceklestirilmistir. IL-1p, IL-6, IL-13 ve TNF-a, mast
hiicreleri tarafindan da iretildigi bilinen pro-inflamatuvar ve pro-fibrotik etkili
sitokinlerdir. Akut ve kronik yanginin olusturuldugu fare meme dokularinda yanginin
varliginin dogrulanmasi ve mast hiicre stabilizasyonunun yangisal profil iizerinde olan
etkilerinin arastirilmasi icin meme bezi homojenatlarindan yangisal sitokin ol¢iimii
gerceklestirilmistir. Sitokinlere ek olarak, mast hiicrelerine spesifik olan triptaz ve
kimaz enzimlerinin dokulardaki diizeyleri de Olgiilerek deney ve kontrol gruplari

arasinda karsilastirilmistir.

Tablo 3. Calismada kullanilan ELISA kitleri.

Sira No. Yangisal Sitokin Katalog No. Uretici Firma
1. IL-1B orb219699 Biorbyt Ltd
2. IL-6 orb219727 Biorbyt Ltd
3. IL-13 orb219706 Biorbyt Ltd
4. TNF-a orb315038 Biorbyt Ltd
5. Triptaz orb442715 Biorbyt Ltd
6. Kimaz orb439958 Biorbyt Ltd

3.2.7.1. Fare Meme Bezi Homojenatlarinin Hazirlanmasi

Fare meme dokusu ornekleri -80°C’den ¢ikarildiktan sonra mermer bir havan
igerisine yerlestirilmistir ve meme dokularinin iizerine yiizeylerini kaplayacak kadar
sivit azot ilave edilmistir. Meme dokusu oOrnekleri mermer bir havaneli yardimi
parcalanarak homojen hale getirilmis, ardindan dokularmin {izerine her 1 gr’lik doku
icin 10 ml donma soguklugunda PBS ilave edilmistir. Elde edilen meme dokusu
homojenatlar1 2 m1’lik temiz santrifiij tiiplerine (S.078.03.003, interlab) aktarimistir.
Meme dokusu homojenatlar1 10 saniyelik araliklar ile 3 saniye boyunca ve 2-3 kez
tekrar edecek sekilde 40 kW giigte sonike (Sonopuls GM mini 20, Bandelin, Berlin,
Almanya) edildikten sonra tiipler 5000 x g’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Takiben
slipernatantlar temiz bir santrifiij tiipline aktarilarak testlerin ger¢eklestirilecegi

zamana kadar -80°C’de muhafaza edilmistir.
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3.2.7.2. Test Soliisyonlarimin Hazirlanmasi

Teste hazirlik asamasinda, kitin i¢inde bulunan bazi kimyasallarin ve
soliisyonlarin diliisyonlar1 gerceklestirilmistir. ELISA deneyleri boyunca caligilan
ornek sayisma yetecek kadar soliisyonun hazirlanmasina 6zen gosterilmistir.
Liyofilize standart vialinin igerisine 1000 pl standart/6rnek sulandirict soliisyonu
eklenerek standart stok soliisyonu hazirlanmistir. Biotin ile isaretli antikor, antikor
sulandiric1  soliisyon ile 1:100 oraninda diliie edilmistir. Straptavidin-HRP,
Streptavidin-HRP sulandirici soliisyon ile 1:100 oraninda karigtirilmistir. Yikama
soliisyonunun hazirlanmasi i¢in, kitin icerisinde bulunan konsantre yikama soliisyonu

(30 ml), 600 ml distile su ile diliie edilmistir.

3.2.7.3. Standart Kuyucuklarinin Hazirlanmasi

Standart soliisyonlarinin hazirlanmasi asamasmda, santrifiij tiipleri 1’den 8’e
kadar numaralandirilmistir. Birinci tiipiin i¢erisine 1000 pl standart stok soliisyonu ve
2-8 numarali tiiplerin her birinin i¢erisine 500 pl standart/6rnek sulandirici soliisyonu
eklenmistir. Mikropipet ile 1. tiipten 500 pl standart stok soliisyonu alimmstir, 2. tiipe
aktarilmistir ve pipetlenerek karistirilmistir. Ardindan 2. tiipten 500 pl soliisyon
cekilerek 3. tiipe aktarilmistir. 3. tiipteki soliisyon pipetlendikten sonra igerisinden 500
pl almmistir ve soliisyon 4. tiipe eklenmistir. 8. tiipe kadar ayni isleme devam
edilmistir. Son asamada 8. tiip icerisinden 500 pl soliisyon uzaklastirilmigtir. Boylece

standart stok soliisyonunun 2 kat seri diliisyonlar1 hazirlanmistir.

3.2.7.4. Test Protokolii

Standart kuyucuklarinin igerisine santrifiij tiiplerinde hazirlanan standart
soliisyonlarindan (1-8) 100 ul, test kuyucuklarma ise meme dokusu homojenatlarindan
100 pl eklenmistir. 96 kuyucuklu plakanin iizeri koruyucu film ile kapatildiktan sonra
oda sicakliginda 90 dakika inkiibe edilmistir. Bu siirenin sonunda koruyucu film
plakanimn tizerinden ayrilmis, kuyucuklarm igerisindeki soliisyonlar uzaklastirilmis ve
kuyucuklar 3x1 dakika yikama soliisyonu ile yikanmistir. Yikamalar arasinda, 96
kuyucuklu plaka havlu pegete ilizerine nazik¢e vurularak kuyucuklar icerisindeki fazla

yikama soliisyonu uzaklastirilmistir.
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Her bir kuyucugun igerisine 100 pl biotin ile isaretli antikor eklenmistir, 96
kuyucuklu plakanm iizeri koruyucu film ile kaplanmistir ve plaka 37°C’lik etiivde 60
dakika inkiibe edilmistir. Takiben, plaka belirtilen yontem dahilinde 3x1 dakika

yikama soliisyonu ile yikanmistir.

Her bir kuyucugun igerisine 100 pl Streptavidin-HRP soliisyonu eklenmistir,
96 kuyucuklu plakanin {izeri koruyucu film ile kaplanmistir, plaka 37°C’lik etiivde 45
dakika inkiibe edilmistir. Takiben, plaka belirtilen yontem dahilinde 5x1 dakika

yikama soliisyonu ile yikanmistir.

Her bir kuyucuga kitin igerisinde bulunan 100 pl TMB substrat soliisyonu
eklenmistir, 96 kuyucuklu plakanin tizeri koruyucu film ile kaplanmistir ve plaka
37°C’lik etiivde 30-45 dakika boyunca karanlik bir ortamda inkiibe edilmistir. TMB
substrat soliisyonu ilavesini takiben 1-3. standart kuyucuklarinda mavi renk olusana

kadar inkiibasyona devam edilmistir.

Yikama yapmaksizm her bir kuyucuga Kkitin igerisinde bulunan 100 pl
reaksiyon durdurucu soliisyon eklenmistir. Reaksiyon durdurucu soliisyon ilavesini

takiben kuyucuklarm igerisindeki sivinin sar1 bir renk aldig1 gézlenmistir (Resim 214).

Her bir kuyucugun sahip oldugu absorbans degeri ELIS A mikroplaka okuyucu
kullanilarak (51119000, Multiskan FC, Thermo Fisher Scientific) 450 nm dalga
boyunda 6l¢iilmiistiir.

3.2.7.5. Sitokin ve Proteaz Miktarlarinin Hesaplanmasi

Ornek ve standart kuyucuklarinda okunan absorbans degerleri, Microsoft
Office Excel 2016 programma aktarilmistir. Ornek ve standart kuyucuklarinda okunan
absorbans degerlerinden bos (blank) kuyucuklarinda Olgiilen absorbans degerinin
ortalamasi ¢ikarimistir. Takiben, standart kuyucuklarinda okunan absorbans degerleri
kullanilarak bir cizgisel grafik olusturulmustur ve grafige iliskin egilim ¢izgisi
denklemi ve R? degeri hesaplanmustir. Elde edilen egilim ¢izgisi denklemi kullanilarak
tiim kuyucuklarda 6l¢iilen absorbans degerlerinin normalizasyonu gerceklestirilmistir.
Son olarak, standart kuyucuklarmda okunan absorbans degerlerine karsilik gelen
sitokin miktarlar1 (pg/ml) baz alinarak doku homojenatlarinda bulunan sitokin

miktarlar1 hesaplanmistir.
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3.2.8. Dokularda Y angmnin Siddetinin Degerlendirilmesi / Myeloperoksidaz
(MPO) Aktivitesinin Ol¢iimii

Yangimnin siddeti, ticari olarak satin alinan kit kullanilarak (MAKO068, Sigma
Aldrich) ve firetici firmanin talimatlarma uyularak Olclilmiistiir. Akut ve kronik
mastitisin indiiklendigi meme dokularinda yanginmn siddetinin belirlenmesi ve mast
hiicre stabilizasyonunun yanginin siddeti iizerine olan etkilerinin gdsterilebilmesi i¢in

MPO 6lgiim testi uygulanmistir.

Myeloperoksidaz (myeloperoxidase, MPO), halit iyonlarmin (flor [F], klor
[CI], brom [Br], iyot [I']) hidrojen peroksit (H>O») aracili oksidasyonu ile hipoklor6z
asit (HCIO) olusumunu katalize eden hem-igeren bir enzimdir. MPO, nétrofil
l6kositler ve makrofajlar tarafindan yliksek miktarlarda ekprese edilen ve bu hiicrelerin
stimiilasyonunun bir sonucu olarak meydana gelen antimikrobiyal aktivitede dnemli
roller oynayan bir lizozomal proteindir. Bu nedenle, akut ve kronik yangmnm giivenilir
bir indikatorii olarak kullanilmaktadir. MPO HCIO olusumunu katalize eder ve takiben
HCIO’un taurin ile tepkimesi, taurin kloramin olusumu ile sonuclanir. Taurin
kloramin, kromofor bir bilesik olan 1,3,5-trinitrobenzen (TNB) ile reaksiyona girerek
5,5-dithio-bis-(2-nitrobenzoik asit) (DTNB) olusturur. Bir birim MPO aktivitesi,
25°C’de 1 dakikada substrati hidrolize eden ve 1 pmol TNB’yi tiiketen taurine

kloramin enzim miktar1 olarak tanimlanabilir.

3.2.8.1. Test Soliisyonlarimin Hazirlanmasi

Teste hazirlik asamasmda, kitin igeriginde bulunan bazi kimyasallarin ve
soliisyonlarin diliisyonlar1 ger¢eklestirilmistir. 5 ul MPO substrat stok soliisyonu, 300
pl distile su ile diliie edilmistir. Igerisinde 20 pl durdurucu miks soliisyonu bulunan
viale 200 pl distile su eklenmistir. MPO pozitif kontrol viali, 100 pl MPO test
soliisyonu ile sulandirilmistir. Test edilecek olan her bir 6rnek ve standart egri
kuyucugu icin, 0,5 ul DTNB probu soliisyonu, 0,5 pul TCEP soliisyonu [tris(2-
karboksiletil) fosfin] ve 49 ul MPO test soliisyonu karistirilarak ImM’likk (1 nmol/ ul)

TNB standart soliisyonu elde edilmistir.
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3.2.8.2. Test Protokolii

e Standart kuyucuklarinm igerisine sirasi ile 150, 140, 130, 120, 110 ve 100 ul MPO

test soliisyonu eklenmistir.

Ornek kuyucuklarmmn igerisine 20 pl homojenat ilave edilmis, takiben MPO test
soliisyonu ile kuyucuk igerisindeki sivi miktar1 50 pl’ye tamamlanmistir. Pozitif
kontrolleri hazirlamak i¢in, pozitif kontrol kuyucuklarinin igerisine 20 ul MPO
pozitif kontrol soliisyonu ve 30 ul MPO test soliisyonu ilave edilmistir.

Ornek, pozitif kontrol ve bos (blank) kuyucuklarina 50 pl reaksiyon miksi
soliisyonu ilave edilmistir. Standart kuyucuklarmm igerisine reaksiyon miksi
soliisyonu eklenmemistir. Kuyucuklarm icerisindeki soliisyonlarin homojen bir
sekilde dagilmasmi saglamak i¢cin 96 kuyucuklu plaka orbital karistirici
(WiseShake digital orbital shaker, SHO-1D, Daihan Scientific) iizerine
yerlestirilmistir. Reaksiyon miksi soliisyonunun formiilasyonu Tablo 4’te

gosterilmistir.

Tablo 4. Reaksiyon miksi soliisyonunun hazirlanmasi.

Soliisyon Bos (blank) kuyucuklarina eklenen Ornek ve pozitif kontrol
miktar (ul) kuyucuklarina eklenen miktar (ul)
MPO test soliisyonu 40 pl 40 pl
MPO substrat soliisyonu 10 pl
Distile su 10 pl

Toplam

50 pl kuyucuga eklenen miktar

50 pl kuyucuga eklenen miktar

e 96 kuyucuklu plaka, giin 1s181ndan korunacak sekilde oda sicakliginda 2 saat inkiibe

edilmigtir. Bu siirenin sonunda reaksiyonun sonlandirilmasi i¢in standart
kuyucuklar1 hari¢ olmak iizere tiim kuyucuklarm igerisine 2 pl durdurucu miks
soliisyonu eklenmistir ve plaka 10 dakika inkiibasyona brrakilmistir. Ardindan
standart kuyucuklar1 hari¢ olmak {izere tiim kuyucuklara 50 pl TNB standart
soliisyonu eklenmistir.

0 (blank, bos), 10, 20, 30, 40 ve 50 pl (1nmol/kuyucuk) TNB standart soliisyonu,
orneklerin inkiibasyon periyodunu takiben ayni swralama dahilinde standart egri

kuyucuklarma ilave edilmistir ve plaka 10 dakika daha inkiibe edilmistir.
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e Son olarak, her bir kuyucugun sahip oldugu absorbans degeri ELISA mikroplaka
okuyucu kullanilarak (51119000, Multiskan FC, Thermo Fisher Scientific) 412 nm
dalga boyunda 6l¢iilmiistiir (Resim 215).

3.2.8.3. MPO Degerlerinin Hesaplanmasi

Ornek ve standart kuyucuklarinda okunan absorbans degerleri, Microsoft
Office Excel 2016 programina aktarilmistir. Ornek ve standart kuyucuklarinda okunan
absorbans degerlerinden bos (blank) kuyucuklarinda olgiilen absorbans degerinin
ortalamasi ¢ikarilmistir. Takiben, standart kuyucuklarinda okunan absorbans degerleri
kullanilarak program tizerinden bir ¢izgisel grafik olusturulmustur ve grafige iliskin
egilim ¢izgisi denklemi ve R? degeri hesaplanmistir. Elde edilen egilim g¢izgisi
denklemi kullanilarak tim kuyucuklarda 0lglilen absorbans degerlerinin
normalizasyonu gerceklestirilmistir. Uretici firmanmn o&nerdigi [Normalize Edilen
Degerler (Tiiketilen TNB Miktar1) x Ornegin Diliisyon Faktorii] / [Reaksiyon Siiresi x
Kuyucuklara Eklenen Ornek Miktar1 (ml)] formiilii kullanilarak her bir kuyucugun
MPO degeri mU/ml cinsinden ifade edilmistir.

3.2.9. Hiicre Kiiltiiri
3.2.9.1. Meme Dokusu Orneklerinin Temini
3.2.9.1.1. inek Meme Dokusu Orneklerinin Temini

Lokal mezbahadan temin edilen 3 adet taze meme dokusu Ornegi, numune
kaplarmin igerisine yerlestirilmistir ve soguk zincir igerisinde laboratuvara
nakledilmistir. Meme dokularma steril bistiiri ve bistiiri uglar1 yardimi ile ensizyonlar
yapilmistir ve dis ortam ile temas etmemis olan kisimlarindan 6rnekler alinmaistir.
Meme dokusu oOrnekleri %70’lik alkol igerisine yerlestirilerek doku yiizeyinin
sterilizasyonu gerceklestirilmistir. Steril petri kaplarmin icerisine yerlestirilen meme
dokusu ornekleri yaklagik 0,5 cm x 0,5 cm x 0,5 cm boyutlarindaki parcalara
ayrilmistir ve ardindan 50 ml’lik steril konik tabanli santrifiij tiiplerine aktarilmistir.
Icerisinde 5X Penisilin-Streptomisin (P4344, Sigma Aldrich) (500.000 U penisilin ve
500 mg streptomisin) bulunan DPBS (D5652, Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline,
Sigma Aldrich) soliisyonu tiiplerin igerisine eklenmistir ve meme dokusu ornekleri

4°C’de 24 saat inkiibe edilmistir.
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3.2.9.1.2. Fare Meme Dokusu Orneklerinin Temini

Hiicre kiiltiirii calismalarinda Bursa Uludag Universitesi T1p Fakiiltesi Deney
Hayvanlar1 Yetistirme, Uygulama ve Arastrma Merkezi’'nden temin edilen ve
emzirme periyodunu tamamlamak tizere olan (emzirmede 2. haftanin sonunda) 3 adet
Balb-c irki disi fareden alman meme dokusu 6rnekleri kullanilmistir. Oncelikle, fareler
yiiksek dozda sevoflurana maruz birakilarak Gtenazi edilmistir. Hayvanlar %70’lik
alkol igerisine batirilip ¢ikartilarak ensizyon yiizeyinin ve kontaminasyona neden
olabilecek viicut yiizeylerinin sterilizasyonu gerceklestirilmistir. Hayvanlar %70’lik
alkol ile dezenfekte edilmis diseksiyon sahasinda sirt {istii yatar pozisyonda
yerlestirilmis ve steril igneler kullanilarak tespit edilmistir. Steril cerrahi aletler
kullanilarak meme dokusu Ornekleri alinmistir ve 6rnekler icerisinde 5X Penisilin-
Streptomisin (P4344, Sigma Aldrich) (500.000 U penisilin ve 500 mg streptomisin)
bulunan 50 ml’lik steril konik tabanl santrifiij tiiplerine aktarilmistir Meme dokusu

ornekleri 4°C’de 1,5 saat inkiibe edilmistir.

3.2.9.2. Hiicrelerin izolasyonu

Inkiibasyonu takiben c¢alismalara biyolojik emniyetli kabin igerisinde devam
edilmistir. Tiipteki DPBS soliisyonu, biyolojik emniyetli kabin igerinde bulunan
vakum pompasi (Millivac-Mini Vacuum Pump, XF54 230 50, Merck) ile
uzaklastirilmigtir. Ardindan meme dokular1 steril cam pastor pipetleri (084.01.002,
Isolab, Istanbul) kullanilarak steril petri kaplarmnin (100 mm TC-treated Culture Dish,
430167, Corning®, New York, ABD) icerisine yerlestirilmistir. Steril bistiiri uglar1
kullanilarak yaklagik 3 mm x 3 mm boyutlarindaki pargalara ayrilan meme dokusu
ornekleri, steril cam pastor pipetleri kullanilarak 6 kuyucuklu hiicre kiiltiir tabaklarma
(92006, Techno Plastic Products, TPP®, Isvigre) aktarilmistir. Dokularmn yiizeye
yapigmasi i¢in, hiicre kiiltiir tabaklar1 %5 CO; igeren 37°C’lik inkiibatorde (IGO 150,
Jouan) 10 dakika inkiibe edilmistir. Siire bitiminde otomatik pipet (Stripettor Plus,
Corning®) ve steril pipet ucu (94005, TPP®, Isvicre) yardimiyla her bir kuyucugun
igerisine eksplant dokularin {lizerini kaplayacak sekilde fotal sigir serumu (fetal bovine
serum, FBS, F9665, Sigma Aldrich) eklenmistir. Alt1 kuyucuklu hiicre kiiltiir tabaklar1
%35 CO; igeren 37°C’lik inkiibatorde 1 gece inkiibe edilmistir. inkiibasyonun sonunda
meme dokusu eksplantlar1 invert mikroskop (CKX41, Olympus) altinda incelenerek
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kontaminasyon ve ekplant adezyonu Oniinden degerlendirilmistir. Takiben,
kuyucuklarm igerisine eklenen FBS vakum pompasi ve steril cam pastor pipetleri ile
uzaklastirilmistir. Eksplantlar 5X Penisilin-Streptomisin iceren DPBS ile 5 dakika
yikandiktan sonra soliisyon vakum pompasi ve steril cam pastor pipetleri kullanilarak
uzaklasgtirilmistir. Kuyucuklarm igerisine 2,5 ml, %30 FBS ve 2X Penisilin-
Streptomisin igeren DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium, D6429, Sigma
Aldrich) eklenmistir ve 6 kuyucuklu hiicre kiiltiir tabaklar1 %5 CO, igeren 37°C’lik
inkiibatorde inkiibe edilmistir. inkiibasyon siireleri boyunca invert mikroskop altinda
diizenli araliklar ile kontaminasyon varligi, hiicrelerin, hiicre ¢ikislarinin ve hiicre
kiiltiirti tabanindaki yayilma derecesinin kontrolii yapilmistir. Hiicreler giin asir1
beslenmistir ve istenilen konfluensiye ulastiklarinda pasajlama islemlerine

baslanmistir.

3.2.9.3. Pasajlama islemleri

Tripsinasyon iglemlerinin ger¢eklestirilmesi i¢in, 6 kuyucuklu hiicre kiiltiir
tabaklar1 biyolojik emniyet kabinine almmis ve hiicre kiiltiir tabaklarinin i¢erisindeki
hiicre besleme medyumu steril cam pastor pipetleri ve vakum pompasi kullanilarak
uzaklastirilmistir. Kuyucuklarin igerisine otomatik pipet ve cam pastor pipetleri ile 5X
Penisilin-Streptomisin iceren DPBS soliisyonundan 4-5 ml ilave edilmistir ve
kuyucuklar nazikce sallanarak 5 dakika boyunca yikanmistir. Yikama iglemi ile hiicre
besleme soliisyonu igerisinde bulunan ve tripsin aktivitesini azaltabilecek maddelerin
kuyucuklarm igerisinden uzaklastirilmasi saglanmistir. Takiben kuyucuklarmn igerisine
0,5 ml tripsin-EDTA soliisyonu (1109199, Biological Industries, Israil) eklenmistir ve
soliisyonun kuyucuk tabaninda yayilabilmesi i¢in hiicre kiiltiir tabag1 nazikce hareket
ettirilmistir. Alt1 kuyucuklu hiicre kiiltiir tabag1 inkiibatoriin igerisine yerlestirilmistir
ve hiicreler yaklasik 2-3 dakika tripsin-EDTA soliisyonu ile muamele edilmistir. Bu
stire boyunca 6 kuyucuklu hiicre kiiltiir tabag1 birka¢ defa inkiibatérden ¢ikarilarak
invert mikroskop altinda hiicrelerin hiicre kiiltiir tabag1 tabanindan ayrilma dereceleri
degerlendirilmistir. Hiicreler tabandan tamamen ayrildiktan sonra 6 kuyucuklu hiicre
kiiltiir tabag1 biyolojik emniyetli kabinin icerisine yerlestirilmistir. Otomatik pipet ve
steril pipet ucu yardimiyla kuyucuklarm igerisine %20 FBS ve 2X Penisilin-
Streptomisin iceren DMEM soliisyonundan 2 ml ilave edilmistir ve bu sekilde tripsin

aktivitesi sonlandirilmistir. Elde edilen hiicre siispansiyonu otomatik pipet ve steril
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pipet ucu kullanilarak onceden etiketlenmis olan 25 cm?’lik (430372, Corning®)
flasklara aktarilmistir. Yirmibes cm?’lik flasklar, kapaklar1 inkiibatoriin hava akisinin
gerceklestigi deliklere bakacak sekilde ve kapaklar gevsetilerek inkiibatoriin igerisine
yerlestirilmislerdir. Diizenli araliklar ile beslenen hiicreler, istenilen konfluensiye
ulagtiklarinda 75 ¢cm?’lik flasklarda (Becton, Dickinson and Company, BD, Franklin
Lakes, New Jersey, ABD) aktarilmistir. Bu flasklardaki hiicreler yeterli konfluensiye
eristiklerinde pasajlanarak hiicre siispansiyonu 2 adet 75 cm?’lik flaska

paylastirilmistir.

3.2.9.4. Hemositometre ile Hiicrelerin Sayim

Rutin tripsinasyon iglemi elde edilen hiicre siispansiyonu 50 ml’lik steril konik
tabanl santrifiij tiiplerine aktarimistir. Tiipler 1000 rpm’de 3 dakika santrifiij (BR41,
Jouan) edildikten sonra iistte kalan hiicre besleme medyumu dikkatli bir sekilde
uzaklastirilmistir ve altta kalan hiicre peletinin ilizerine %10 FBS ve 2X Penisilin-
Streptomisin  igeren DMEM  soliisyonundan eklenerek hacim 10 ml’ye
tamamlanmistir. Hiicre slispansiyonundan 100 pl almarak 2 ml’lik bir santrifiij
tiipilinlin igerisine aktarimistir ve bunun {izerine 100 pl tripan mavisi eklenmistir.
Hemositometre ve lameller kullanmadan oOnce %70’lik alkol ile temizlenmistir.
Hemositometreye iyice yapismasi ve hareket etmemesi igin, lamellerin u¢ kisimlar1
suyla hafifce nemlendirilmistir ve hemositometrenin {izerine yerlestirilmistir.
Mikropipet yardimi ile hiicre siispansiyonu-tripan mavisi soliisyonundan almmistir ve
sayim alanindan tasmayacak sekilde lam ve lamel arasma soliisyon yiiklenmistir.
Hemositometrenin merkezindeki 1 mm?’lik karenin ve buna komsuluk eden 1 mm?’lik
4 adet dis karenin icerisinde bulunan canli hiicrelerin sayimi gerceklestirilmistir.
Sayim sirasmnda karelerin sol ve {ist ¢izgilerine temas eden hiicreler sayima dahil
edilirken karelerin sag ve alt ¢izgilerine temas eden hiicreler sayilmamistir. 5 adet
karenin igerisinde sayilan hiicrelerin ortalamasi alinmistir. Elde edilen rakam diliisyon
faktorii (final hacim/hiicre siispansiyonu hacmi) ve 10* ile ¢arpilarak hiicre

stispansiyonunun 1 ml’sinde bulunan hiicre sayis1 elde edilmistir.
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3.2.9.5. Hiicrelerin Karakterizasyonu

Meme dokularindan elde edilen hiicreler, morfolojik degerlendirme i¢in 1.
pasajlar1 sirasinda Diff Quik boyama prosediirii ile boyanmislardir. Ek olarak, hiicreler
1. pasajlar1 swrasinda anti-sitokeratin ve anti-vimentin antikorlar1 ile boyanarak
epitelyal ve mezenkimal orijinleri dogrulanmistir. Yirmidort kuyucuklu hiicre kiiltiir
tabaginin kuyucuklarina 15 mm ¢apa sahip olan steril yuvarlak lameller (C911350,
Deckgldser, Almanya) yerlestirilmistir. 1. pasaj swasinda elde edilen hiicre
sispansiyonlari, tabaninda yuvarlak lamel bulunan kuyucuklara eklenmistir ve 24
kuyucuklu hiicre kiiltiir tabag1 %5 CO, igeren 37°C’lik inkiibatorde 24 saat boyunca
inkiibe edilerek hiicrelerin lamel yiizeyine yapigmalar1 saglanmistir. Siire bitiminde
kuyucuklarda bulunan hiicre besleme medyumu uzaklastirilmistir ve kuyucuklar PBS
ile 5 dakika yikanmistir. PBS uzaklagtirildiktan sonra hiicrelerin tespit edilebilmesi
icin kuyucuklarm icerisine -20°C’de muhafaza edilen olan metanol (65543, Fluka,
Buchs, Isvicre) soliisyonundan 0,5 ml eklenmis ve hiicreler 10 dakika boyunca oda
1sisinda inkiibe edilmistir. Tespit islemini takiben kuyucuklarm igerisinde bulunan
metanol uzaklastirilmistir ve kuyucuklar 2x5 dakika PBS ile yikanmistir. Ucu
kivrilmig bir insiilin ignesi ve ince uclu digsiz bir pens yardimi ile kuyucuklardan
¢ikarilan yuvarlak lameller, hiicrelerin yapistig1 yiizeyler iistte olacak sekilde lamlarin

lizerine yerlestirilmistir.
3.2.9.5.1. Diff Quik Boyama

Temiz lamlarin {izerine yerlestirilen yuvarlak lamellerin iizerine Diff Quik
kirmizi soliisyonu (1.11956, Rapid staining of blood smear, Solution 2: colour reagent
red, Merck) eklenmistir ve hiicreler 1 dakika boyunca inkiibe edilmistir. Takiben,
yikama yapmaksizin soliisyon uzaklastirilmistir ve lamelin iizeri Diff Quik mavi
soliisyon (1.11957, Hemacolor® Rapid staining of blood smear, Solution 3: colour
reagent blue, Merck) ile kaplanarak 1 dakika boyanmistir. Siire bitiminde lameller
distile su ile yikanmistir ve saf alkol ile dehidre edilmistir. Ksilolde berraklastirmay1
takiben temiz bir lamin {izerine bir damla entellan (1.07961, Merck) damlatilmistir ve
hiicrelerin bulundugu yiizey entellan ile temas edecek sekilde lamel ters cevrilerek

yapistirimistir.
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3.2.9.5.2. immunositokimyasal Boyama

Immunohistokimyasal boyamalar icin satn almnan kitte bulunan protein
bloklama soliisyonu, temiz lamlarin iizerine yerlestirilmis olan lamellerin iizerini
kaplayacak sekilde uygulanmistir ve lameller 5 dakika boyunca oda 1sisinda inkiibe
edilmigtir. Bu siirenin sonunda protein bloklama soliisyonu yikama yapilmaksizin
uzaklastirimigtir. Uygun diliisyonlarda sulandirilmis olan anti-vimentin (mouse anti-
human vimentin antibody, 1:100, Sc-6260, Santa Cruz Biotechnology; rabbit anti-
human vimentin antibody, 1:500, PA5-27231, Invitrogen) ve anti-sitokeratin (mouse
anti-human cytokeratin antibody, 1:200, Sc-57004, Santa Cruz Biotechnology; rabbit
anti-human cytokeratin antibody, 1:500, PA529609, Invitrogen) primer antikorlar1
hiicrelerin iizerine eklenmistir ve lamlar 1 saat boyunca oda sicakliginda inkiibe
edilmistir. Stire bitiminde primer antikorlar uzaklastirilmistir ve lameller 2x5 dakika
PBS ile yikanmistir. Ardindan sekonder antikor (goat anti-rabbit IgG [H+L] - HRP
conjugated, 1:500, A16110, Invitrogen; fare meme fibroblastlar1 i¢in satmn alinan kitin
iceriginde bulunan sekonder antikor ve streptavidin peroksidaz kullanilmistir)
lamellerin iizerine eklenmistir ve hiicreler karanlik ortamda 1 saat boyunca sekonder
antikor ile muamele edilmistir. PBS ile 2x5 dakika yikamanin ardindan bir damla (40
ul) DAB Plus kromojen soliisyonu ile 2 ml DAB Plus substrat soliisyonu karigtirilmis
ve hiicreler bu soliisyon ile 3 dakika inkiibe edilmistir. Lameller 2x5 dakika distile su
ile yikanmistir ve sonrasinda ¢ekirdek boyamasi i¢in Harris Hematoksilen soliisyonu
(HHS16, Sigma Aldrich) ile 45 saniye muamele edilmistir. Hiicreler ksilolde
berraklastirildiktan sonra temiz bir lammn tizerine bir damla entellan damlatilmistir ve
hiicrelerin bulundugu yiizey entellan ile temas edecek sekilde lamel ters cevrilerek

yapistirimistir.

3.2.9.6. Proliferasyon Testi

Triptaz ve kimazin bag doku hiicreleri iizerindeki olasi1 proliferatif etkileri ticari
olarak satmn almman kit (The CellTiter 96® Agqueous One Solution Cell Proliferation
Assay, G3582, Promega, Madison, WI, Amerika) kullanilarak degerlendirilmistir.
Test, Uretici firmanm talimatlar1 dogrultusunda gergeklestirilmistir. CellTiter 96®
AqQueous One soliisyonunda bulunan MTS tetrazolyum bilesigi [3-(4,5 dimetiltiyazol-2-
yl)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-stilfofenil)-2H-tetrazolyum],  kiiltiire  edilen
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hiicreler tarafindan hiicre kiiltiiri medyumunda ¢oziinebilen renkli bir iiriin olan
formazana indirgenir. Bu doniisiim, metabolik olarak aktif olan hiicrelerde bulunan
dehidrojenaz enzimlerince iiretilen NADPH veya NADH molekiilleri sayesinde
gergeklesir. Test sonunda, 490 nm dalga boyunda 6lgiilen formazan miktar1 direkt

olarak canli ve metabolik olarak aktif olan hiicrelerin sayisi ile es degerdir.
3.2.9.6.1. Test Protokolii

Hiicre proliferasyon testi {iretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda

gergeklestirilmistir. 96  kuyucuklu hiicre kiiltiir tabaginin ilgili kuyucuklar1
etiketlenmistir, ardindan her bir kuyucuguna %10 FBS ve 2X Penisilin-Streptomisin
iceren DMEM soliisyonu ile birlikte 5000 hiicre ekilmistir. Hiicreler %5 CO; igeren
37°C’lik inkiibatorde 24 saat boyunca inkiibe edilmislerdir. Bu siirenin sonunda
kuyucuklarm igerisindeki hiicre besleme medyumu steril cam pastdr pipeti ve vakum
pompasi kullanilarak uzaklastirilmistir. Kuyucuklarin igerisine otomatik pipet ve steril
pipet uglar1 ile 5X Penisilin-Streptomisin igeren DPBS soliisyonundan 200 pl ilave
edilmistir ve kuyucuklar 5 dakika boyunca DPBS ile yikanmistir. Yikama isleminin
ardindan ilgili kuyucuklara deney soliisyonlarmdan 100 pl eklenmistir. Hiicre kiiltiirii
deney gruplari, kimyasallarin verilis sekilleri ve dozlar1 Tablo 5°te verilmistir.
Doksanalt1 kuyucuklu hiicre kiiltiir tabag1 %5 CO2 igeren 37°C’lik inkiibatdrde 24 saat
boyunca inkiibe edilmistir. Bu siirenin sonunda her bir kuyucuga The CellTiter 96®
AQueous One soliisyonundan 20 pl ilave edilmistir ve hiicre kiiltiir tabagi inkiibatérde
4 saat boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan her bir kuyucugun sahip
oldugu absorbans degeri ELISA mikroplaka okuyucu kullanilarak (51119000,

Multiskan FC, Thermo Fisher Scientific) 490 nm dalga boyunda 6l¢iilmiistiir.

Tablo 5. Hiicre kiiltiirli gruplari.

Grup Triptaz Kimaz

No.

1. Kontrol Grubu: Kontrol grubunu olusturan hiicreler | Kontrol Grubu: Kontrol grubunu olusturan hiicreler

Grup sadece %2 FBS igeren DMEM ile kiiltiire edilmistir. sadece %2 FBS iceren DMEM ile kiiltiire edilmistir.

2. Deney Grubu: Bu gruptaki hiicreler %2 FBS iceren Deney Grubu: Bu gruptaki hiicreler %2 FBS igeren

Grup DMEM igerisinde ¢ozdiiriilmiis olan triptaz ile kiiltire | DMEM igerisinde ¢ozdiiriilmiis olan kimaz ile kiiltiire
edilmistir. Triptaz 100 mU/ml, 75 mU/ml ve 50 mU/ml| edilmistir. Kimaz 60 ng/ml, 40 ng/ml ve 20 ng/ml
dozlarda verilmistir. dozlarda verilmistir.

3. Pozitif Kontrol Grubu: Bu gruptaki hiicreler %2 FBS| Pozitif Kontrol Grubu: Bu gruptaki hiicreler %2 FBS

Grup igeren DMEM igerisinde ¢6zdiiriilmiis olan ve 100 uM | igeren DMEM igerisinde ¢6zdiiriilmiis olan ve 100 uM
yogunlukta olacak sekilde hazirlanan PAR-2 agonisti | yogunlukta olacak sekilde hazirlanan PAR-2 agonisti
SLIGRL-NH, ile inkiibe edilmistir. SLIGRL-NH, ile inkiibe edilmistir.

4. Negatif Kontrol Grubu: Bu gruptaki hiicreler %2 FBY Negatif Kontrol Grubu: Bu gruptaki hiicreler %2 FBS

Grup igeren DMEM igerisinde ¢6zdiiriilmiis olan ve 100 uM | igeren DMEM igerisinde ¢6zdiiriilmiis olan ve 100 uM
yogunlukta olacak sekilde hazirlanan FSLLRY NHyile| yogunlukta olacak sekilde hazirlanan FSLLRY NH; ile 1
saat boyunca inkiibe edilmis, takiben ortama 100 mU/n] saat boyunca inkiibe edilmis, takiben ortama 60 ng/ml, 40
75 mU/ml ve 50 mU/ml dozlarda triptaz verilmistir. ng/ml ve 20 ng/ml dozlarda kimaz verilmistir.
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3.2.9.6.2. Proliferasyon Derecesinin Degerlendirilmesi

Kuyucuklardaki hiicrelerin proliferasyon derecesinin degerlendirilebilmesi
icin iiretici firmanin 6nerdigi sekliyle [(Omek kuyucuklarmda okunan absorbans
degeri — Blank/bos kuyucuklarin absorbans degeri) / (Kontrol kuyucuklarmin
absorbans degeri — Blank/Bos kuyucuklarin absorbans degeri)] x 100 formiilii
kullanilmistir. Boylece proliferasyon miktar: yiizde (%) deger olarak ifade edilmistir.

3.2.9.7. Hidroksiprolin Olciim Testi

Hidroksiprolin (4-hidroksiprolin), prolin aminoasidinin post-translasyonel
hidroksilasyonu ile olusan non-proteojenik bir aminoasittir. Kollajenin ana
komponenti olan hidroksiprolin, kollajenin helikal yapisinn korumasini saglar.
Hidroksiprolin  biiylik oranda sadece kollajenin yapisinda bulundugu i¢in
hidroksiprolin diizeninin O6lglilmesi, iizerinde ¢alisilan biyolojik 6rnegin kollajen
iceriginin de belirlenmesine olanak saglamaktadir. Bu nedenle triptaz ve kimazin
fibroblastlarin kollajen sentezi lizerindeki olast etkileri, ticari olarak satin alman 6lgiim
kiti (MAKOO08, Sigma Aldrich) kullanilarak ve fiiretici firmanimn talimatlar1 takip
edilerek degerlendirilmistir. Bu testte hidroksiprolin konsantrasyonu, oksitlenmis
hidroksiprolinin 4-(dimetilamino) benzaldehit (DMAB) ile reaksiyonu sonucunda
olusan ve hidroksiprolin miktar1 ile es deger olan renkli {irlin olusumu ile

Olclilmektedir.

3.2.9.7.1. Orneklerin Hazirlanmasi

Doksanalt1 kuyucuklu hiicre kiiltiir tabaginin ilgili kuyucuklar1 etiketlenmistir,
ardindan her bir kuyucuguna %10 FBS ve 2X Penisilin-Streptomisin igeren DMEM
soliisyonu ile birlikte 5000 hiicre ekilmistir. Hiicreler %5 CO» igeren 37°C’lik
inkiibatorde 24 saat boyunca inkiibe edilmislerdir. Bu siirenin sonunda kuyucuklarin
icerisindeki hiicre besleme medyumu steril cam pastdr pipeti ve vakum pompasi
kullanilarak uzaklastirilmistir. Kuyucuklarm igerisine otomatik pipet ve steril pipet
uclar1 ile 5X Penisilin-Streptomisin iceren DPBS soliisyonundan 200 pl ilave
edilmistir ve kuyucuklar 5 dakika boyunca DPBS ile yikanmistir. Yikama isleminin
ardindan ilgili kuyucuklara deney soliisyonlarmdan 100 pl eklenmistir. Hidroksiprolin
Ol¢lim testinin deney gruplari, kimyasallarm verilis sekilleri ve dozlar1 Tablo 5’te

verilmistir. 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir tabagi %5 CO; igeren 37°C’lik inkiibatorde 24
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saat boyunca inkiibe edilmistir. Politetrafloroetilen (polytetrafluoroetylene, PTFE)
kapl kapaga sahip ve basimca dayanikli olan polipropilen viallerin igerisine her bir
kuyucukta bulunan hiicreler ve hiicre kiiltir medyumundan 100 pl koyulmustur.
Viallerin icerisine 100 pl konsantre (%37°lik, 12M) HCI eklenmistir, kapaklar sikica
kapatilmistir ve vialler 120°C’lik etiivde 3 saat inkiibe edilmistir. Bu slirenin sonunda
vialler 10.000 x g’de 3 dakika santrifiij edilmistir ve slipernatantlarin her birinden 40
ul almarak 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir tabagina transfer edilmistir.

3.2.9.7.2. Test Soliisyonlarinin Hazirlanmasi

Kloramin T/oksidasyon soliisyonu karigsim1 hazirlanirken, her bir kuyucuk i¢in
6 ul konsantre Kloramin T soliisyonu ile 94 ul oksidasyon soliisyonu karistirilmistir.
Diliie DMAB soliisyonu hazirlanirken, her bir kuyucuk i¢in 50 pl konsantre DMAB

soliisyonuna 50 pl perklorik asit/izopropil alkol soliisyonu eklenmistir.

3.2.9.7.3. Standart Kuyucuklarimin Hazirlanmasi

Konsantrasyonu 1 mg/ml olan hidroksiprolin standart soliisyonundan 10 pl
almmistir ve tizerine 90 pl distile su ilave edilerek 0,1 mg/ml’lik bir standart soliisyonu
hazirlanmistir. Standart kuyucuklarina 0,1 mg/ml’lik standart soliisyonundan 0, 2, 4,
6, 8 ve 10 ul eklenerek igerisinde sirasi ile 0 (bos, blank), 0,2 0,4 0,6 0,8 ve 1 pg

standart bulunan standart kuyucuklar1 elde edilmistir.
3.2.9.7.4. Test Protokolii

e Orneklerin HCI ile hidrolizasyonunu takiben santrifiij islemi ile elde edilen
stipernatantlardan 50 pl alinarak 6rnek kuyucuklarinin igerisine transfer edilmistir.

e Ornek kuyucuklarmi evapore etmek i¢in, 96 kuyucuklu plaka 60°C’de tutulmustur.

e Standart ve Ornek kuyucuklarmm igerisine 100 upl kloramin T/oksidasyon
soliisyonu karisim1 eklenmistir ve 96 kuyucuklu plaka oda 1sisinda 5 dakika inkiibe
edilmistir.

e Standart ve Ornek kuyucuklarinmn igerisine 100 pl dilie DMAB soliisyonu
eklenmistir ve 96 kuyucuklu plaka 60°C’de 90 dakika inkiibe edilmistir.

e Her bir kuyucugun sahip oldugu absorbans degeri ELISA mikroplaka okuyucu
(51119000, Multiskan FC, Thermo Fisher Scientific) kullanilarak 560 nm dalga
boyunda 6l¢iilmiistiir.
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3.2.9.7.5. Hidroksiprolin Miktarimin Hesaplanmasi

Ornek ve standart kuyucuklarmda okunan absorbans degerlerinden bos (blank)
kuyucuklarmda olgiilen absorbans degerlerinin ortalamasi ¢ikarilmistir. Takiben,
standart kuyucuklarinda okunan absorbans degerleri kullanilarak bir ¢izgisel grafik
olusturulmustur ve grafige iliskin egilim ¢izgisi denklemi ile R? degeri hesaplanmistir.
Elde edilen egilim ¢izgisi denklemi kullanilarak tiim kuyucuklarda 6lgiilen absorbans
degerlerinin normalizasyonu gerceklestirilmistir. Standart kuyucuklarinda okunan
absorbans degerlerine karsilik gelen hidroksipirolin degerleri baz almarak her bir
kuyucukta bulunan hidroksiprolin miktar1 hesaplanmistir. Son olarak, egilim ¢izgisi
denklemi kullanilarak her bir 6rnek kuyucugu i¢in hesaplanan hidroksiprolin degeri
ile kuyucuklara eklenen 6rnegin hacmi oranlanarak (40 pl) her bir 6rnekte bulunan

hidroksiprolin miktar1 pg/ml cinsinden ifade edilmistir.

3.2.10. Mikrobiyolojik Analizler

Inek meme dokusu ve siit 6rnekleri bakteriyolojik inceleme i¢in Bursa Uludag
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’na teslim edilmistir ve
etken izolasyon ve identifikasyon islemleri gergeklestirilmistir. Orneklerden bir dze
dolusu alinarak kanli agara ekimleri yapilmistir ve petriler 37°C’de 24-72 saat boyunca
koloniler goriilene kadar inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda eger petrilerde
cok karisik tiremeler varsa, saf koloni elde edebilmek ve koloni gesitlerini daha rahat
degerlendirmek adina koloniler bireysel olarak alinarak yeni birer kanli agara
pasajlanmistir. Olusan koloniler makroskobik olarak degerlendirildikten sonra
goriilebilen koloni ¢esidi kadar gram boyama yapilmistir ve etkenler mikroskobik
olarak incelenmistir. Her koloni saf bir sekilde elde edildikten sonra Phoenix cihazmin
kullanim kilavuzunda anlatildig: sekilde, etkenlerin gram boyanma 6zelliklerine gore
farklt Phoenix panelleri ile degerlendirmeler yapilmistir (BD Phoenix™ Automated
Microbiology System, BD Diagnostics, Becton, Dickinson and Company). Kisaca
Ozetlenecek olursa, gram (+) koloniler icin PMIC/ID, gram (-) koloniler i¢in ise
NMIC/ID panelleri kullanilmistir. Paneller, inokiilasyon portlar1 iistte ve ped altta
olacak sekilde inokiilasyon istasyonuna yerlestirilmistir. Aseptik kosullarda steril 6ze
yardimt ile alinan koloniler tiiplere aktarilmistir, 4,5 ml Phoenix ID besiyeri i¢cinde

stispanse edilmistir ve takiben BD PhoenixSpec nefelometrede McFarland degeri
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Ol¢lilmiistiir. Test i¢in istenilen inokulum yogunlugu 0,5 McFarland degeri oldugu i¢in
slispansiyon bu yogunluga goére ayarlanmistir. Daha sonra, Phoenix AST besiyeri
tiipiine (8,0 ml) bir damla AST gosterge soliisyonu eklenmistir, yavasca alt iist edilerek
karistirilmistir. ID tliptinden 25 pL bakteri siispansiyonu alinarak AST besiyeri tlipiine
aktarilmistir ve tekrar yavasga alt list edilmistir. ID tiip inokulumu, panelin ID
tarafindaki (51 kuyucuklu taraf) dolum portuna, AST besiyeri inokulumu ise panelin
AST tarafindaki (85 kuyucuklu taraf) dolum portuna dokiilmiistiir. Panel hareket
ettirilmeden sivinin asag1 dogru akmasi beklenmistir. Dolum portlar1 kontrol edilerek
panel kapaklar1 kapatilmistir. Ertesi giin cihazdan paneller ¢ikarilip sonuglar cihaz

ekranindan okunmustur.

3.2.11. istatistiksel Analizler

Elde edilen verilerin istatistiksel analizleri IBM SPSS Statistics 20 programi
ile gerceklestirilmistir. Kisaca, verilerin normal dagilim gosterip gostermedikleri
Shapiro-Wilk testi ile ortaya konmustur. Shapiro-Wilk testi ile elde edilen degerin (p
degeri) 0,05 anlamlilik diizeyinden biiyiik olmasi, verilerin normal dagilima sahip
olmas1 seklinde yorumlanmistir. Normal dagilim gdsteren bagimsiz 2 grup arasinda
istatistiksel agidan onemli bir farkliligin olup olmadigmin arastirilmasi igin t-testi
uygulanmistir. Normal dagilim gdsteren 2’den fazla bagimsiz grup arasinda
istatistiksel ag¢idan anlamli bir fark bulunup bulunmadigmin test edilmesi i¢in tek
yonlii varyans analizi (One-way ANOV A) kullanilmistir. Tek yonlii varyans analizinin
uygulandig1 gruplarda varyanslar homojen dagilim gostermiyorsa ayni gruplari test
etmek i¢in Kruskal-Wallis testi uygulanmistir. Normal dagilima sahip olmayan gruplar
arasinda istatistiksel agcidan anlaml bir farkin olup olmadigni tespit etmek igin de
Kruskal-Wallis testi kullanilmistir. Bu testlerin sonucunda gruplar arasinda anlamli bir
farkliligin tespit edildigi durumlarda (p<0,05) farkliligin hangi gruplardan ileri
geldigini bulabilmek i¢in Post-Hoc Bonferroni One-way ANOVA testi ve Mann-
Whitney U testleri kullanilmistir. Ayrica degiskenler arasinda bir iliski olup
olmadigini, var ise bu iligkinin pozitif mi yoksa negatif yonde mi oldugunu ortaya
koymak i¢in normal dagilim gosteren gruplarda Pearson korelasyon analizi, normal

dagilima sahip olmayan gruplarda ise Spearman korelasyon analizi uygulanmistir.

55



4. BULGULAR
4.1. Makroskobik inceleme

4.1.1. inek Meme Dokularinda ve Siit Numunelerinde Gézlenen Makroskobik
Degisiklikler

Inek meme bezlerinin makroskobik goriiniimii, hayvanlarin laktasyon durumu,
yangmm dagilimi ve yangmin siddetine gore degiskenlik gdstermektedir. Ornegin,
sadece sinirli sayida lobiiler tutulumun sekillendigi fokal veya multifokal lezyonlar ile
birlikte hafif siddetli mastitis olgularnin makroskobik goriiniimii, saglikli meme
bezleri ile son derece benzerlik gostermektedir. Bazi kronik mastitis olgularinin
makroskobik bulgulari, involiisyon donemi igerisinde bulunan inaktif meme bezleri ile
son derece oOrtiismektedir. Bu nedenle, saglikli, akut ve kronik mastitisli meme
bezlerine ait olan makroskobik bulgular, ilgili meme dokularma ait olan
mikrobiyolojik analiz ve mikroskobik degerlendirme sonuglar1 da goz Oniinde
bulundurularak ifade edilmistir.

Saglikli ve fonksiyonel olarak aktif olan meme bezlerinin yumusak bir kivama
sahip oldugu; kesit ylizlerinin ise pembe-krem renge ve gelismis bir lobiiler yapiya
sahip oldugu gbézlenmistir. Bu bezlerin kesit yiizlerinden boz-beyazdan agik kreme
kadar degisen bir renge ve homojen bir yapiya sahip olan siit salgismin geldigi
goriilmiistir.

Laktasyon donemi igerisinde olan ve akut mastitise sahip olan meme bezlerinin
kesit yiizlerinin yer yer hiperemik bir goriiniime sahip oldugu dikkati ¢ekmistir.
Siddetli olgularda, ozellikle kanal sistemi icerisinde nekrotik degisikliklerin
sekillendigi tespit edilmistir. Meme bezlerinden elde edilen siit 6rneklerinin yer yer
pihtilar icerdigi, normalden daha sulu bir kivama veya daha farkli bir renge sahip
oldugu saptanmastir.

Kronik mastitise sahip olan meme bezlerinin ise normaldan daha sert bir
kivama sahip oldugu, interlobiiler septal dokunun degisen derecede kalinlastigi, bazi
olgularda ise parensim icerisinde degisen siddette fibrotik alanlarin bulundugu
gozlenmistir. Siddetli olgularda meme bezi boyutlarinda da azalmanin sekillendigi
gdriilmiistiir. Ilgili meme dokularmdan elde edilen siit numunelerinin karakteristik
ozelliklerini kaybettigi, bazi olgularda ise siit iiretiminin tamamen durdugu

saptanmuistir.
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4.1.2. Fare Meme Dokularinda Goézlenen Makroskobik Degisiklikler

Akut mastitis modeli gruplarindan elde edilen meme bezlerinin yumusak bir
kivama, agik pembe-krem renge sahip oldugu, kesit yiiziinden boz-beyaz renkteki siit
salgisinin  geldigi ve meme bezi parensimi icerisinde meme lenf yumrusunun
bulundugu gézlenmistir.

Kronik mastitis modeli gruplarindan elde edilen meme bezlerinin, akut mastitis
modeli gruplarindan elde edilen meme bezlerine oranla daha elastik bir kivama ve daha
kiiclik boyutlara sahip oldugu dikkati ¢cekmistir. Bu meme bezlerinin agik pembe-krem
renge sahip oldugu, kesit yiizlerinde siit salgismmm bulunmadigi ve meme bezi

parengimi i¢erisinde meme lenf yumrusunun bulundugu goriilmiistiir.
4.2. Histopatolojik Inceleme
4.2.1. inek Meme Dokularinda Gézlenen Histopatolojik Degisiklikler

Orneklenen inek meme dokularmdan 119 tanesinin (119/264, %45,7) saglikli
oldugu tespit edilmistir (Resim 1 ve 2). ineklere ait saghkli meme dokularmin
mikroskobik incelemesinde bu 6rneklerin laktasyondaki veya involiisyona ugramis bir
meme bezinin histolojik 6zelliklerini tasidigi gozlenmistir. Sonuglarin standardize
edilebilmesi agismdan caligma kapsamina fonksiyonel olarak aktif olan meme bezleri

dahil edilmistir.

Laktasyon donemindeki saglikli meme dokularmin c¢ok sayida alveolden,
akitic1 kanallardan ve az miktarda interstisyel bag dokudan olustugu goriilmiistiir
(Resim 7). Alveol epitel hiicrelerinin sitoplazmalar1 igerisinde laktasyon ile iligkili
salgt iriinlerinin ve lipid damlaciklar1 bulundugu; bu hiicrelerin genisleyen
sitoplazmalar1 nedeni ile alveol limenine dogru ¢ikint1 yaptiklar1 gozlenmistir.
Sitoplazmik salgi {iriinli ve lipid damlaciklar1 icermeyen hiicrelerin daha kiibik bir
morfolojiye sahip oldugu goriilmiistiir. Alveol ve kanal liimenlerinin son derece
genisledigi ve icerisinde homojen ve yer yer graniiler bir yapiya sahip olan, parlak
eozinofilik-bazofilik renkte boyanma o6zelligi gosteren ve lipid damlaciklar1 igeren

salgi materyallerinin bulundugu gozlenmistir.

Orneklenen meme dokularmin 101 tanesinde (101/264, %38) akut mastitis
teshis edilmistir (Resim 3 ve 4). Akut mastitisli inek meme dokularmin mikroskobik
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incelemesinde (Resim 8) kan damarlarinin hiperemik oldugu, interstisyel bag doku
bilesenlerinin 6dem nedeniyle birbirlerinden uzaklastigi ve yer yer fibrin ¢ikiglarnin
sekillendigi gozlenmistir. Alveol ve kanal limenlerinde ve interstisyel alanda degisen
siddette notrofil 16kosit infiltrasyonlarmnin bulundugu saptanmistir. Alveol ve kanallar1
olusturan epitel hiicrelerinde yer yer vakuoler dejenerasyonun sekillendigi; bazi
sahalarda ise nekrotik epitel hiicrelerinin limene dokiildiigi goriilmiistir. Bazi
vakalarda interstisyel alanda ve liimenlerin igerisinde basiller veya kokoid tarzdaki
serbest veya fagosite edilmig bakterilere ya da bunlarin olusturdugu kolonilere
rastlanmigtir. Baz1 olgularda degisen biiyiikliikteki nekrotik ve hemorajik sahalarin
bulundugu goriilmiistiir. Ek olarak, bazi alveol ve kanallarin limeninde bazofilik
boyanma 06zelligi gosteren, konsantre veya lamellar yapidaki korpora amilasea

birikimlerinin bulundugu gozlenmistir.

Meme dokularinin 44 tanesinde (44/264, %16,6) kronik mastitisin bulundugu
tespit edilmistir (Resim 5 ve 6). Kronik mastitisli meme dokularnm mikroskobik
incelemesinde (Resim 9) interalveoler ve interlobiiler septal dokunun fibrosis nedeni
ile degisen siddette kalinlastigi goriilmiistiir. Baz1 sahalarda fibréz bag dokunun
alveollerin ve kanallarm yerini aldig1 gézlenmistir. Interstisyel alanda ¢ogunlugunu
lenfosit, plazma hiicresi ve makrofajlarin olusturdugu siddetli mononiikleer hiicre
infiltrasyonlar1 ile birlikte daha az sayida noétrofil 16kosit c¢ikiglarinin oldugu
goriilmiistiir. Baz1 vakalarda interstisyel alanda plazma hiicrelerinin ve lenfositlerin
olusturdugu lenfoid folikiillerin bulundugu saptanmistir. Alveol ve kanal epitel
hiicrelerinin yer yer limene dokiildiigli ve bazi sahalarda ise epitel hiicrelerinin
hiperplastik bir hal aldig1 gozlenmistir. Alveol ve kanal liimenleri igerisinde dokiilmiis
epitel hiicrelerinin, yangi hiicrelerinin, bakteri kiimelerinin, korpora amilasea
birikimlerinin ve yogun eozinofilik boyanma 06zelligi gosteren kalint1 salgi

materyallerinin bulundugu goriilmiistiir.

Belirtilen 6zelliklere ek olarak, involiisyona ugramis olan meme bezlerinde
lobiiler ve asiner yapilarin korundugu ancak asiner yapilarin ve liimen ¢aplarinm son
derece daraldigi, az sayida liimende kalint1 salgi materyallerinin bulundugu ve en
onemlisi de kronik yangisal reaksiyondan bagimsiz bir sekilde interalveoler ve

interlobiiler septal dokunun belirgin derecede kalinlastig1 goriilmiistiir.
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4.2.2. Fare Meme Dokularinda Gézlenen Histopatolojik Degisiklikler

4.2.2.1. Akut Mastitis Modeli Gruplarindan Elde Edilen Meme Dokularinda
Gozlenen Histopatolojik Degisiklikler

Akut mastitis grubundan elde edilen meme dokularinin mikroskobik
incelemesinde bu orneklerin laktasyondaki bir meme bezinin histolojik 6zelliklerine
sahip oldugu goriilmiistiir. Inek meme dokulari ile benzer sekilde, meme dokusunun
son derece gelismis ¢ok sayidaki alveolden, akitici kanaldan ve az miktarda interstisyel
alandan olustugu gozlenmistir (Resim 12). Alveol epitel hiicrelerinin
sitoplazmalarinm igerisinde salg1 materyalleri ve lipid damlaciklar1 dikkati ¢ekmistir.
Salgi materyalleri ve lipid damlaciklar1 nedeni ile genisleyen epitel hiicre
sitoplazmalarmin alveol liimenlerine dogru ¢ikint1 yaptigr gozlenmistir. Salgi liriinii
icermeyen epitel hiicrelerinin daha kiibik bir morfolojiye sahip oldugu goriilmiistiir.
Alveol ve akitici kanal limenlerinin eozinofilik boyanma 6zelligi gdsteren ve lipid
damlaciklari igeren salgi materyalleri nedeni ile genisledigi dikkati cekmistir (Resim

13 ve 14).

Kontrol ve PBS grubunu olusturan hayvanlardan alman meme dokulari
yukarida bahsedilen histolojik o6zellikleri tasidigi tespit edilmis ve PBS’ in ve
enjeksiyon igleminin meme dokusunda akut yangisal bir reaksiyona yol agmadigi
saptanmistir (Resim 15-18). LPS grubundaki tiim hayvanlara ait meme dokularmin
mikroskobik incelemesinde alveollerin ve kanallarin salgi materyalleri ile dolu oldugu
dikkati cekmistir (Resim 19). interstisyel alanda, alveol ve akitic1 kanal liimenleri
icerisinde ¢ok sayida noétrofil 16kosit varligr gozlenmistir (Resim 20-24). Kan
damarlarinin hiperemik ve dokunun degisen derecede 6demli oldugu goriilmiistiir
(Resim 19 ve 20). Bu bulgularm 1s18inda, LPS grubundaki hayvanlarda akut mastitisin
basarili bir sekilde indiiklendigi tespit edilmistir. IM Kromolin ve IP Kromolin
gruplarina ait dokularin mikroskobik incelemesinde, akut yangi ile iliskili herhangi bir
degisiklige rastlanmamistr (Resim 25-29). Boylece IP ve IM yollarla kromolin
sodyum uygulamasinin meme dokusunda bir tahribat meydana getirmedigi, akut
yangiy1l indiiklemedigi ve kullanimmnmn giivenli oldugu ortaya konulmustur. IM
Kromolin + LPS ve IP Kromolin + LPS gruplarinda da kan damarlarinin hiperemik

oldugu, bag dokuya ait bilesenlerin degisen derecede birbirlerinden uzaklastigi
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(6dem); interstisyel dokuda, alveol ve kanal liimenleri igerisinde notrofil 16kositlerin
varligr gézlenmistir (Resim 30-32). IM Kromolin + LPS ve IP Kromolin + LPS
gruplarindan elde edilen meme dokularinda bazi sahalarda yanginin derecesinin,
yangmim dagiliminm, interstisyel dokuya infiltre olan veya liimenlerde bulunan yangi
hiicrelerinin sayismin azaldig1 dikkati ¢ekmistir. DEX + LPS grubundaki farelerin
meme dokularmm mikroskobik incelemesinde akut yangisal degisikliklerin belirgin
derecede azaldig1 gozlenmistir (Resim 33 ve 34). LPS grubunda yangi neredeyse tim
alveol ve kanallar boyunca son derece yaygm bir dagilim gosterse de DEX+LPS

grubunda daha smirli alanlarda tutulumun gergeklestigi dikkati ¢ekmistir.

4.2.2.2. Kronik Mastitis Modeli Gruplarindan Elde Edilen Meme Dokularinda
Gozlenen Histopatolojik Degisiklikler

Meme dokusunun yogun adipoz doku igerisine gomiilmiis olan birkag alveol
ve kanal topluluklarindan meydana geldigi gozlenmistir (Resim 36). Kronik ve akut
yangisal degisikliklerden bagimsiz bir sekilde, alveol ve kanallarin ¢evresini saran bag
doku ipliklerinin miktarnin arttig1 ve bunlarin ¢evresinde yer yer hafif siddetli n6trofil
16kosit, makrofaj ve plazma hiicresi infiltrasyonlarinin bulundugu dikkati ¢ekmistir
(Resim 37). Alveol sayisinda belirgin bir azalmanmn sekillendigi, liminal alanin
onemli 6l¢iide daraldig, yer yer liimenlerin igerisinde yogun bazofilik renkte boyanan
ve homojen bir yapiya sahip olan kalint1 salgi materyallerinin bulundugu goriilmustiir

(Resim 35-37).

Kontrol ve PBS gruplardan (Resim 38-40) elde edilen meme dokularinin
yukarida bahsedilen histolojik 6zelliklere sahip oldugu goriilmiistiir. LPS grubunda
alveol ve kanallarin c¢evresinde bulunan bag doku miktarinm siddetle arttigi, bazi
sahalarda meme dokusunun yerini tamamen fibroz bag dokunun aldigi, interstisyel
alanda ve yer yer liimenlerde ¢ogunlugunu mononiikleer hiicrelerin olusturdugu hafif
siddetli-siddetli hiicre infiltrasyonlarinin bulundugu dikkati ¢gekmistir (Resim 41-43).
Bu bulgularn 15181nda, LPS grubundaki tiim hayvanlarda kronik mastitisin basarili bir
sekilde indiiklendigi tespit edilmistir. IM Kromolin ve IP Kromolin gruplarindan elde
edilen meme dokularmm mikroskobik incelemesinde kromolin sodyum
enjeksiyonunun meme dokularinda yangisal degisiklikleri indiiklemedigi tespit

edilmistir (Resim 44-46). Kromolin sodyum uygulamasinin kronik mastitisin
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indiiklendigi meme dokularinda yangmin ve fibrozisin siddetini azalttig1 gézlenmistir.
LPS grubu ile kiyaslandiginda, IM Kromolin + LPS ve IP Kromolin + LPS
gruplarindan elde edilen meme dokularinda hiicre infiltrasyonlarmm siddetinin
hafifledigi, alveollerin ve akitici kanallarm ¢evresindeki bag doku miktarmin belirgin

Olciide azaldig1 dikkati cekmistir (Resim 47-52).
4.3. Meme Dokularinda Yerlesim Gosteren Mast Hiicreleri
4.3.1. inek Meme Dokularinda Yerlesim Gosteren Mast Hiicreleri

Mast hiicrelerinin saglikli ve yangili meme dokularmda kan ve lenf
damarlarinin c¢evresinde, interstisyel alanda, alveollerin ve kanallarin ¢evresinde
yerlesim gosterdikleri goriilmiistiir (Resim 53-55). Saglikli meme dokularinda
yerlesim gdsteren ortalama mast hiicre sayisi 4,14 olarak bulunmustur. Saglikli meme
dokular1 ile kiyaslandiginda, mast hiicre sayisinin yangili meme dokularinda artig
gosterdigi dikkati ¢cekmistir. Akut mastitisli meme dokularinda ortalama mast hiicre
sayisinin 10,05 oldugu ve saglikli olanlar ile kiyaslandiginda mast hiicre sayisinda 2,42
katlik bir artisin sekillendigi goriilmiistiir (p<0,001). Kronik mastitis grubunun
ortalama mast hiicre sayismin 32,7 oldugu ve saglikli meme dokularma kiyasla mast
hiicre sayisinin 7,9 kat arttig1 tespit edilmistir (p<0,001) . Saghkli, akut ve kronik
mastitisli meme dokularinda yerlesim gosteren mast hiicrelerinin sayisi ve kat artislar1
Tablo 6’da, istatistiksel analizler sonucunda ulasilan p degerleri ise Tablo 7°de

gosterilmistir.

Saglikli meme dokular1 ile kiyaslandiginda, graniile ve degraniile mast hiicre
sayilarmin yangili meme dokularmnda artig gosterdigi dikkati ¢ekmistir. Saglikli meme
dokularinda ortalama graniile mast hiicre sayisi 3,18 iken bu rakamm akut ve kronik
mastitisli meme dokularinda sirasi ile 7,61 ve 25,87 oldugu bulunmustur. Yangili
meme dokularinda sekillenen bu artis, istatistiksel agidan da anlamli bulunmustur
(Tablo 7). Degraniile mast hiicrelerinin sayisinin yangili meme dokularinda arttigi
gozlenmistir. Saglikli ve akut mastitisli meme dokularinda yerlesim gosteren ortalama
degraniile mast hiicre sayisinin sirast ile 0,96 ve 2,44 oldugu tespit edilmistir (p:
0,001). Saglikli meme dokular1 ile kiyaslandiginda, kronik mastitisli meme
dokularinda (6,87) yerlesim gosteren degraniile mast hiicre sayisinin 7,15 kat artis
gosterdigi tespit edilmistir (p<0,001).

61



Tablo 6. Inek meme dokularinda yerlesim gdsteren ortalama graniile, degraniile ve
toplam mast hiicre sayilar1 ve kat artiglar1 (ka).

Gruplar Graniile Mast Degraniile Mast Toplam Mast
Hiicre Sayisi (ka) Hiicre Sayisi (ka) Hiicre Sayisi (ka)
Saglikli 3,18 (1) 0,96 (1) 4,14 (1)
Akut Mastitis 7,61 (2,39) 2,44 (5,54) 10,05 (2,42)
Kronik Mastitis 25,87 (8,13) 6,87 (7,15) 32,7(7,9)

Tablo 7. Saglikli, akut ve kronik mastitisli meme dokularmdan elde edilen verilerin

istatistiksel analizleri sonucunda ulasilan p degerleri.

p Degerleri

Saghkh-Akut Mastitisli | Akut ve Kronik Mastitisli Saghkh ve Kronik

Meme Dokulari

Meme dokulari

Mastitisli Meme Dokulari

Graniile Mast Hiicre Sayis1 <0,001* <0,001* <0,001*
Degraniile Mast Hiicre Sayis1 0,001* <0,001* <0,001*
Toplam Mast Hiicre Sayisi <0,001* <0,001* <0,001*

(*) istatistiksel agidan anlaml1 bir farkliligin bulundugunu ifade etmektedir.

4.3.2. Fare Meme Dokularinda Yerlesim Gosteren Mast Hiicreleri

4.3.2.1. Akut Mastitis Modeli ve Mast Hiicreleri

4.3.2.1.1. Akut Mastitis Modeli Meme Dokularinda Yerlesim Gosteren Mast

Hiicreleri

Mast hiicrelerinin dermal ve derialtt bag doku iplikleri arasinda, yag doku
icerisinde, kan ve lenf damarlarinin ¢evresinde, alveollerin ve kanallarin arasinda ve
meme lenf yumrularinda yerlesim gosterdikleri goriilmistiir (Resim 56, 57 ve 67).
Akut mastitis modeli gruplarinda meme dokularinda yerlesim gosteren graniile,
degraniile ve toplam mast hiicre sayilar1 Tablo 8’te, istatistiksel analizler sonucunda
ulagilan p degerleri ise Tablo 9-11°de gosterilmistir. Kontrol ve PBS (Resim 58 ve
59) gruplar1 arasinda graniile (p. 0,195), degraniile (p: 0,975) ve toplam mast hiicre
sayilar1 (p: 0,359) bakimindan 6nemli bir farklilik tespit edilememistir (Tablo 8).
Kontrol grubundan elde edilen meme dokularinda yerlesim gosteren graniile,
degraniile ve toplam mast hiicre sayilar1 sirasi ile 2,5; 1,27 ve 3,77 iken PBS grubunda
bu degerler 2,03; 1,37 ve 3,4 olarak bulunmustur.

Kromolin sodyum wuygulamasmin meme dokusunda yerlesim gdsteren
degraniile mast hiicre sayisinda 6nemli azalmaya neden oldugu saptanmistir (Resim
60 ve 61). Kontrol grubundan elde edilen meme dokularinda yerlesim gosteren
degraniile mast hiicre sayist 1,27 iken IP Kromolin sodyum grubunda bu say1 0,63
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olarak bulunmustur. IP Kromolin sodyum grubunda sekillenen bu azalma istatistiksel
acidan da anlamli bulunmustur (p: 0,008). Kontrol grubu ile kiyaslandiginda, IM
kromolin sodyum uygulamasinm yapildigi meme dokularinda degraniile mast hiicre
sayisinda (0,83) bir azalma meydana gelse de bu diisiisiin istatistiksel agidan anlaml1
olmadig1 tespit edilmistir (p. 0,174). PBS (2,03), IM Kromolin (2,17) ve IP Kromolin
(2,67) gruplarindan elde edilen meme dokularinda yerlesim gdsteren graniile mast
hiicre sayilar1 arasinda anlamli bir farkliligin bulunmadigi ortaya konmustur (PBS-IM
Kromolin gruplar1 i¢in p: 0,872; PBS-IP Kromolin gruplari i¢in p: 0,308). Benzer
sekilde. PBS (3,4), IM Kromolin (3,00) ve IP Kromolin (3,30) gruplarmnimn toplam mast
hiicre sayilar1 arasinda 6nemli bir farklilik tespit edilememistir (PBS-IM Kromolin
gruplar1 i¢in p.: 0,389; PBS-IP Kromolin gruplar1 i¢in p:0,586). PBS grubu (1,37) ile
karsilastirildiginda, IM Kromolin (0,83) grubunun degraniile mast hiicre sayisinda bir
azalma sekillense de istatistiksel analizler bu diisiisiin anlamli olmadigin1 ortaya
koymustur (p: 0,164). Buna karsilik olarak, IP kromolin sodyum uygulamasinin
yapildig1 meme dokularinda (0,63) yerlesim gosteren degraniile mast hiicrelerinin PBS
grubuna (1,37) kiyasla azaldig1 ve bu diisiisiin anlamli oldugu tespit edilmistir (p-:
0,007).

Tek basma [P ve IM kromolin sodyum verilen gruplar arasmda graniile,
degraniile ve toplam mast hiicre sayilar1 arasinda bir farkliligin bulunmadig: ortaya
konmustur. (graniile mast hiicre sayisi i¢in p. 0,282; degraniile mast hiicre sayisi i¢in

p: 0,169; toplam mast hiicre sayisi i¢in p. 0,855).

Kontrol grubu ile kiyaslandiginda, LPS ile akut mastitisin indiiklendigi meme
dokularmda mast hiicre sayismin 6nemli Glgiide artis gosterdigi tespit edilmistir
(Resim 62 ve 63). Kontrol grubundan elde edilen meme dokularinda yerlesim gdsteren
toplam mast hiicre sayis1 3,24 iken LPS grubunda bu sayinm 9,74’¢ yiikseldigi tespit
edilmistir ve mast hiicre sayisinda gozlenen 2,58 katlik artisin istatistiksel olarak da
o6nemli oldugu bulunmustur (p<0,001). Benzer sekilde, kontrol grubuna kiyasla LPS
grubunun graniile ve degraniile mast hiicre sayisinda da anlamli bir artisin sekillendigi
gbzlenmistir (graniile ve degraniile mast hiicre sayis1 i¢cin p<0,001). LPS grubundan
elde edilen meme dokularinda yerlesim gosteren graniile ve degraniile mast hiicre
sayilar sirasi ile 5,02 ve 4,72 iken kontrol grubunda bu sayilar 2,5 ve 1,27 sirasi ile

olarak bulunmustur. Ek olarak, LPS grubunun graniile, degraniile ve toplam mast
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hiicre sayisinda PBS, IP Kromolin ve IM Kromolin gruplarma oranla énemli bir artis

sekillenmistir (Tablo 8-11).

Kromolin sodyum ve LPS uygulamasmin birlikte yapildig: gruplarda graniile,
degraniile ve toplam mast hiicre sayisinda belirgin bir azalmanm sekillendigi
goriilmiistiir (Resim 64 ve 65). LPS grubunda ortalama degraniile mast hiicre sayis1
4,72 iken bu saymin IM Kromolin + LPS grubunda 0,91 ve IP Kromolin + LPS
grubunda 0,98 oldugu gorilmistiir. Kromolin sodyum uygulamasmi takiben LPS
enjeksiyonlarmin yapildig1 bu gruplarda degraniile mast hiicre sayismda sekillenen
azalmanm istatistiksel olarak da anlamli oldugu bulunmustur (IM Kromolin + LPS
grubu ve IP Kromolin + LPS grubu i¢in p<0,001). Benzer sekilde, IM Kromolin +
LPS (4,80) ve IP Kromolin + LPS (4,68) gruplarinda graniile mast hiicre sayisnin LPS
(5,02) grubuna kiyasla azaldigi tespit edilmistir (IM Kromolin + LPS grubu i¢in p:
0,001; IP Kromolin + LPS grubu i¢in p: 0,002). Ek olarak, IP Kromolin + LPS ve IM
Kromolin + LPS gruplar1 arasinda graniile, degraniile ve toplam mast hiicre sayilar1
bakimindan istatistiksel acidan anlamli bir farklilik tespit edilememistir (graniile mast
hiicre sayisiicin p: 0,335; degraniile mast hiicre sayisii¢in p: 0, 354; toplam mast hiicre

sayist i¢in p: 0,335).

DEX+LPS grubu ile LPS grubu karsilastirildiginda, deksametazon
uygulamasmin graniile ve degraniile mast hiicre sayisinda 6nemli bir azalmaya yol
actig1 goriilmiistiir (Resim 66). Graniile ve degraniile mast hiicre sayilart DEX+LPS
grubunda srrasi ile 3,17 ve 1,73 iken LPS grubunda 5,02 ve 4,72 olarak bulunmustur.
Istatistiksel degerlendirmeler sonucunda DEX + LPS grubunda sekillenen bu
azalmanm anlamli oldugu tespit edilmistir (graniile ve degraniile mast hiicre sayilar1

icin p<0,001).

IM Kromolin + LPS ve IP Kromolin + LPS gruplari, DEX + LPS grubu ile
karsilastirildiginda, degraniile mast hiicre sayilarmm kromolin sodyum uygulamasinin
yapildig1 gruplarda belirgin derecede azaldigi goriilmiistiir. DEX + LPS grubunda
sayilan ortalama degraniile mast hiicre sayisi 1,73 iken bu saymm IM Kromolin + LPS
ve IP Kromolin + LPS gruplarinda sirasi ile 0,91 ve 0,98 oldugu tespit edilmistir.
Kromolin sodyum uygulamasmin yapildigi bu gruplarda meydana gelen azalma,

istatistiksel olarak da anlamli bulunmustur. (IM Kromolin + LPS grubu i¢in p<0,001;
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IP Kromolin + LPS grubu i¢in p: 0,003). Bu li¢ grup arasinda graniile ve toplam mast

hiicre sayilar1 agisindan anlamli bir farklilik tespit edilememistir (Tablo 9 ve 11).

Tablo 8. Akut mastitis modeli gruplarmda meme dokularinda yerlesim gosteren
graniile, degraniile ve toplam mast hiicre sayilar1 ve kat artiglar1 (ka).

Akut Mastitis Graniile Mast Degraniile Mast Toplam Mast
Modeli Gruplari Hiicre Sayisi (ka) Hiicre Sayisi (ka) Hiicre Sayisi (ka)

1. Grup Kontrol Grubu 2,5(1) 1,27 (1) 3,77 (1)

2. Grup PBS Grubu 2,03 (0,81) 1,37 (1,08) 3,4 (0,90)
3. Grup LPS Grubu 5,02 (2) 4,72 (3,72) 9,74 (2,58)
4.1. Grup IP Kromolin 2,67 (1,07) 0,63 (0,5) 3,30 (0,86)
4.2. Grup IM Kromolin 2,17 (0,87) 0,83 (0,65) 3,00 (0,80)
5. Grup IM Kromolin + LPS grubu 3,82 (1,53) 0,91 (0,72) 4,80 (1,27)
6. Grup IP Kromolin + LPS grubu 3,65 (1,46) 0,98 (0,77) 4,68 (1,24)
7. Grup DEX + LPS grubu 3,17 (1,27) 1,73 (1,36) 4,90 (1,30)

Tablo 9. Akut mastitis modeli gruplarmda meme dokularinda yerlesim gdsteren
graniile mast hiicre sayilarmin istatistiksel analizleri sonucunda ulasilan p degerleri.

1. Grup 2. Grup 3. Grup 4.1. Grup | 4.2. Grup 5. Grup 6. Grup 7. Grup
1. Grup - 0,915 <0,001* 0,964 0,137 0,284 0,137 0,915
2. Grup 0,195 - <0,001* 0,308 0,872 0,021* 0,006* 0,266
3. Grup <0,001* <0,001* - <0,001* <0,001* 0,001+ 0,002+ <0,001*
4.1. Grup 0,964 0,308 <0,001* - 0,282 0,277 0,128 0,879
4.2. Grup 0,137 0,872 <0,001 0,282 - 0,016* 0,004+ 0,177
5. Grup 0,284 0,021* 0,001* 0,277 0,016* - 0,335 0,329
6. Grup 0,137 0,006* 0,002* 0,128 0,004* 0,335 - 0,148
7. Grup 0,915 0,266 <0,001* 0,879 0,177 0,329 0,148 -

(*) istatistiksel agidan anlaml1 bir farkliligin bulundugunu ifade etmektedir.

Tablo 10. Akut mastitis modeli gruplarinda meme dokularmda yerlesim gosteren
degraniile mast hiicre sayilarinin istatistiksel analizleri sonucunda ulasilan p degerleri.

1. Grup 2. Grup 3. Grup 4.1. Grup | 4.2. Grup 5. Grup 6. Grup 7. Grup
1. Grup - 0,975 <0,001* 0,008* 0,174 0,027* 0,137 0,233
2. Grup 0,975 - <0,001* 0,007* 0,164 0,022* 0,129 0,262
3. Grup <0,001* <0,001* - <0,001* <0,001* <0,001* <0,001* <0,001*
4.1. Grup 0,008* 0,007* <0,001* - 0,169 0,550 0,141 <0,001*
4.2. Grup 0,174 0,164 <0,001* 0,169 - 0,384 0,975 0,012*
5. Grup 0,027* 0,022+ <0,001* 0,550 0,384 - 0,354 <0,001*
6. Grup 0,137 0,129 <0,001* 0,141 0,975 0,354 - 0,003+
7. Grup 0,233 0,262 <0,001* <0,001* 0,012+ <0,001* 0,003+ -

(*) istatistiksel agidan anlaml1 bir farkliligin bulundugunu ifade etmektedir.
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Tablo 11. Akut mastitis modeli gruplarinda meme dokularinda yerlesim gosteren
toplam mast hiicre sayilarmin istatistiksel analizleri sonucunda ulasilan p degerleri.

1. Grup 2. Grup 3. Grup 4.1. Grup | 4.2. Grup 5. Grup 6. Grup 7. Grup
1. Grup - 0,359 <0,001* 0,215 0,070 0,824 0,423 0,634
2. Grup 0,359 - <0,001* 0,586 0,389 0,60 0,104 0,266
3. Grup <0,001* <0,001* - <0,001* <0,001* <0,001* <0,001 <0,001*
4.1. Grup 0,215 0,586 <0,001* - 0,855 0,284 0,052 0,142
4.2. Grup 0,07 0,389 <0,001* 0,855 - 0,184 0,012* 0,066
5. Grup 0,824 0,60 <0,001* 0,284 0,184 - 0,335 0,630
6. Grup 0,423 0,104 <0,001* 0,052 0,012* 0,335 - 0,769
7. Grup 0,634 0,266 <0,001* 0,142 0,066 0,630 0,769

(¥) istatistiksel agidan anlamli bir farklhigin bulundugunu ifade ctmektedir.
4.3.2.1.2. Akut Mastitis Modeli Gruplarinda Meme Lenf Yumrularinda
Yerlesim Gosteren Mast Hiicreleri

Akut mastitis modeli gruplarinda meme lenf yumrusu medullar sinuslarina
infiltre olan mast hiicre sayilar1 Tablo 12°de, istatistiksel analizler sonucunda ulasilan
p degerleri ise Tablo 13 'te gosterilmistir. Kontrol ve PBS gruplarinda lenf yumrusu
medullar sinuslarma infiltre olan mast hiicre sayilarinin siras1 ile 3,4 ve 3,2 oldugu
tespit edilmistir ve bu iki grup karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli farklilik
gozlenmemistir (p: 0,796) (Resim 67-70). Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, LPS
grubundaki meme dokularma ait olan lenf yumrusu kesitlerinde, medullar sinuslara
infiltre olan mast hiicre sayisinda ciddi bir artigin sekillendigi gozlenmistir (Resim 71-
73). LPS grubunda medullar sinuslara infiltre olan mast hiicre sayismin kontrol
grubuna kiyasla 6,88 kat artis gostererek 23,4’e ulastigi tespit edilmistir. LPS
grubunda gdzlenen bu artigin istatistiksel agidan da 6nemli oldugu ortaya konmustur
(p<0,001). Kontrol grubundaki mast hiicre sayisi ile (3,4) ile IP Kromolin (4,46) ve
IM Kromolin (7,5) gruplar1 arasinda medullar sinuslara infiltre olan mast hiicre sayis1
bakimindan anlamli bir farklilik tespit edilememistir (IP Kromolin grubu i¢in p: 0,693;
IM Kromolin grubu icin p: 0,055) (Resim 74 ve 75). Benzer sekilde, IM Kromolin
(7,5) ve IP Kromolin (4,46) gruplar1 arasmda da istatistiksel agidan 6nemli bir
farkliligin bulunmadig goriilmiistiir (p. 0,147).

LPS grubundaki ortalama mast hiicre sayis1 (23,4) ile kiyaslandiginda, IM
Kromolin + LPS grubundan (18,10) elde edilen meme dokularmda medullar sinuslara
infiltre olan mast hiicrelerinin sayisinda bir azalma sekillense de istatistiksel agidan
anlamli olmadig: tespit edilmistir (p: 0,087) (Resim 76). [P Kromolin + LPS grubunda
(12,02) ise infiltre olan mast hiicre sayisinin LPS grubuna (18,10) kiyasla 6dnemli
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Olciide azaldig1 gozlenmistir (p. 0,001) (Resim 77). Ek olarak, DEX + LPS grubunda
medullar sinuslara infiltre olan mast hiicrelerinin sayisi (7,75), LPS ile akus mastitisin

indiiklendigi gruba kiyasla (23,4) 6nemli 6l¢iide azalmistir (p<0,001) (Resim 78).

Tablo 12. Akut mastitis modeli gruplarinda lenf yumrusu medullar sinuslarina infiltre
olan mast hiicre sayilar1 ve kat artiglar1 (ka).

Akut Mastitis Medullar Sinuslara Infiltre
Modeli Gruplari Olan Mast Hiicreleri (ka)
1. Grup Kontrol Grubu 34(1)
2. Grup PBS Grubu 3,2(0,94)
3. Grup LPS Grubu 23,4 (6,88)
4.1. Grup IP Kromolin Grubu 4,46 (1,31)
4.2. Grup IM Kromolin Grubu 7,5 (2,20)
5. Grup IM Kromolin + LPS Grubu 18,10 (5,32)
6. Grup IP Kromolin + LPS Grubu 12,02 (3,54)
7. Grup DEX + LPS Grubu 7,75 (2,28)

Tablo 13. Akut mastitis modeli gruplarmnda lenf yumrusu medullar sinuslarma infiltre
olan mast hiicre sayilarinin istatistiksel analizleri sonucunda ulasilan p degerleri.

1. Grup 2. Grup 3. Grup 4.1. Grup | 4.2. Grup 5. Grup 6. Grup 7. Grup
1. Grup - 0,796 <0,001* 0,693 0,055 0,002+ 0,002+ 0,230
2. Grup 0,796 - <0,001* 0,563 0,028+ 0,001+ 0,001+ 0,194
3. Grup <0,001* <0,001* - <0,001* <0,001* 0,087 0,001+ <0,001*
4.1. Grup 0,693 0,563 <0,001* - 0,147 0,003* 0,004* 0,338
4.2. Grup 0,055 0,028+ <0,001* 0,147 - 0,019* 0,108 0,527
5. Grup 0,002+ 0,001+ 0,087 0,003+ 0,019+ - 0,234 0,005*
6. Grup 0,002+ 0,001+ 0,001+ 0,004+ 0,108 0,234 - 0,006*
7. Grup 0,230 0,194 <0,001* 0,338 0,527 0,005* 0,006* -

(*) istatistiksel agidan anlaml1 bir farkliligin bulundugunu ifade etmektedir.

4.3.2.2. Kronik Mastitis Modeli Gruplarinda Yerlesim Gosteren Mast Hiicreleri

4.3.2.2.1. Kronik Mastitis Modeli Meme Dokularinda Yerlesim Gosteren Mast

Hiicreleri

Mast hiicrelerinin dermal ve derialtt bag doku iplikleri arasinda, yag doku
icerisinde, kan ve lenf damarlarinin ¢evresinde, alveollerin ve kanallarin arasinda ve
meme lenf yumrularinda yerlesim gosterdikleri gozlenmistir (Resim 79-81). Kronik
mastitis modeli gruplarindan elde edilen meme dokularinda yerlesim gosteren grantile,
degraniile ve toplam mast hiicre sayilar1 Tablo 14’te, istatistiksel analizler sonucunda
ulagilan p degerleri ise Tablo 15-17’de gosterilmistir. Kontrol ve PBS gruplar1 (Resim
82 ve 83) arasinda meme dokusunda yerlesim gosteren graniile (p. 0,294), degraniile
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(p: 0,108) ve toplam mast hiicre sayilar1 (p: 0,094) agismdan anlamli bir farkliligin
bulunmadigr tespit edilmistir. Kontrol grubundan elde edilen meme dokularmda
yerlesim gdsteren graniile, degraniile ve toplam mast hiicre sayilar1 sirasi ile 5,83; 2,3
ve 8,20 olarak bulunmustur. PBS grubunda meme dokularinda yerlesim gdsteren
graniile, degraniile ve toplam mast hiicre sayilarmin ise 5,27; 2,03 ve 7,30 oldugu tespit
edilmistir. Dolayisi ile enjeksiyon isleminin meme dokularinda yelesim gdsteren mast
hiicre sayisinda bir farklilik meydana getirmedigi gézlenmistir. Kontrol grubu (2,37)
ile kiyaslandiginda, IM kromolin sodyum (1,6) uygulamasinin degraniile mast hiicre
sayisinda bir azalma meydana getirdigi ancak bu diislisiin istatistiksel agidan onemli
olmadig1 tespit edilmistir (p: 0,198). Benzer sekilde, kontrol ve IM kromolin
gruplarinin graniile ve toplam mast hiicre sayilar1 arasinda anlamh bir farkliligin
bulunmadigi gozlenmistir (Resim 84) (graniile mast hiicre sayilar1 i¢in p: 0,209;
toplam mast hiicre sayilar1 i¢in p: 0,116). Kontrol grubu meme dokularmda yerlesim
gosteren graniile mast hiicre sayis1 5,83 ve toplam mast hiicre sayis1 8,20 iken IM
Kromolin grubunda bu sayilarm siras1 ile 3,6 ve 5,2 oldugu tespit edilmistir. Kontrol
grubu ve IP Kromolin grubu karsilastirildiginda, IP yolla kromolin sodyum
uygulamasmin degraniile mast hiicre sayisinda bir azalma meydana getirdigi tespit
edilmigtir. Kontrol grubundaki degraniile mast hiicre sayis1 2,37 iken bu say1 IP
Kromolin grubunda 1,13 olarak bulunmustur. Istatistiksel degerlendirmeler sonucunda
IP Kromolin grubunda sekillenen bu azalmanm anlamli oldugu tespit edilmistir (p:
0,001) (Resim 85). Kontrol grubu (5,83) ve IP Kromolin (5,50) gruplarndan elde
edilen meme dokularinda yerlesim gosteren graniile mast hiicre sayilar1 arasida
anlamli bir farklilik tespit edilememistir (p. 0,970). Benzer sekilde, kontrol ve IP
kromolin grubu meme dokularinda yerlesim gosteren toplam mast hiicre sayilar1 sirast
ile 8,20 ve 6,63 olarak bulunmustur ve bu iki grubun toplam mast hiicre sayilari
arasinda istatistiksel agidan anlamli bir farkliligin bulunmadigi ortaya konmustur (p:

0,193).

LPS grubundaki mast hiicrelerine bakildiginda, graniile (10,93), degraniile
(4,80) ve toplam (15,73) mast hiicre sayilarinmn, diger tiim gruplar ile kiyaslandiginda
belirgin bir artig gosterdigi tespit edilmistir (Tablo 14) (Resim 86 ve 87). LPS
grubunda meydana gelen bu artisn anlamli oldugu istatistiksel analizler ile ortaya

konmustur (Tablo 15-17).
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Kromolin sodyum ve LPS uygulamasmin birlikte yapildig: gruplarda graniile,
degraniile ve toplam mast hiicre sayisinda belirgin bir azalmanin sekillendigi tespit
edilmistir. LPS grubunda ortalama degraniile mast hiicre sayisi 4,80 iken bu saymin
IM Kromolin + LPS grubunda 2,51 ve IP Kromolin + LPS grubunda 2,80 oldugu
goriilmiistiir. Kromolin sodyum uygulamasmi takiben LPS enjeksiyonlarmin yapildigi
bu gruplarda degraniile mast hiicre sayisinda sekillenen azalmanm istatistiksel olarak
da anlamli oldugu gozlenmistir (IM Kromolin + LPS grubu i¢cin p: 0,004; ve IP
Kromolin + LPS grubu i¢in p: 0,009). LPS grubu ile kiyaslandiginda, kromolin
sodyum ve LPS uygulamasinm birlikte yapildig1 gruplarda graniile ve toplam mast
hiicre sayismin da azalmis oldugu tespit edilmistir (IP Kromolin + LPS grubu i¢in p:
0,009; IM Kromolin + LPS grubu i¢in p: 0,004). LPS grubunun degraniile mast hiicre
sayis1 10,93 iken IP Kromolin + LPS ve IM Kromolin + LPS gruplarma ait olan meme
dokularinda yerlesim gosteren degraniile mast hiicre sayilari siras1 ile 4,63 ve 4,30
olarak bulunmustur. Ek olarak, IP Kromolin + LPS ve IM Kromolin + LPS gruplar1
arasinda graniile, degraniile ve toplam mast hiicre sayilar1 bakimindan istatistiksel
acidan anlaml bir farklilik tespit edilememistir (graniile mast hiicre sayisi i¢in p:
0,847; degraniile mast hiicre sayis1 i¢in p. 0,823; toplam mast hiicre sayis1 i¢in p:
0,915) (Resim 88-93). I[P Kromolin + LPS grubundaki meme dokularinda yerlesim
gosteren graniile, degraniile ve toplam mast hiicre sayilar1 sirasi ile 4,63; 2,80 ve 7,43
iken bu sayilar IM Kromolin + LPS grubunda siras1 ile 4,30; 2,51 ve 6,81 olarak
bulunmustur.

Tablo 14. Kronik mastitis modeli gruplarinda meme dokularinda yerlesim gosteren
graniile, degraniile ve toplam mast hiicre sayilar1 ve kat artiglari (ka).

Kronik Mastitis Graniile Mast Degraniile Mast Toplam Mast
Modeli Gruplari Hiicre Saysi (ka) Hiicre Sayisi (ka) Hiicre Saysi (ka)
1. Grup Kontrol Grubu 5,83 (1) 2,37 (1) 8,20 (1)
2. Grup PBS Grubu 5,27 (0,90) 2,03 (0,86) 7,30 (0,90)
3. Grup LPS Grubu 10,93 (1,87) 4,80 (2,03) 15,73 (1,92)
4.1. Grup IP Kromolin 5,50 (0,94) 1,13 (0,48) 6,63 (1,24)
4.2. Grup IM Kromolin 3,6 (0,62) 1,6 (0,68) 5,2 (0,63)
5. Grup IM Kromolin + LPS grubu 4,30 (0,74) 2,51 (1,06) 6,81 (0,83)
6. Grup IP Kromolin + LPS grubu 4,63 (0,70) 2,80 (1,18) 7,43 (0,91)
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Tablo 15. Kronik mastitis modeli gruplarinda meme dokularinda yerlesim gosteren
graniile mast hiicre sayilarmin istatistiksel analizleri sonucunda ulasilan p degerleri.

1. Grup 2. Grup 3. Grup 4.1. Grup | 4.2. Grup 5. Grup 6. Grup
1. Grup - 0,294 0,002* 0,970 0,209 0,221 0,195
2. Grup 0,294 - 0,001* 0,290 0,656 0,969 0,822
3. Grup 0,002+ 0,001+ - 0,001+ <0,001* <0,001* <0,001*
4.1. Grup 0,970 0,290 0,001* - 0,167 0,148 0,143
4.2. Grup 0,209 0,656 <0,001* 0,167 - 0,646 0,701
5. Grup 0,221 0,969 <0,001* 0,148 0,646 - 0,847
6. Grup 0,195 0,822 <0,001* 0,143 0,701 0,847 -

(*) istatistiksel agidan anlaml1 bir farkliligin bulundugunu ifade etmektedir.

Tablo 16. Kronik mastitis modeli gruplarinda meme dokularinda yerlesim gosteren
degraniile mast hiicre sayilarinin istatistiksel analizleri sonucunda ulasilan p degerleri.

1. Grup 2. Grup 3. Grup 4.1. Grup | 4.2. Grup 5. Grup 6. Grup
1. Grup - 0,108 0,004* 0,001* 0,198 0,648 0,821
2. Grup 0,108 - <0,001* 0,091 0,988 0,346 0,247
3. Grup 0,004+ <0,001* - <0,001* 0,003* 0,004+ 0,009*
4.1. Grup 0,001+ 0,091 <0,001* - 0,246 0,012* 0,007+
4.2. Grup 0,198 0,988 0,003+ 0,246 - 0,456 0,396
5. Grup 0,648 0,346 0,004* 0,012* 0,456 - 0,823
6. Grup 0,821 0,247 0,009* 0,007* 0,396 0,823 -

(*) istatistiksel agidan anlamli bir farkliligin bulundugunu ifade etmektedir.

Tablo 17. Kronik mastitis modeli gruplarmda meme dokularinda yerlesim gosteren
toplam mast hiicre sayilarmin istatistiksel analizleri sonucunda ulasilan p degerleri.

1. Grup 2. Grup 3. Grup 4.1. Grup | 4.2. Grup 5. Grup 6. Grup
1. Grup - 0,094 0,001+ 0,193 0,116 0,152 0,158
2. Grup 0,094 - <0,001* 0,576 0,988 0,673 0,60
3. Grup 0,001* <0,001* - <0,001* <0,001* <0,001* <0,001*
4.1. Grup 0,193 0,576 <0,001* - 0,590 0,878 0,893
4.2. Grup 0,116 0,988 <0,001* 0,590 - 0,740 0,818
5. Grup 0,152 0,673 <0,001* 0,878 0,740 - 0,915
6. Grup 0,158 0,60 <0,001* 0,893 0,818 0,915 -

(*) istatistiksel agidan anlaml1 bir farkliligin bulundugunu ifade etmektedir.

4.3.2.2.2. Kronik Mastitis Modeli Gruplarinda Meme Lenf Yumrulannda

Yerlesim Gosteren Mast Hiicreleri

Kronik mastitis modeli gruplarinda lenf yumrusu medullar sinuslarina infiltre
olan ortalama mast hiicre sayilar1 Tablo 18’de sunulmustur (Resim 94-98).
Istatistiksel analizler, kronik mastitis modeli gruplar1 arasinda medullar sinuslara
infiltre olan ortalama mast hiicre sayis1 bakimindan anlaml bir farklilik bulunmadigini

ortaya koymustur (p: 0,960). Kontrol grubundan elde edilen meme dokularmda lenf
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yumrusu medullar sinuslarina infiltre olan ortalama mast hiicre sayis1 7,96 iken PBS
grubunda bu say1 7,58 olarak bulunmustur. IP Kromolin ve IM kromolin gruplarinda
medullar sinuslara infiltre olan ortalama mast hiicre sayilarinin sirasi ile 9,7 ve 5,29
oldugu tespit edilmistir. LPS ile akut mastitisin indiiklendigi meme dokularmin lenf
yumrularinda ortalama mast hiicre sayist 7,83 olarak bulunmustur. Ek olarak, IM
Kromolin + LPS ve IP Kromolin + LPS gruplarinda meme lenf yumrularmnda yerlesim

gOsteren ortalama mast hiicre sayilarinin sirasi ile 8,51 ve 5,65 oldugu tespit edilmistir.

Tablo 18. Kronik mastitis modeli gruplarinda lenf yumrusu medullar sinuslarma
infiltre olan mast hiicre sayilar1 ve kat artiglar1 (ka).

Kronik Mastitis Medullar Sinuslara infiltre
Modeli Gruplari Olan Mast Hiicreleri (ka)

1. Grup Kontrol Grubu 7,96 (1)

2. Grup PBS Grubu 7,58 (0,95)

3. Grup LPS Grubu 7,83 (0,99)

4.1. Grup IP Kromolin Grubu 9,7 (1,22)

4.2. Grup IM Kromolin Grubu 5,29 (0,66)

5. Grup IM Kromolin + LPS Grubu 8,51 (1,07)

6. Grup IP Kromolin + LPS Grubu 5,65 (0,71)

4.4. Immunohistokimyasal incelemeler
4.4.1. inek Meme Dokularinda Yerlesim Gosteren Mast Hiicrelerinin

Immunofenotipleri

Saglikli, akut ve kronik mastitise sahip olan meme dokularinda yerlesim
gosteren triptaz (+), kimaz (+) ve triptaz-kimaz (+) mast hiicrelerinin sayis1 ve kat
artiglar1 Tablo 19°da, istatistiksel analizler sonucunda ulasilan p degerleri ise Tablo

20°de gosterilmistir.

Tablo 19. Saglikli, akut ve kronik mastitise sahip meme dokularinda bulunan mast
hiicre immunofenotiplerinin ortalama sayilar1 ve kat artiglar1 (ka).

Triptaz (+) Mast Kimaz (+) Mast Hiicreleri Triptaz-Kimaz (+) Mast
Hiicreleri (ka) (ka) Hiicreleri (ka)
Saghkh 1,8 (1) 1,0 (1) 1,4 (1)
Akut Mastitis 4424 2,6 (2,6) 2(1,4)
Kronik Mastitis 19 (10,5) 7,8 (7,8) 5,8(4,1)
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Tablo 20. Saglkli, akut ve kronik mastitise sahip meme dokularmdan elde edilen
verilerin istatistiksel analizleri sonucunda ulagilan p degerleri.

p Degerleri
Saghkh- Akut Mastitisli Akut ve Kronik Saghkh ve Kronik
Meme Dokulari Mastitisli Meme Mastitisli Meme
dokulan Dokular:
Triptaz (+) Mast Hiicreleri 0,123 <0,001* <0,001*
Kimaz (+) Mast Hiicreleri 0,015* 0,001* <0,001*
Triptaz-Kimaz (+) Mast Hiicreleri 0,548 0,008+ 0,008*

(*) istatistiksel agidan anlaml1 bir farkliligin bulundugunu ifade etmektedir.

4.4.1.1. inek Meme Dokularinda Yerlesim Gosteren Triptaz (+) Mast Hiicreleri

Saglikli meme dokularinda yerlesim gosteren triptaz (+) mast hiicrelerinin
ortalama sayis1 1,8 olarak bulunmustur (Resim 99). Saglikli meme dokular1 ile
kiyaslandiginda, yangili meme dokularinda yerlesim gosteren triptaz (+) mast
hiicrelerinin artis gosterdigi tespit edilmistir. Saglikli meme dokular1 (1,8) ile
kiyaslandiginda, akut mastitisli meme dokularinda triptaz (+) mast hiicrelerinin
sayisinda (4,4) bir artis sekillense de istatistiksel olarak bir anlam bulunmamistir (p:
0,123) (Resim 100). Saghkli (1,8) ve akut mastitisli (4,4) meme dokularma kiyasla
kronik mastitisli meme dokularinda triptaz (+) mast hiicre sayisinda (19) belirgin bir
artisin sekillendigi ve bu artisin istatistiksel olarak anlamli oldugu ortaya konmustur

(saghkli ve akut mastitisli meme dokular1 icin p<0,001) (Resim 101).

4.3.1.2 inek Meme Dokularinda Yerlesim Gosteren Kimaz (+) Mast Hiicreleri

Saglikli meme dokularinda yerlesim gosteren kimaz (+) mast hiicrelerinin
ortalama sayis1 1,0 olarak bulunmustur (Resim 102). Saglikli meme dokular1 ile
kiyaslandiginda, yangili meme dokularnda yerlesim gosteren kimaz (+) mast
hiicrelerinin sayisinda bir artigin sekillendigi dikkati gekmistir. Saglikli meme dokular1
(1,0) ile kiyaslandiginda, akut mastitisli meme dokularinda kimaz (+) mast
hiicrelerinin sayisinin artig gosterdigi (2,6) ve bunun istatistiksel olarak anlamli oldugu
gozlenmistir (p: 0,015) (Resim 103). Saglikli (1,0) ve akut mastitisli (2,6) meme
dokularma kiyasla kronik mastitisli meme dokularinda kimaz (+) mast hiicre sayisinda
(7,8) belirgin bir artigin sekillendigi ve bu artisin istatistiksel olarak anlamli oldugu
ortaya konmustur (saglikli meme dokular1 i¢in p<0,001; akut mastitisli meme dokular1
icin p: 0,001) (Resim 104).
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4.4.1.3. inek Meme Dokularinda Yerlesim Gosteren Triptaz-Kimaz (+) Mast

Hiicreleri

Saglhikli meme dokularinda yerlesim gosteren triptaz-kimaz (+) mast
hiicrelerinin  sayis1 1,4 olarak bulunmustur. Saghkli meme dokular1 ile
kiyaslandiginda, yangili meme dokularinda yerlesim gosteren triptaz-kimaz (+) mast
hiicrelerinin artis gosterdigi tespit edilmistir. Saglikli meme dokular1 (1,4) ile
kiyaslandiginda, akut mastitisli (2,0) meme dokularmnda triptaz-kimaz (+) mast
hiicrelerinin sayisinda bir artis sekillense de istatistiksel olarak bir anlam
bulunmamastir (p. 0,548). Diger gruplara kiyasla kronik mastitisli meme dokularmda
triptaz-kimaz (+) mast hiicre sayisinda belirgin bir artigin sekillendigi tespit edilmistir.
Saglikli meme dokularinda yerlesim gosteren ortalama triptaz-kimaz (+) mast
hiicrelerinin sayis1 1,4 iken kronik mastitisli meme dokularinda bu saymin 4,14 katlik
bir artis ile 5,8’ yiikseldigi tespit edilmistir. Istatistiksel analizler, kronik mastitisli
meme dokularinda gozlenen bu artisin anlamli oldugunu ortaya koymustur (p: 0,008).
Benzer sekilde, kronik mastitisli meme dokularinda (5,8) yerlesim gosteren triptaz-
kimaz (+) mast hiicrelerinin sayisinin akut mastitisli (2) olanlara kiyasla artig
gosterdigi ve bunun istatistiksel agidan anlamli oldugu tespit edilmistir (p: 0,008)
(Resim 105).

4.4.2. Fare Meme Dokularinda Yerlesim Gosteren Mast Hiicrelerinin

Immunofenotipleri

4.4.2.1. Akut Mastitis Modeli Gruplarinda Meme Dokularinda Yerlesim

Gosteren Mast Hiicrelerinin Immunofenotipleri

4.4.2.1.1. Akut Mastitis Modeli Gruplarinda Meme Dokularinda Yerlesim

Gosteren Triptaz (+) Mast Hiicreleri

Akut mastitis modeli gruplarmdan elde edilen meme dokularmnda yerlesim
gosteren triptaz (+) mast hiicrelerinin sayis1 Tablo 21°de, istatistiksel analizler
sonucunda ulasilan p degerleri ise Tablo 22’de sunulmustur. Kontrol (2,87), PBS
(2,57), IM Kromolin (2,75), IP Kromolin (2,85), IM Kromolin + LPS (2,96), IP
Kromolin + LPS (3,40) ve DEX + LPS (3,04) gruplar1 arasinda triptaz (+) mast hiicre
sayilar1 agisindan anlamli bir farkliligin bulunmadig: tespit edilmistir (Tablo 22;

Resim 106-109). LPS grubundaki triptaz (+) mast hiicre sayisi (4,27) (Resim 110)
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kontrol grubundaki triptaz (+) mast hiicre sayis1 (2,87) ile kiyaslandiginda 6nemli bir
artisin sekillendigi goriilmiistiir. Ortaya ¢ikan bu farkliligin istatistiksel olarak da
anlamli oldugu tespit edilmistir. (p: 0,010). Benzer sekilde, LPS grubunun triptaz (+)
mast hiicre sayisinda (4,87) PBS grubuna (2,57) kiyasla anlamli bir artisin sekillendigi
goriilmistiir (p: 0,002). IM Kromolin (2,75) ve IP Kromolin gruplar1 (2,85) ile
karsilastirildiginda, LPS grubunun triptaz (+) mast hiicre sayisinda belirgin bir artisin
sekillendigi ve meydana gelen bu artisin istatistiksel agidan anlamli oldugu tespit
edilmistir (IM Kromolin grubu i¢in p: 0,019; IP Kromolin grubu i¢in p: 0,015).
Kromolin sodyum ve LPS’in birlikte uygulandig1 gruplarda triptaz (+) mast hiicre
sayisimin LPS grubuna kiyasla azaldigr gozlenmistir (Resim 111 ve 112). LPS
grubunda tespit edilen triptaz (+) mast hiicre sayis1 4,27 iken bu say1 IM Kromolin +
LPS grubunda 2,96 ve IP Kromolin + LPS grubunda 3,40 olarak bulunmustur.
Istatistiksel analizler sonucunda, bu gruplarm mast hiicre sayisinda meydana gelen
azalmanm anlaml oldugu tespit edilmistir (IM Kromolin + LPS grubu i¢in p: 0,011
ve IP Kromolin + LPS grubu i¢in p. 0,048). Ek olarak, deksametazon uygulamasmin
akut yangmin indiiklendigi meme dokularinda triptaz (+) mast hiicre sayisinda 6nemli
bir azalmaya neden oldugu gbzlenmistir (Resim 113). DEX + LPS grubundaki meme
dokularmnda yerlesim gosteren triptaz (+) mast hiicre sayis1 3,04 ve LPS grubundaki
ise 4,27 olarak bulunmustur (p: 0,003).

Tablo 21. Akut mastitis modeli meme dokularinda yerlesim gosteren triptaz (+) mast
hiicrelerinin ortalama sayilar1 ve kat artislar1 (ka).

Akut Mastitis Triptaz (+) Mast
Modeli Gruplari Hiicre Sayisi (ka)
1. Grup Kontrol Grubu 2,87 (1)
2. Grup PBS Grubu 2,57 (0,9)
3. Grup LPS Grubu 4,27 (1,49)
4.1. Grup IP Kromolin 2,85 (0,99)
4.2. Grup IM Kromolin 2,75 (1,04)
5. Grup IM Kromolin + LPS grubu 2,96 (1,03)
6. Grup IP Kromolin + LPS grubu 3,40 (1,18)
7. Grup DEX + LPS grubu 3,04 (1,06)
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Tablo 22. Akut mastitis modeli meme dokularmnda yerlesim gosteren triptaz (+) mast
hiicre sayilarinin istatistiksel analizleri sonucunda ulasilan p degerleri.

1. Grup 2. Grup 3. Grup 4.1. Grup | 4.2. Grup 5. Grup 6. Grup 7. Grup
1. Grup - 0,626 0,010* 0,863 0,919 0,604 0,394 0,742
2. Grup 0,626 - 0,002+ 0,814 0,568 0,254 0,155 0,898
3. Grup 0,010% 0,002+ - 0,015* 0,019* 0,011* 0,048* 0,003*
4.1. Grup 0,863 0,814 0,015* - 0,820 0,720 0,503 0,717
4.2. Grup 0,919 0,568 0,019+ 0,820 - 0,498 0,346 0,824
5. Grup 0,604 0,254 0,011* 0,498 0,720 - 0,671 0,362
6. Grup 0,394 0,155 0,048+ 0,346 0,503 0,671 - 0,151
7. Grup 0,742 0,898 0,003* 0,824 0,717 0,362 0,151

(*) istatistiksel agidan anlaml1 bir farkliligin bulundugunu ifade etmektedir.

4.4.2.1.2 Akut Mastitis Modeli Gruplarinda Meme Dokularinda Yerlesim

Gosteren Kimaz (+) Mast Hiicreleri

Akut mastitis modeli gruplarmdan elde edilen meme dokularinda yerlesim
gosteren kimaz (+) mast hiicrelerinin sayis1 Tablo 23’te, istatistiksel analizler
sonucunda ulagilan p degerleri ise Tablo 24’te sunulmustur. Kontrol grubundan elde
edilen meme dokularinda yerlesim gosteren kimaz (+) mast hiicre sayis1 2,43 olarak
bulunmustur. Kontrol (2,43) ve PBS (2,27) gruplar1 arasinda kimaz (+) mast hiicre
sayilar1 agisindan anlamli bir farkliligin bulunmadig: tespit edilmistir (p: 0,466).
Benzer sekilde, kontrol (2,43) grubu ile, IM Kromolin (2,37) ve IP Kromolin (2,57)
gruplarindan elde edilen meme dokularmda yerlesim gosteren kimaz (+) mast hiicre
sayilar1 arasinda onemli bir farklihigin bulunmadig: istaistiksel analizler ile ortaya
konmustur (IM Kromolin grubu i¢in p: 0,740; IP Kromolin grubu i¢in p: 0,813)
(Resim 114-117). LPS ile akut mastitisin indiiklendigi meme dokularinda kimaz (+)
mast hiicre sayisinin artis gosterdigi gozlenmistir (Resim 118-120). LPS grubundan
elde edilen meme dokularinda yerlesim gosteren kimaz (+) mast hiicrelerinin sayis1
5,50 iken bu sayr kontrol grubunda 2,43 olarak bulunmustur (p<0,001). Benzer
sekilde, LPS grubunun kimaz (+) hiicre sayisi, PBS grubu (2,27), IP Kromolin grubu
(2,57), IM Kromolin grubu (2,37), IM Kromolin + LPS grubu (2,56), IP Kromolin +
LPS grubu (3,40) ve DEX + LPS grubundaki (2,90) kimaz (+) mast hiicre sayisi ile
karsilastirildiginda 6nemli bir artisin sekillendigi goriilmiistiir (PBS, IP Kromolin, IM
Kromolin, IM Kromolin + LPS, IP Kromolin + LPS ve DEX + LPS gruplar1 i¢in
p<0,001) (Resim 121-124).
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Tablo 23. Akut mastitis modeli meme dokularinda yerlesim gosteren kimaz (+) mast
hiicrelerinin ortalama sayilar1 ve kat artiglari (ka).

Akut Mastitis Kimaz (+) Mast
Modeli Gruplari Hiicre Saysi (ka)
1. Grup Kontrol Grubu 2,43 (1)
2. Grup PBS Grubu 2,27 (0,94)
3. Grup LPS Grubu 5,50 (2,26)
4.1. Grup IP Kromolin 2,57 (1,06)
4.2. Grup IM Kromolin 2,37 (0,98)
5. Grup IM Kromolin + LPS grubu 2,56 (1,05)
6. Grup IP Kromolin + LPS grubu 3,40 (1,4)
7. Grup DEX + LPS grubu 2,90 (1,19)

Tablo 24. Akut mastitis modeli meme dokularinda yerlesim gosteren kimaz (+) mast
hiicre sayilarmin istatistiksel analizleri sonucunda ulasilan p degerleri.

1. Grup 2. Grup 3. Grup 4.1. Grup | 4.2. Grup 5. Grup 6. Grup 7. Grup
1. Grup - 0,466 <0,001* 0,813 0,740 0,635 0,025%* 0,109
2. Grup 0,466 - <0,001* 0,757 0,733 0,852 0,004* 0,020%*
3. Grup <0,001* <0,001* - <0,001* <0,001* <0,001* <0,001* <0,001*
4.1. Grup 0,813 0,757 <0,001* - 0,939 0,873 0,032* 0,138
4.2. Grup 0,740 0,733 <0,001* 0,939 - 0,910 0,013* 0,059
5. Grup 0,635 0,852 <0,001* 0,873 0,910 - 0,006* 0,033+
6. Grup 0,025%* 0,004* <0,001* 0,032+ 0,013* 0,006* - 0,265
7. Grup 0,109 0,020%* <0,001* 0,138 0,059 0,033* 0,265 -

(*) istatistiksel agidan anlaml1 bir farkliligin bulundugunu ifade etmektedir.

4.4.2.1.3. Akut Mastitis Modeli Gruplarinda Meme Dokularinda Yerlesim

Gosteren Triptaz-Kimaz (+) Mast Hiicreleri

Akut mastitis modeli gruplarmdan elde edilen meme dokularmnda yerlesim
gosteren triptaz-kimaz (+) mast hiicrelerinin sayist Tablo 25’te gdsterilmistir. Akut
mastitis modeli gruplarinin ortalama triptaz-kimaz (+) mast hiicre sayilar1 arasinda
anlamli bir farklilik tespit edilememistir (p: 0,317) (Resim 125-132). Kontrol ve PBS
gruplarindan elde edilen meme dokularinda yerlesim gosteren triptaz-kimaz (+) mast
hiicre sayisinin sirast ile 3,6 ve 4,0 oldugu tespit edilmistir. [P Kromolin grubunun
ortalama triptaz-kimaz (+) mast hiicre sayis1 3,2 iken IM Kromolin grubu meme
dokularinda yerlesim gdsteren triptaz-kimaz (+) mast hiicre sayisinin 3,6 oldugu tespit
edilmistir. LPS (5,0) grubunun triptaz-kimaz(+) mast hiicre sayisinda diger gruplara
kiyasla hafif bir arti sekillense de istatistiksel analizler bu artisin anlamli olmadigini
ortaya koymustur. IM Kromolin + LPS, IP Kromolin + LPS ve DEX + LPS
gruplarindan elde edilen meme dokularinda yerlesim gosteren triptaz-kimaz (+) mast

hiicre sayilari sirasi ile 4,6; 3,2 ve 2,7 olarak bulunmustur.
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Tablo 25. Akut mastitis modeli meme dokularinda yerlesim gosteren triptaz-kimaz
(+) mast hiicrelerinin ortalama sayilar1 ve kat artislar1 (ka).

Akut Mastitis Triptaz-Kimaz (+)
Modeli Gruplar Mast Hiicre Sayis1
(ka)
1. Grup Kontrol Grubu 3,6 (1)
2. Grup PBS Grubu 4,0 (1,1)
3. Grup LPS Grubu 5,0 (1,39)
4.1. Grup IP Kromolin 3,2 (0,89)
4.2. Grup IM Kromolin 3,6 (1)
5. Grup IM Kromolin + LPS grubu 4,6 (1,28)
6. Grup IP Kromolin + LPS grubu 3,2 (0,89)
7. Grup DEX + LPS grubu 2,7 (0,75)

4.4.2.2 Kronik Mastitis Modeli Gruplarinda Meme Dokularinda Yerlesim

Gosteren Mast Hiicrelerinin Immunofenotipleri

4.4.2.2.1 Kronik Mastitis Modeli Gruplarinda Meme Dokularinda Yerlesim

Gosteren Triptaz (+) Mast Hiicreleri

Kronik mastitis modeli gruplarindan elde edilen meme dokularinda yerlesim
gosteren triptaz (+) mast hiicrelerinin sayis1 Tablo 26’da, istatistiksel analizler
sonucunda ulasilan p degerleri ise Tablo 27’ de sunulmustur (Resim 133-139). Kontrol
(7,13), PBS (6,80), IM Kromolin (7,10), IP Kromolin (5,97), IM Kromolin + LPS
(8,60), IP Kromolin + LPS (8,10) gruplar1 arasinda triptaz (+) mast hiicre sayilari
acisindan anlamli bir farkliligin bulunmadig1 istatistiksel analizler ile ortaya
konmustur (Tablo 36). Kontrol grubu ile kiyaslandiginda, LPS grubundaki meme
dokularinda yerlesim gosteren triptaz (+) mast hiicre sayismin onemli 6lgiide artig
gosterdigi tespit edilmistir. Kontrol grubunda tespit edilen triptaz (+) mast hiicre sayis1
7,13 iken bu deger LPS grubunda 12,20 olarak bulunmustur. Istatistiksel analizler,
LPS grubunda sekillenen bu artisin anlamli oldugunu tespit etmistir (p: 0,002). Benzer
sekilde, LPS grubundan (12,20) elde edilen meme dokularmda yerlesim gosteren
triptaz (+) mast hiicre sayismin PBS grubuna (6,80) kiyasla artis gosterdigi tespit
edilmistic (p: 0,002). IM Kromolin (7,10) ve IP Kromolin (5,97) gruplar ile
kiyaslandiginda da triptaz (+) mast hiicre sayismm LPS grubunda belirgin bir artis
gosterdigi goriilmiistiir (IM Kromolin grubu i¢in p: 0,005; IP Kromolin grubu i¢in
p<0,001). IM Kromolin + LPS grubunun triptaz (+) mast hiicre sayis1 (8,60), LPS
grubuna (12,20) kiyasla azalmis olsa da istatistiksel analizler bu iki grup arasinda
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anlamli bir farklilik bulunmadig: tespit edilmistir (p: 0,073). Buna karsilik olarak, IP
Kromolin + LPS grubunun (8,10) triptaz (+) mast hiicre sayisinin LPS (12,20) grubuna
kiyasla onemli derecede azaldig1 gézlenmistir (p. 0,012).

Tablo 26. Kronik mastitis modeli meme dokularinda yerlesim gosteren triptaz (+)
mast hiicrelerinin ortalama sayilar1 ve kat artislar1 (ka).

Kronik Mastitis Triptaz (+) Mast
Modeli Gruplari Hiicre Saysi (ka)
1. Grup Kontrol Grubu 7,13 (1)
2. Grup PBS Grubu 6,80 (0,95)
3. Grup LPS Grubu 12,20 (1,71)
4.1. Grup IP Kromolin 5,97 (0,84)
4.2. Grup IM Kromolin 7,10 (0,995)
5. Grup IM Kromolin + LPS grubu 8,60 (1,2)
6. Grup IP Kromolin + LPS grubu 8,10 (1,17)

Tablo 27. Kronik mastitis modeli meme dokularinda yerlesim gdsteren triptaz (+)
mast hiicre sayilarinin istatistiksel analizleri sonucunda ulasilan p degerleri.

1. Grup 2. Grup 3. Grup 4.1. Grup | 4.2. Grup 5. Grup 6. Grup

1. Grup - 0,694 0,002+ 0,270 0,988 0,401 0,876
2. Grup 0,694 - 0,002+ 0,572 0,694 0,256 0,760
3. Grup 0,002+ 0,002* - <0,001* 0,005* 0,073 0,012*
4.1. Grup 0,270 0,572 <0,001* - 0,253 0,084 0,480
4.2. Grup 0,988 0,694 0,005* 0,253 - 0,369 0,953
5. Grup 0,401 0,256 0,073 0,084 0,369 - 0,471
6. Grup 0,876 0,760 0,012* 0,480 0,953 0,471

(*) istatistiksel agidan anlaml1 bir farkliligin bulundugunu ifade etmektedir.

4.4.2.2.2. Kronik Mastitis Modeli Gruplarinda Meme Dokularinda Yerlesim

Gosteren Kimaz (+) Mast Hiicreleri

Kronik mastitis modeli gruplarindan elde edilen meme dokularinda yerlesim
gosteren kimaz (+) mast hiicrelerinin sayis1 Tablo 28’de, istatistiksel analizler
sonucunda ulasilan p degerleri ise Tablo 29°da sunulmustur (Resim 140-146). Kontrol
(3,33), PBS (3,60), IM Kromolin (2,50), IP Kromolin (4,20), IM Kromolin + LPS
(4,17), IP Kromolin + LPS (3,90) gruplar1 arasinda kimaz (+) mast hiicre sayilari
acisndan anlamli bir farkliligm bulunmadig istatistiksel analizler ile ortaya
konmustur (Tablo 29). Kontrol grubu ile kiyaslandiginda, LPS grubundaki meme
dokularinda yerlesim gosteren kimaz (+) mast hiicre sayisinin dnemli dlgiide artis
gosterdigi tespit edilmistir (Resim 140 ve 142). Kontrol grubunda tespit edilen kimaz
(+) mast hiicre sayis1 3,33 iken bu say1 LPS grubunda 8,20 olarak bulunmustur.
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Istatistiksel analizler, LPS grubunda sekillenen bu artigm anlamli oldugunu tespit
etmistir (p<0,001). Benzer sekilde, LPS grubunda (8,20) yerlesim gosteren kimaz (+)
mast hiicre sayismin PBS grubuna (3,60) kiyasla artis gosterdigi tespit edilmistir
(»<0,001). IM Kromolin (2,5) ve IP Kromolin (4,20) gruplar1 ile kiyaslandiginda da
kimaz (+) mast hiicre sayismin LPS grubunda (8,20) belirgin bir artis gosterdigi dikkati
¢ekmistir (IM Kromolin grubu i¢in p<0,001; IP Kromolin grubu i¢in p: 0,001). Benzer
sekilde, IM Kromolin + LPS (4,17) ve IP Kromolin + LPS gruplarinin (3,90) kimaz
(+) mast hiicre sayismin LPS grubuna (8,20) kiyasla onemli derecede azaldigi
g6zlenmistir (IM Kromolin + LPS grubu i¢in p: 0,002; IP Kromolin + LPS grubu i¢in
p: 0,001).

Tablo 28. Kronik mastitis modeli meme dokularinda yerlesim gosteren kimaz (+)
mast hiicrelerinin ortalama sayilar1 ve kat artiglar1 (ka).

Kronik Mastitis Kimaz (+) Mast
Modeli Gruplar: Hiicre Sayisi (ka)
1. Grup Kontrol Grubu 3,33 (1)
2. Grup PBS Grubu 3,60 (1,08)
3. Grup LPS Grubu 8,20 (2,46)
4.1. Grup IP Kromolin 4,20 (1,26)
4.2. Grup IM Kromolin 2,50 (0,75)
5. Grup IM Kromolin + LPS grubu 4,17 (1,25)
6. Grup IP Kromolin + LPS grubu 3,90 (1,17)

Tablo 29. Kronik mastitis modeli meme dokularinda yerlesim gosteren kimaz (+)
mast hiicre sayilarinin istatistiksel analizleri sonucunda ulasilan p degerleri.

1. Grup 2. Grup 3. Grup 4.1. Grup | 4.2. Grup 5. Grup 6. Grup
1. Grup - 0,958 <0,001* 0,547 0,187 0,393 0,403
2. Grup 0,958 - <0,001* 0,569 0,233 0,511 0,445
3. Grup <0,001* <0,001* - 0,001+ <0,001* 0,002* 0,001*
4.1. Grup 0,547 0,569 0,001+ - 0,058 0,863 0,734
4.2. Grup 0,187 0,233 <0,001* 0,058 - 0,863 0,734
5. Grup 0,393 0,511 0,002+ 0,863 0,067 - 0,970
6. Grup 0,403 0,445 0,001* 0,734 0,050* 0,970

(*) istatistiksel agidan anlaml1 bir farkliligin bulundugunu ifade etmektedir.

4.4.2.2.3. Kronik Mastitis Modeli Gruplarinda Meme Dokularinda Yerlesim

Gosteren Triptaz-Kimaz (+) Mast Hiicreleri

Kronik mastitis modeli gruplarmdan elde edilen meme dokularmda yerlesim
gosteren triptaz-kimaz (+) mast hiicrelerinin sayis1 Tablo 30°da, istatistiksel analizler

sonucunda ulasilan p degerleri ise Tablo 31°de sunulmustur (Resim 147-153). Kontrol
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(3,17), PBS (3,50), IM Kromolin (3,43)ve IP Kromolin (4,17) gruplarindan elde edilen
meme dokularinda yerlesim gosteren triptaz-kimaz (+) mast hiicrelerinin sayisinda
istatistiksel agidan anlamli bir farkliligin bulunmadig: tespit edilmistir (Tablo 31).
LPS ile kronik mastitisin indiiklendigi meme dokularinda triptaz-kimaz (+) mast
hiicrelerinin sayisinda belirgin bir artigin sekillendigi gézlenmistir. Kontrol grubunun
triptaz-kimaz (+) mast hiicre sayisi 3,17 iken LPS grubunda hesaplanan degerin 7,67
oldugu goriilmiistiir. Kontrol grubuna kiyasla sekillenen bu artis, istatistiksel agidan
da 6nem arz etmistir (p: 0,038). Benzer sekilde, PBS grubundan elde edilen meme
dokularinda yerlesim gésteren triptaz-kimaz (+) mast hiicre sayisinin 3,50 oldugu ve
LPS ile kronik mastitisin indiiklendigi meme dokularmda PBS grubuna kiyasla 6nemli
bir artisin sekillendigi goriilmiistir (p: 0,045). IM Kromolin grubu (4,17) ile
kiyaslandiginda, LPS grubunda meme dokularinda yerlesim gosteren triptaz-kimaz (+)
mast hiicrelerinin sayist artis gosterse de istatistiksel analizler bu artigin anlaml
olmadigini ortaya koymustur (p: 0,1/11). Buna karsilik olarak, IP kromolin (3,43)
grubuna kiyasla LPS grubunda (7,67) sekillenen artisin da anlamli oldugu ortaya
konmustur (p. 0,036). LPS grubu ile kiyaslandiginda, IM Kromolin + LPS (4,50) ve
IP Kromolin + LPS (4,33) gruplarinin triptaz-kimaz (+) mast hiicre sayisinda bir
azalma sekillense de istatistiksel analizler bu gruplar arasnda bir farkliligin
bulunmadigini1 ortaya koymustur (IM Kromolin + LPS grubu i¢cin p: 0,115; 1P
Kromolin + LPS grubu i¢in p: 0,065). Ek olarak, IM Kromolin + LPS grubunun ve IP
Kromolin + LPS gruplarmm ortalama triptaz-kimaz (+) mast hiicre sayilar1 sirasi ile
4,50 ve 4,33 oldugu ve bu gruplarin triptaz-kimaz (+) mast hiicre sayilar1 arasinda
anlamli bir farkliligin bulunmadigi tespit edilmistir (p.: 0,699).

Tablo 30. Kronik mastitis modeli meme dokularinda yerlesim gosteren triptaz-kimaz
(+) mast hiicrelerinin ortalama sayilar1 ve kat artiglar (ka).

Kronik Mastitis Triptaz-Kimaz (+)
Modeli Gruplari Mast Hiicre Sayisi
(ka)
1. Grup Kontrol Grubu 3,17 (1)
2. Grup PBS Grubu 3,50 (0,94)
3. Grup LPS Grubu 7,67 (2,42)
4.1. Grup IP Kromolin 3,43 (1,08)
4.2. Grup IM Kromolin 4,17 (1,32)
5. Grup IM Kromolin + LPS grubu 4,50 (1,42)
6. Grup IP Kromolin + LPS grubu 4,33 (1,37)
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Tablo 31. Kronik mastitis modeli meme dokularinda yerlesim gosteren triptaz-kimaz
(+) mast hiicre sayilarmin istatistiksel analizleri sonucunda ulasilan p degerleri.

1. Grup 2. Grup 3. Grup 4.1. Grup | 4.2. Grup 5. Grup 6. Grup

1. Grup - 0,802 0,038+ 0,780 0,532 0,337 0,310
2. Grup 0,802 - 0,045* 0,883 0,659 0,433 0,485
3. Grup 0,038* 0,045* - 0,036* 0,111 0,115 0,065
4.1. Grup 0,780 0,883 0,036* - 0,631 0,827 0,888
4.2. Grup 0,532 0,659 0,111 0,631 - 0,376 0,485
5. Grup 0,337 0,433 0,115 0,376 0,827 - 0,699
6. Grup 0,310 0,485 0,065 0,485 0,888 0,699

(*) istatistiksel agidan anlaml1 bir farkliligin bulundugunu ifade etmektedir.

4.5. Inek ve Fare Meme Dokularinda Bag Doku Miktarimin incelenmesi
4.5.1. Inek Meme Dokularinda Bag Doku Miktarimin incelenmesi

Saglikli, akut ve kronik mastitisli meme dokusu 6rneklerinde 6lgiilen bag doku
miktarlar1 ve kat artiglar1 Tablo 32’de, istatistiksel analizler sonucunda ulasilan p
degerleri ise Tablo 33’te gosterilmistir. Saglikli ve akut mastitisli meme dokularinda
Olciilen bag doku miktarlari sirasi ile %9,9 ve 9%12,35 olarak bulunmus ve istatistiksel
oneme rastlanmamistir (p: 7,000) (Resim 154-162). Kronik mastitisli meme
dokularinda ortalama bag doku miktarinin %29,83’e ulastig1 gézlenmistir (Resim 160-
162). Kontrol grubu ile kiyaslandiginda, kronik mastitisli meme dokularinda bag doku
miktarinm 3,01 kat arttig1 tespit edilmistir. Kronik mastitisli meme dokularmnda
gozlenen fibrozis ve mast hiicreleri arasindaki iligki korelasyon analizleri ile
arastirilmis ve artan mast hiicre sayist ile dokudaki fibrozisin siddeti arasinda pozitif
bir iligkinin bulundugu tespit edilmistir. (Pierson korelasyon katsayisi: 0.760; p:
0.047). Mast hiicre fenotipleri ile fibrozis arasindaki iliski incelendiginde ise mast
hiicre fenotipleri ile fibrozisin siddeti arasinda istatistiksel agidan anlamli bir iliski
saptanamamistir (MCr i¢in p: 0,254 ve Pierson korelasyon katsayisi: 0,499; MCci¢in
p: 0,589 ve Spearman korelasyon katsayisi: -0,250; MCrc i¢in p: 0,089 ve Spearman
korelasyon katsayist: -0,821).

Tablo 32. Saglikli, akut ve kronik mastitise sahip meme dokularinda 6lgiilen bag doku
yiizdeleri ve kat artislar1 (ka).

Bag Doku Miktar1 (%) (ka)
Saghkh 9,9 (1)
Akut Mastitis 12,35 (1,2)
Kronik Mastitis 29,83 (3,01)
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Tablo 33. Saglikli, akut ve kronik mastitise sahip meme dokularinda 6l¢iilen bag doku

yiizdelerinin istatistiksel analizleri sonucunda ulasilan p degerleri.
p Degerleri

Saghkh-Akut Mastitisli Akut ve Kronik Mastitisli Saghkh ve Kronik Mastitisli

Meme Dokulari Meme dokular Meme Dokulari

Bag Doku Miktarlan 1,000 <0,001* <0,001*

(*) istatistiksel agidan anlaml1 bir farkliligin bulundugunu ifade etmektedir.
4.5.2. Fare Meme Dokusu Orneklerinde Bag Doku Miktarinin Incelenmesi

4.5.2.1. Akut Mastitis Modeli Gruplarinda Meme Dokusu Orneklerinde Bag

Doku Miktarmin incelenmesi

Akut mastitis modeli gruplarindan elde edilen meme dokularmda olgiilen
ortalama bag doku miktarlar1 Tablo 34’te verilmistir (Resim 163-189). Akut mastitis
modeli gruplarmin bag doku miktarlar1 arasinda istatistiksel agidan anlamli bir
farklilik saptanmamistir (p: 0,071). Kontrol grubunu olusturan meme dokularmin
ortalama bag doku miktarmin %2,45 oldugu tespit edilmistir. PBS, IP Kromolin ve IM
Kromolin gruplarmdan elde edilen meme dokularinda hesaplanan ortalama bag doku
yiizdesi sirast ile %2,39; %2,77 ve %2,83 olarak bulunmustur. LPS grubunu olusturan
meme dokularmnm ortalama bag doku miktarmin %2,65 oldugu tespit edilmistir. IM
Kromolin + LPS, IP Kromolin + LPS ve DEX + LPS gruplarinin ortalama bag doku
degerlerinin sirasi ile %2,94; %2,70 ve 3,01 oldugu saptanmuistir.

Tablo 34. Akut mastitis modeli meme dokularinm ortalama bag doku miktarlar1 ve kat

artiglar1 (ka).
AKkut Mastitis % Bag Doku
Modeli Gruplari Miktarlan (ka)

1. Grup Kontrol Grubu 2,45 (1)

2. Grup PBS Grubu 2,39 (0,98)
3. Grup LPS Grubu 2,65 (1,08)
4.1. Grup IP Kromolin 2,77 (1,13)
4.2. Grup IM Kromolin 2,83 (1,16)
5. Grup IM Kromolin + LPS Grubu 2,94 (1,2)
6. Grup IP Kromolin + LPS Grubu 2,70 (1,10)
7. Grup DEX + LPS Grubu 3,01 (1,23)

4.5.2.2. Kronik Mastitis Modeli Gruplarinda Meme Dokusu Orneklerinde Bag

Doku Miktarmin incelenmesi

Kronik mastitis modeli gruplarinm ortalama bag doku yiizdeleri ve kat artislar1

Tablo 35°de, istatistiksel analizler sonucunda ulasilan p degerleri ise Tablo 36°da
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verilmistir. Kontrol (%5,24), PBS (%5,52), IM Kromolin (%6,30) ve IP Kromolin
(%5,98) gruplarmin bag doku miktarlar1 arasinda istatistiksel agidan anlamli bir
farklilik tespit edilememistir (Tablo 36) (Resim 190-201). LPS grubundaki meme
dokularinda bag doku miktarinda (%17,37) belirgin bir artism sekillendigi
gozlenmistir (Resim 202-206). Kontrol grubundaki fibrozis ylizdesi (%5,54) ile LPS
grubundaki meme dokularinin bag doku yiizdeleri kiyaslandiginda, LPS grubundaki
meme dokularmda bag doku miktarinin 3,31 kat arttigi goriilmiistiir. Kromolin
sodyum ve LPS’in birlikte uygulandigi gruplarda bag doku miktarmin belirgin
derecede azaldig: dikkati ¢cekmistir (Resim 207-213). IM Kromolin + LPS grubunda
ortalama bag doku miktar1 %11,61 iken bu say1 IP Kromolin + LPS grubunda %7,12
olarak bulunmustur. LPS grubuna kiyasla IM Kromolin + LPS ve IP Kromolin + LPS
gruplarinda sekillenen bu azalmanin anlamli oldugu ortaya konmustur (IM Kromolin
+ LPS i¢cin p: 0,002 ve IP Kromolin + LPS grubu i¢in p <0,001). Ek olarak, IM
Kromolin + LPS (11,6) ve IP Kromolin + LPS (7,12) gruplarinin bag doku miktarlar1
arasinda anlaml bir farkliligm bulundugu tespit edilmistir (p: 0,002).

Tablo 35. Kronik mastitis modeli meme dokularinin ortalama bag doku ytlizdeleri ve

kat artiglar1 (ka).
Kronik Mastitis Bag Doku
Modeli Gruplari Miktarlan (%)
(ka)
1. Grup Kontrol Grubu 5,24 (1)
2. Grup PBS Grubu 5,52 (1,05)
3. Grup LPS Grubu 17,37 (3,31)
4.1. Grup IP Kromolin 5,98 (1,14)
4.2. Grup IM Kromolin 6,30 (1,20)
5. Grup IM Kromolin + LPS Grubu 11,6 (2,21)
6. Grup IP Kromolin + LPS Grubu 7,12 (1,36)

Tablo 36. Kronik mastitis modeli meme dokularinda Slgiilen ortalama bag doku
izdelerinin istatistiksel analizleri sonucunda ulasilan p degerleri.

1. Grup 2. Grup 3. Grup 4.1. Grup | 4.2. Grup 5. Grup 6. Grup
1. Grup - 0,723 <0,001* 0,274 0,092 <0,001* 0,014*
2. Grup 0,723 - <0,001 0,359 0,322 <0,001* 0,030%
3. Grup <0,001* <0,001* - <0,001* <0,001* 0,002* <0,001*
4.1. Grup 0,274 0,359 <0,001* - 0,566 <0,001* 0,169
4.2. Grup 0,092 0,322 <0,001* 0,566 - <0,001* 0,417
5. Grup <0,001* <0,001* 0,002+ <0,001* <0,001* - 0,002+
6. Grup 0,014* 0,030% <0,001* 0,169 0,417 0,002*

(*) istatistiksel agidan anlaml1 bir farkliligin bulundugunu ifade etmektedir.
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4.6. Yangisal Sitokin ve Proteaz Degerleri
4.6.1. Akut Mastitis Modelinde Olg¢iilen Degerler
4.6.1.1. IL-1p Degerleri

Akut mastitis modelinden elde edilen meme dokularinda olgiilen ortalama IL-
1B diizeyleri Tablo 37°de, istatistiksel analizler sonucunda elde edilen p degerleri ise
Tablo 38’de sunulmustur (Resim 214). Kontrol ve PBS gruplarmm IL-1 diizeyleri
arasinda istatistiksel a¢idan anlamli bir farklilik olmadig1 gézlenmistir (p: 0,864).
Kontrol ve PBS gruplarindan elde edilen meme dokularinin ortalama IL-1f seviyesi
sirast ile 2,97 pg/ml ve 2,81 pg/ml olarak bulunmustur. IM ve IP yolla kromolin
sodyum uygulamasi, IL-1f diizeyinde bir azalma meydana getirmistir. IM Kromolin
grubunda Olgiilen ortalama IL-1fB diizeyi 1,35 pg/ml iken bu deger IP Kromolin
grubunda 1,64 pg/ml olarak bulunmustur. Kontrol grubuna kiyasla sekillenen bu
azalmanm anlaml oldugu istatistiksel analizler ile ortaya konmustur (IM Kromolin ve

IP Kromolin gruplar1 i¢in p: 0,001).

LPS ile akut mastitisin indiiklendigi meme dokularinda IL-1f diizeyinin artig
gosterdigi tespit edilmistir. Kontrol grubundan elde edilen meme dokularmda 6lgiilen
IL-1pB degeri 2,97 pg/ml iken LPS grubunun degeri 4,76 pg/ml olarak bulunmustur
(»<0,001). Benzer sekilde, PBS uygulamasmin yapildigt meme dokular1 ile
kiyaslandiginda (2,81 pg/ml), LPS enjeksiyonlarinmn yapildigi meme dokularinda IL-
1B diizeylerinin (4,76 ug/ml) artis gosterdigi tespit edilmistir (p<0,001). Ek olarak,
LPS grubundan elde edilen meme dokularinda dlgiilen IL-1p degerinin IP Kromolin
(1,64 pg/ml) ve IM Kromolin (1,35 pg/ml) gruplarma kiyasla énemli 6lglide artig
gosterdigi gdzlenmistir (IP Kromolin ve IM Kromolin gruplari i¢in p<0,001).

Kromolin sodyum uygulamasmin LPS ile akut mastitisin indiiklendigi meme
dokularinda IL-1B diizeyinde 6nemli bir diisiis meydana getirdigi dikkati ¢cekmistir.
IM Kromolin + LPS grubunun IL-1B seviyesi 1,29 pg/ml ve IP Kromolin + LPS
grubunun IL-1B seviyesi 1,62 pg/ml olarak bulunmustur. Istatistiksel analizler,
kromolin sodyum uygulamasi ile meydana gelen bu azalmalarin anlamli oldugunu
ortaya koymustur (IM Kromolin + LPS grubu i¢in p<0,001; IP Kromolin + LPS grubu
icin  p<0,001). Deksametazon ve LPS’in birlikte uygulandigi grup ile
karsilastirildiginda (2,32 pg/ml), Kromolin + LPS uygulamasmnin IL-1f diizeyinde
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belirgin bir azalma ile sonuglandig1 gozlenmistir (IM Kromolin + LPS grubu i¢in p:
0,003; IP Kromolin + LPS grubu i¢in p: 0,003). IM Kromolin + LPS (1,29 pg/ml) ile
IP Kromolin + LPS (1,62 pg/ml) gruplarinin IL-1p seviyeleri arasinda istatistiksel
acidan anlamli bir farklilik saptanamamastir (p: 0,616).

Tablo 37. Akut mastitis modeli meme dokularmnda 6lgiilen ortalama IL-1p degerleri.

Akut Mastitis Modeli IL-13

3,50 4,76

5,00 T

4,50 1

4,00 1

3,50 2,97 1 281
3,00 | ; 2,32
2,50 |+ 1 4 2
2,00 | 1 1 135

1,64 1,62
1,50 | 1 1 : 129 o 1
1,00 | 1 1 1 1 1 1 1
0,50 | 1 1 1 1 1 1 1
0,00
™M P ™M P

Kontrol LPS PBS DEX +
Kromolin Kromolin Kromolin Kromolin  LPS
+LPS +LPS

IL-1B (ng/ml)

Tablo 38. Akut mastitis modeli meme dokularinda Olgiilen ortalama IL-1B
degerlerinin istatistiksel analizleri sonucunda ulasilan p degerleri.

1. Grup 2. Grup 3. Grup 4.1. Grup | 4.2. Grup 5. Grup 6. Grup 7. Grup
1. Grup - 0,864 <0,001* 0,001* 0,001* 0,001* 0,001* 0,180
2. Grup 0,864 - <0,001* <0,001* <0,001* <0,001* 0,001* 0,118
3. Grup <0,001* <0,001* - <0,001* <0,001* <0,001* <0,001* <0,001*
4.1. Grup 0,001* <0,001* <0,001* - 0,170 0,616 0,309 0,002*
4.2. Grup 0,001* <0,001* <0,001* 0,170 - 0,413 0,758 0,002*
5. Grup 0,001* <0,001* <0,001* 0,616 0,413 - 0,616 0,003*
6. Grup 0,001* <0,001* <0,001* 0,309 0,758 0,616 - 0,003*
7. Grup 0,180 0,118 <0,001* 0,002* 0,002* 0,003* 0,003* -

1. Grup: Kontrol Grubu; 2. Grup: LPS Grubu; 3. Grup: PBS Grubu; 4.1. Grup: IP Kromolin Grubu; 4.2. Grup: IM Kromolin
Grubu; 5. Grup: IM Kromolin + LPS Grubu; 6. Grup: IP Kromolin + LPS Grubu; 7. Grup: DEX + LPS Grubu. (*) istatistiksel
agidan anlaml1 bir farkliligin bulundugunu ifade etmektedir.

4.6.1.2. IL-13 Degerleri

Akut mastitis modeli gruplarmdan elde edilen ortalama IL-13 degerleri Tablo
39°da, akut mastitis modeli gruplarmdan elde edilen verilerin istatistiksel analizleri
sonucunda ulasilan p degerleri ise Tablo 40’ta verilmistir. Kontrol ve PBS
gruplarindan elde edilen meme dokularnda Olgiilen IL-13 degerleri arasinda
istatistiksel agidan 6nemli bir farklilik tespit edilememistir (p: 0,332). Kontrol ve PBS
gruplarindan elde edilen meme dokularmin ortalama IL-1f seviyesi swrasi ile 1,73

pg/ml ve 1,60 pg/ml olarak bulunmustur. Tek bagma kromolin sodyum uygulamasmin
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yapildig1 gruplarda IL-13 diizeyinde bir azalmanin meydana geldigi dikkati ¢ekmistir.
IM Kromolin ve IP Kromolin gruplarinda dl¢iilen IL-13 seviyeleri sirast ile 1,14 pg/ml
ve 1,33 pg/ml olarak bulunmustur. Kontrol grubuna kiyasla sekillenen bu azalmanin
istatistiksel olarak da anlamli oldugu tespit edilmistir (IM Kromolin grubu i¢cin p:
0,036; IP Kromolin grubu i¢in p: 0,034).

LPS ile akut mastitisin olusturuldugu meme dokularinda IL-13 diizeyinin
artmis oldugu gozlenmistir. Kontrol grubuna dahil olan meme dokularinda 6lciilen
ortalama IL-13 diizeyi 1,73 pug/ml iken bu deger LPS grubunda 2,21 pg/ml olarak
bulunmustur (p: 0,021). Benzer sekilde, PBS uygulamasinin yapildigt meme dokular1
ile kiyaslandiginda (1,60 pg/ml), LPS enjeksiyonlarmin yapildigt meme dokularinda
IL-13 diizeylerinin (2,21 pg/ml) artis gosterdigi tespit edilmistir (p<0,034). Ek olarak,
LPS grubundan elde edilen meme dokularinda 6lgiilen IL-13 degerinin IP Kromolin
(1,33 pg/ml) ve IM Kromolin (1,14 pg/ml) gruplarma kiyasla énemli dl¢lide artig
gosterdigi gozlenmistir (IP Kromolin ve IM Kromolin gruplari i¢in p: 0,002).

Kromolin sodyum uygulamasinm LPS ile akut mastitisin indiiklendigi meme
dokularmda IL-13 seviyesinde bir azalmaya neden oldugu dikkati ¢ekmistir. IM
Kromolin + LPS ve IP Kromolin + LPS gruplarinda 6lgiilen IL-13 miktar1 siras1 ile
1,17 pg/ml ve 1,14 pg/ml olarak bulunmustur. Istatistiksel analizler, LPS grubuna
kiyasla sekillenen bu azalmanm 6nemli oldugunu ortaya koymustur (IM Kromolin +
LPS grubu i¢in p. 0,004 ve IP Kromolin + LPS grubu i¢in p: 0,002). IM Kromolin +
LPS (1,17 pg/ml) ve IP Kromolin + LPS (1,14 pg/ml) gruplarinm IL-13 seviyeleri
arasinda istatistiksel agidan anlamli bir farklilik saptanamamastir (p: 0,657). Ek olarak,
DEX + LPS (1,51 pg/ml) grubu ile IM Kromolin + LPS (1,17 pg/ml) ve IP Kromolin
+ LPS (1,14) gruplarinin sahip oldugu ortalama IL-13 degerleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik tespit edilememistir (IM Kromolin + LPS grubu i¢in p:
0,115; IP Kromolin + LPS grubu i¢cin p: 0,110).
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Tablo 39. Akut mastitis modeli meme dokularinda dlciilen ortalama IL-13 degerleri.

Akut Mastitis Modeli IL-13
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1,50 | | { 1,33 .

1,25 1 - 4 > 5 > | |
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0,50 | 1 : : 1 : : :
025 | 1 : : 1 : : :
0,00

IL-13 (pg/ml)

Kontrol LPS PBS M 1P M 1P DEX +
Kromolin Kromolin Kromolin Kromolin  LPS
+LPS +LPS

Tablo 40. Akut mastitis modeli meme dokularinda o6lgiilen ortalama IL-13
degerlerinin istatistiksel analizleri sonucunda ulasilan p degerleri.

1. Grup 2. Grup 3. Grup 4.1. Grup | 4.2. Grup 5. Grup 6. Grup 7. Grup
1. Grup - 0,332 0,021* 0,034* 0,036* 0,060 0,036* 0,964
2. Grup 0,332 - 0,034+ 0,004+ 0,005* 0,016 0,004+ 0,443
3. Grup 0,021* 0,034+ - 0,002+ 0,002+ 0,004+ 0,002+ 0,041*
4.1. Grup 0,034* 0,004+ 0,002+ - 0,995 0,750 0,812 0,101
4.2. Grup 0,036* 0,005* 0,002* 0,995 - 0,757 0,820 0,103
5. Grup 0,060 0,016 0,004+ 0,750 0,757 - 0,657 0,115
6. Grup 0,036* 0,004+ 0,002* 0,812 0,820 0,657 - 0,110
7. Grup 0,964 0,443 0,041* 0,101 0,103 0,115 0,110 -

1. Grup: Kontrol Grubu; 2. Grup: LPS Grubu; 3. Grup: PBS Grubu; 4.1. Grup: IP Kromolin Grubu; 4.2. Grup: IM Kromolin
Grubu; 5. Grup: IM Kromolin + LPS Grubu; 6. Grup: IP Kromolin + LPS Grubu; 7. Grup: DEX + LPS Grubu. (*) istatistiksel
acidan anlaml1 bir farkliligin bulundugunu ifade etmektedir.

4.6.1.3. IL-6 Degerleri

Akut mastitis modeli gruplarmdan elde edilen ortalama IL-6 degerleri Tablo
41°de, akut mastitis modeli gruplarmdan elde edilen verilerin istatistiksel analizleri
sonucunda ulasilan p degerleri ise Tablo 42°de verilmistir. Kontrol ve PBS gruplari
arasinda IL-6 diizeyleri bakimmdan anlaml bir farkliligin olmadig: tespit edilmistir
(p: 0,776). Kontrol ve PBS gruplarindan elde edilen meme dokularmin ortalama IL-6
seviyesi sirasi ile 0,25 pg/ml ve 0,28 ug/ml olarak bulunmustur. Benzer sekilde,
kontrol grubu ile IM Kromolin (0,21 pg/ml) ve IP Kromolin (0,24 pg/ml) gruplar:
arasinda da anlamli bir farklilik tespit edilememistir (IM Kromolin grubu i¢in p: 0,068;
IP Kromolin grubu i¢in p: 0,502).

LPS ile akut mastitisin olugturuldugu meme dokularinda IL-6 diizeyinin artmis
oldugu gozlenmistir. Kontrol grubuna dahil olan meme dokularinda 6l¢iilen ortalama

IL-6 diizeyi 0,25 pg/ml iken bu deger LPS grubunda 0,38 pg/ml olarak bulunmustur
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(p: 0,002). Benzer sekilde, PBS uygulamasmnin yapildigt meme dokular1 ile
kiyaslandiginda (0,28 pg/ml), LPS enjeksiyonlarinin yapildigr meme dokularinda IL-
6 diizeylerinin (0,38 pg/ml) artis gosterdigi tespit edilmistir (p: 0,001). Ek olarak, LPS
grubundan elde edilen meme dokularinda Slgiilen IL-6 degerinin IP Kromolin (0,24
pg/ml) ve IM Kromolin (0,21 pg/ml) gruplarina kiyasla énemli dl¢tide artis gosterdigi
gozlenmistir (IP Kromolin grubu i¢in p: 0,003; IM Kromolin grubu i¢in p<0,001).

LPS (0,38 pg/ml) ve IP Kromolin + LPS gruplarnm (0,39 pg/ml) IL-6
seviyeleri arasinda anlaml bir farklilik tespit edilememistir (p: 0,098). Buna karsilik
olarak, IM Kromolin + LPS grubunun IL-6 diizeyinde meydana gelen azalmanin
onemli oldugu ortaya konmustur (p: 0,029). Ek olarak, DEX + LPS grubu (0,26 pg/ml)
ile IM Kromolin + LPS ve IP Kromolin + LPS gruplarmin sahip oldugu ortalama IL-
6 degeri arasinda anlamli bir farklilik tespit edilememistir (IM Kromolin + LPS grubu
icin p. 0,144; IP Kromolin + LPS grubu i¢in p: 0,067).

Tablo 41. Akut mastitis modeli meme dokularinda 6lgiilen ortalama IL-6 degerleri.

Akut Mastitis Modeli IL-6
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0,40 +
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% 025 { { 0,21 | 1 4
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©° 0,15 |+ i i i 1 1 | |
2 o010 | i i i 1 1 | |
0,05 | i i i 1 1 1 1
0,00
Kontrol LPS PBS M 1P IM 1P DEX +
Kromolin Kromolin Kromolin Kromolin  LPS
+LPS +LPS

Tablo 42. Akut mastitis modeli meme dokularinda dl¢iilen ortalama IL-6 degerlerinin
istatistiksel analizleri sonucunda ulasilan p degerleri.

1. Grup 2. Grup 3. Grup 4.1. Grup | 4.2. Grup 5. Grup 6. Grup 7. Grup
1. Grup - 0,776 0,002* 0,502 0,068 0,035* 0,011* 0,937
2. Grup 0,776 - 0,001* 0,602 0,059 0,017* 0,005* 0,809
3. Grup 0,002* 0,001* - 0,003* <0,001* 0,029* 0,098 0,023*
4.1. Grup 0,502 0,602 0,003* - 0,290 0,004* 0,001* 0,208
4.2. Grup 0,068 0,059 <0,001* 0,290 - 0,028* 0,011* 0,595
S. Grup 0,035* 0,017* 0,029* 0,004* 0,028* - 0,316 0,144
6. Grup 0,011* 0,005* 0,098 0,001* 0,011* 0,316 - 0,067
7. Grup 0,937 0,809 0,023* 0,208 0,595 0,144 0,067

1. Grup: Kontrol Grubu; 2. Grup: LPS Grubu; 3. Grup: PBS Grubu; 4.1. Grup: IP Kromolin Grubu; 4.2. Grup: IM Kromolin
Grubu; 5. Grup: IM Kromolin + LPS Grubu; 6. Grup: IP Kromolin + LPS Grubu; 7. Grup: DEX + LPS Grubu. (*) istatistiksel
acidan anlaml1 bir farkliligin bulundugunu ifade etmektedir.
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4.6.1.4. TNF-a Degerleri

Akut mastitis modeli gruplarindan elde edilen ortalama TNF-a degerleri Tablo
43’te verilmistir. LPS grubunun TNF-a diizeyinde diger gruplara kiyasla bir artis
sekillense de akut mastitis modeli gruplarmin TNF-a diizeyleri agisindan anlamli bir
farkliligin bulunmadig1 goriilmustiir (p: 0,123). Kontrol grubundan elde edilen meme
dokularmin ortalama TNF-a diizeyinin 205,79 pg/ml oldugu tespit edilmistir. PBS, IM
Kromolin ve IP Kromolin gruplarinin ortalama TNF-o diizeyleri siras1 ile 206,55
pg/ml, 208,58 pg/ml ve 206,04 pg/ml olarak bulunmustur. LPS ile akut mastitisin
indiiklendigi meme dokularinin ortalama TNF-o diizeyinin 222,79 pg/ml oldugu
gozlenmistir. IM Kromolin + LPS, IP Kromolin + LPS ve DEX + LPS gruplarinin
ortalama TNF-a diizeylerinin siras1 ile 206,80 pg/ml, 206,30 pg/ml ve 206,04 pg/ml
oldugu tespit edilmistir.

Tablo 43. Akut mastitis modeli meme dokularinda 6lgiilen ortalama TNF-a
degerleri.

Akut Mastitis Modeli TNF-a
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4.6.1.5. Triptaz Degerleri

Akut mastitis modeli gruplarmdan elde edilen ortalama triptaz degerleri Tablo
44’de verilmistir. Akut mastitis modeli gruplar1 arasinda triptaz diizeyleri agisindan
anlaml bir farkliligin bulunmadigr goriilmiistiir (p: 0,984). Kontrol grubundan elde
edilen meme dokularinm ortalama triptaz diizeyinin 3,83 pg/ml oldugu tespit
edilmistir. PBS, IM Kromolin ve [P Kromolin gruplarmin ortalama triptaz diizeyleri
srrast ile 3,87 pg/ml, 3,95 ug/ml ve 4,10 pg/ml olarak bulunmustur. LPS ile akut
mastitisin indiiklendigi meme dokularnmn ortalama triptaz diizeyinin 3,88 pg/ml

oldugu gozlenmistir. IM Kromolin + LPS, IP Kromolin + LPS ve DEX + LPS
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gruplarmin ortalama triptaz diizeylerinin siras1 ile 3,93 pg/ml, 3,73 pg/ml ve 3,89
pg/ml oldugu tespit edilmistir.

Tablo 44. Akut mastitis modeli meme dokularinda dl¢iilen ortalama triptaz
degerleri.

| Akut Mastitis Modeli Triptaz |
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4.6.1.6. Kimaz Degerleri

Akut mastitis modeli gruplarindan elde edilen ortalama kimaz degerleri Tablo
45°te verilmistir. Akut mastitis modeli gruplar1 arasinda kimaz diizeyleri agisindan
anlaml bir farkliligin bulunmadig: ortaya konmustur (p: 0,674). Kontrol grubundan
elde edilen meme dokularinin ortalama kimaz diizeyinin 1,55 pg/ml oldugu tespit
edilmigtir. PBS, IM Kromolin ve IP Kromolin gruplarinn ortalama kimaz diizeyleri
srast ile 1,60 pg/ml, 1,57 pg/ml ve 1,58 pg/ml olarak bulunmustur. LPS ile akut
mastitisin indiiklendigi meme dokularinmn ortalama kimmaz diizeyinin 1,49 pg/ml
oldugu gozlenmistir. IM Kromolin + LPS, IP Kromolin + LPS ve DEX + LPS
gruplarmin ortalama kimaz diizeylerinin sirasi ile 1,60 pg/ml, 1,61 pg/ml ve 1,63
pg/ml oldugu tespit edilmistir.

Tablo 45. Akut mastitis modeli meme dokularinda dl¢iilen ortalama kimaz degerleri.

| Akut Mastitis Modeli Kimaz |
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4.6.2. Kronik Mastitis Modelinde Olgiilen Degerler
4.6.2.1. IL-1p Degerleri

Kronik mastitis modelinden elde edilen meme dokularmnda 6l¢iilen ortalama
IL-1PB diizeyleri Tablo 46°da, istatistiksel analizler sonucunda elde edilen p degerleri
ise Tablo 47’de sunulmustur. Kontrol ve PBS gruplarindan elde edilen meme
dokularmda 6lgiilen IL-1B degerleri arasinda istatistiksel agcidan dnemli bir farklilik
tespit edilememistir (p. 0,738). Kontrol ve PBS gruplarindan elde edilen meme
dokularmin ortalama IL-1B seviyesi swrasi ile 6,00 ug/ml ve 6,23 pg/ml olarak
bulunmustur. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda, tek basma kromolin sodyum
uygulamasmin yapildig1 gruplarda IL-1p diizeyinde bir azalmanin meydana geldigi
gbzlenmistir. IM Kromolin grubunda 6lgiilen ortalama IL-1 diizeyi 2,45 pg/ml iken
bu deger IP Kromolin grubunda 2,63 pg/ml olarak bulunmustur. Kontrol grubuna
kiyasla sekillenen bu azalmanin istatistiksel olarak da anlamli oldugu ortaya
konmustur (IM Kromolin ve IP Kromolin gruplar1 i¢in p<0,007). Ek olarak IM
Kromolin (2,45 pg/ml) ve IP Kromolin (2,63 pg/ml) gruplarmin IL-1f diizeyleri
arasinda bir farklilik olmadig1 gézlenmistir (p: 0,681).

LPS ile kronik mastitisin indiiklendigi meme dokularinda IL-1f diizeyinin artig
gosterdigi tespit edilmistir. Kontrol grubundan elde edilen meme dokularinda dlgiilen
IL-1B degeri 6,00 pg/ml iken LPS grubunun degeri 7,84 pg/ml olarak bulunmustur
(»<0,001). Benzer sekilde, PBS uygulamasmin yapildigt meme dokular1 ile
kiyaslandiginda (6,23 pg/ml), LPS enjeksiyonlarinmn yapildigi meme dokularinda IL-
1B diizeyinin (7,84 pug/ml) artig gosterdigi tespit edilmistir (p<0,001). Ek olarak, LPS
ile kronik mastitisin olusturuldugu meme dokularmnda olgtilen IL-1f degerinin IP
Kromolin (2,63 pg/ml) ve IM Kromolin (2,45 pg/ml) gruplarina kiyasla 6nemli 6l¢iide
artis gosterdigi tespit edilmistir (IP Kromolin ve IM Kromolin gruplari i¢in p<0,001).

Kromolin sodyum uygulamasmnin LPS ile kronik mastitisin indiiklendigi meme
dokularinda IL-1B diizeyinde 6nemli bir diisiis meydana getirdigi gézlenmistir. IM
Kromolin + LPS grubunun IL-1f seviyesi 4,50 pg/ml ve IP Kromolin + LPS grubunun
IL-1B seviyesi 3,84 pg/ml olarak bulunmustur. Istatistiksel analizler, kromolin sodyum
uygulamasi ile meydana gelen bu azalmanin anlamli oldugunu ortaya koymustur (IM

Kromolin + LPS grubu i¢in p<0,001; IP Kromolin + LPS grubu i¢in p<0,001).
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Tablo 46. Kronik mastitis modeli gruplarinda meme dokularmnda 6lgiilen ortalama
IL-1B degerleri.

Kronik Mastitis Modeli IL-1
9,00 784
8,00
1,00 6,00 1 6,23
E 600 1 1
2 500 | | | = 3,84
«w 400 | 1 1 1
; 3.00 | 1 1 2,45 2,63 )| 1
2,00 |+ 1 4 4 4 4 4
A SEFEERE
0,00
Kontrol LPS PBS M 1P M 1P
Kromolin Kromolin Kromolin Kromolin
+LPS +LPS

Tablo 47. Kronik mastitis modeli gruplarinda o6lgiilen ortalama IL-1§ degerlerinin
istatistiksel analizleri sonucunda ulasilan p degerleri.

1. Grup 2. Grup 3. Grup 4.1. Grup | 4.2. Grup 5. Grup 6. Grup

1. Grup - 0,738 <0,001* <0,001* <0,001* 0,002* 0,007*
2. Grup 0,738 - <0,001* <0,001* <0,001* 0,006* 0,007*
3. Grup <0,001* <0,001* - <0,001* <0,001* <0,001* 0,001+
4.1. Grup | <0,001* <0,001* <0,001* - 0,681 0,003* 0,025*
4.2. Grup | <0,001* <0,001* <0,001* 0,681 - 0,003* 0,029*
S. Grup 0,001* 0,006* <0,001* 0,003* 0,003* - 0,516

6. Grup 0,007+ 0,007+ 0,001+ 0,025* 0,029* 0,516 -

1. Grup: Kontrol Grubu; 2. Grup: LPS Grubu; 3. Grup: PBS Grubu; 4.1. Grup: IP Kromolin Grubu; 4.2. Grup: IM Kromolin
Grubu; 5. Grup: IM Kromolin + LPS Grubu; 6. Grup: IP Kromolin + LPS Grubu. (*) istatistiksel agidan anlaml1 bir farkliligin
bulundugunu ifade etmektedir.

4.6.2.2. 1L-13 Degerleri

Kronik mastitis modeli gruplarindan elde edilen ortalama IL-13 degerleri
Tablo 48’de, kronik mastitis modeli gruplarmdan elde edilen verilerin istatistiksel
analizleri sonucunda ulasilan p degerleri ise Tablo 49°da verilmistir. Kontrol ve PBS
gruplarindan elde edilen meme dokularmda Olgiilen IL-13 degerleri arasinda
istatistiksel agidan 6nemli bir farklilik tespit edilememistir (p: 0,681). Kontrol ve PBS
gruplarindan elde edilen meme dokularmin ortalama IL-1B seviyesi sirasi ile 16,03
pg/ml ve 16,26 pg/ml olarak bulunmustur. Tek basma kromolin sodyum
uygulamasmin yapildig1 gruplarda IL-13 diizeyinde bir azalma oldugu gozlenmistir.
IM Kromolin ve IP kromolin gruplarinda olgiilen IL-13 seviyeleri siras1 ile 10,62
pg/ml ve 10,98 pg/ml olarak bulunmustur. Kontrol grubuna kiyasla sekillenen bu
azalmanm istatistiksel olarak da anlamli oldugu ortaya konmustur (IM Kromolin

grubu i¢in p: 0,011; IP Kromolin grubu i¢in p: 0,004).
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LPS ile kronik mastitisin olusturuldugu meme dokularinda IL-13 diizeyinin
artig gosterdigi tespit edilmistir. Kontrol grubuna dahil olan meme dokularinda dlgiilen
ortalama IL-13 diizeyi 16,09 pg/ml iken bu deger LPS grubunda 19,67 pg/ml olarak
bulunmustur (p: 0,015). Benzer sekilde, PBS uygulamasmin yapildigi meme dokular1
ile kiyaslandiginda (16,26 pg/ml), LPS enjeksiyonlarmin yapildigi meme dokularinda
IL-13 diizeyinin (19,67 pg/ml) artig gosterdigi tespit edilmistir (p: 0,017). Ek olarak,
LPS ile kronik mastitisin olusturuldugu meme dokularinda 6lgiilen IL-13 degerinin IP
Kromolin (10,98 pg/ml) ve IM Kromolin (10,62 pg/ml) gruplarina kiyasla énemli
Olciide artis gosterdigi tespit edilmistir (IM Kromolin grubu i¢in p: 0,002; IP Kromolin
grubu i¢in p: 0,001).

Kromolin sodyum uygulamasmnm LPS ile akut mastitisin indiiklendigi meme
dokularinda IL-13 seviyesinde bir azalmaya neden oldugu dikkati ¢ekmistir. LPS
grubu ile kiyaslandiginda, IM Kromolin + LPS grubunun IL-13 diizeyinde (14,97
pg/ml) bir azalma sekillense de bu diisis istatistiksel agidan anlamli bulunmamistir (p:
0,071). Buna karsilik olarak, IP Kromolin + LPS grubunun IL-13 diizeyinde meydana
gelen azalmanin (14,59 pg/ml) istatistiksel agidan 6nemli oldugu tespit edilmistir (p:
0,034).

Tablo 48. Kronik mastitis modeli gruplarinda meme dokularinda 6l¢iilen ortalama
IL-13 degerleri.

Kronik Mastitis Modeli IL-13
22,50 19,67
20,00
17,50 16,09 16,26 14.97 14,59
g 1500 |
? 12,50 | 10,62 10,98 | i
E 10,00 | = 1 1
D 7,50 | 1 1
- 500 | 1 1
2,50 | 1 1
0,00
Kontrol LPS PBS M 1P M 1P
Kromolin Kromolin Kromolin Kromolin
+LPS +LPS
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Tablo 49. Kronik mastitis modeli gruplarinda Slgiilen ortalama IL-13 degerlerinin
istatistiksel analizleri sonucunda ulasilan p degerleri.

1. Grup 2. Grup 3. Grup 4.1. Grup | 4.2. Grup 5. Grup 6. Grup
1. Grup - 0,681 0,015% 0,004 0,011 0,889 0,706
2. Grup 0,681 - 0,017* 0,013 0,026 0,924 0,942
3. Grup 0,015* 0,017* - 0,001 0,002 0,071 0,034*
4.1. Grup | 0,004 0,013 0,001 - 0,996 0,070 0,044
4.2. Grup | 0,011 0,026 0,002 0,996 - 0,085 0,061
5. Grup 0,889 0,924 0,071 0,070 0,085 - 0,891
6. Grup 0,706 0,942 0,034* 0,044 0,061 0,891 -

1. Grup: Kontrol Grubu; 2. Grup: LPS Grubu; 3. Grup: PBS Grubu; 4.1. Grup: IP Kromolin Grubu; 4.2. Grup: IM Kromolin
Grubu; 5. Grup: IM Kromolin + LPS Grubu; 6. Grup: IP Kromolin + LPS Grubu. (*) istatistiksel agidan anlaml1 bir farkliligin
bulundugunu ifade etmektedir.

4.6.2.3. IL-6 Degerleri

Kronik mastitis modeli gruplaridan elde edilen ortalama IL-6 degerleri Tablo
50°de verilmistir. Kronik mastitis modeli gruplarinda 6lgiilen IL-6 degerleri arasinda
istatistiksel acidan anlamh bir farkliligin olmadig1 gézlenmistir (p: 0,945). Kontrol
grubundan elde edilen meme dokularmin ortalama IL-6 diizeyinin 0,26 pg/ml oldugu
tespit edilmistir. PBS, IM Kromolin ve [P Kromolin gruplarmin ortalama IL-6
diizeyleri sirasi ile 0,25 pg/ml, 0,25 pg/ml ve 0,24 pg/ml olarak bulunmustur. LPS ile
kronik mastitisin indiiklendigi meme dokularinin ortalama IL-6 diizeyinin 0,25 pg/ml
oldugu gozlenmistir. IM Kromolin + LPS ve IP Kromolin + LPS gruplarinin ortalama
IL-6 diizeylerinin siras1 ile 0,22 pg/ml ve 0,27 pg/ml oldugu tespit edilmistir.

Tablo 50. Kronik mastitis modeli gruplarindan elde edilen meme dokularinda
Olciilen ortalama IL-6 degerleri.

Kronik Mastitis Modeli IL-6
0,35
0,30 0,27
0,26 0.25 0,25 025 024
025 : : 2 0,22
% 0,20
2
o 0,15
=
0,10
0,05
0,00
Kontrol LPS PBS M 1P IM 1P
Kromolin Kromolin Kromolin Kromolin
+LPS +LPS
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4.6.2.4. TNF-a Degerleri

Kronik mastitis modeli gruplarindan elde edilen ortalama TNF-a degerleri
Tablo 51°de verilmistir. Kronik mastitis modeli gruplarinda 6lgiilen TNF-a degerleri
arasinda istatistiksel agidan anlamli bir farkliligin bulunmadig: tespit edilmistir (p:
0,103). Kontrol grubundan elde edilen meme dokularinmn ortalama TNF-a diizeyinin
206,30 pg/ml oldugu tespit edilmistir. PBS, IM Kromolin ve IP Kromolin gruplarmnin
ortalama TNF-a diizeyleri siras1 ile 205,28 pg/ml, 207,56 pg/ml ve 205,03 pg/ml
olarak bulunmustur. LPS ile kronik mastitisin indiiklendigi meme dokularinin
ortalama TNF-a diizeyinin 217,46 pg/ml oldugu gézlenmistir. IM Kromolin + LPS ve
IP Kromolin + LPS gruplarinmn ortalama TNF-a diizeylerinin swrasi1 ile 207,31 pg/ml
ve 207,82 pg/ml oldugu tespit edilmistir.

Tablo 51. Kronik mastitis modeli gruplarinda meme dokularinda 6lgiilen ortalama
TNF-a degerleri.

Kronik Mastitis Modeli TNF-o
240,00
217,46
230.00 T 207,82
207,56 207,31 »
220,00 20?_,30 205,28 7 205,03 2 ¥
£210,00 1
)
£200,00 |+ 1 { 1 { 1 {
3
; 190,00 1 1 1 1 1 1 1
[—4
180,00 1 i 1 i 1 i 1
170,00
Kontrol LPS PBS IM 1P IM 1P
Kromolin  Kromolin Kromolin + Kromolin +
LPS LPS

4.6.2.5. Triptaz Degerleri

Kronik mastitis modeli gruplarindan elde edilen ortalama triptaz degerleri
Tablo 52°de verilmistir. Kronik mastitis modeli gruplarinda 6lgiilen triptaz degerleri
arasinda istatistiksel a¢idan anlamli bir farkliligin bulunmadig: tespit edilmistir (p:
0,981). Kontrol grubundan elde edilen meme dokularinin ortalama triptaz diizeyinin
3,80 pg/ml oldugu tespit edilmistir. PBS, IM Kromolin ve IP Kromolin gruplarmin
ortalama triptaz diizeyleri sirast ile 3,64 pg/ml, 3,54 pg/ml ve 3,90 pg/ml olarak
bulunmustur. LPS ile kronik mastitisin indiiklendigi meme dokularinin ortalama

triptaz diizeyinin 3,92 pg/ml oldugu gozlenmistir. IM Kromolin + LPS ve IP Kromolin

95



+ LPS gruplarmin ortalama triptaz diizeylerinin siras1 ile 3,94 pg/ml ve 4,14 pg/ml
oldugu tespit edilmistir.

Tablo 52. Kronik mastitis modeli gruplarindan elde edilen meme dokularinda 6lciilen
ortalama triptaz degerleri.

Kronik Mastitis Modeli Triptaz
e 4,14
4,50 3,94 z
4,00 3,80 222 3,64 3,54 320
g 3,50
? 3,00
N 2,50
g 2,00
= 1,50
& 1,00
0,50
0,00
Kontrol LPS PBS ™M 1P M 1P
Kromolin Kromolin Kromolin Kromolin
+LPS +LPS

4.6.2.6. Kimaz Degerleri

Kronik mastitis modeli gruplarindan elde edilen ortalama kimaz degerleri
Tablo 53’te verilmistir. Kronik mastitis modeli gruplarinda dl¢lilen kimaz degerleri
arasinda istatistiksel agidan anlamli bir farkliligin bulunmadig: tespit edilmistir (p:
0,849). Kontrol grubundan elde edilen meme dokularinin ortalama kimaz diizeyinin
2,65 pg/ml oldugu tespit edilmistir. PBS, IM Kromolin ve IP Kromolin gruplarinin
ortalama kimaz diizeyleri siras1 ile 2,69 pg/ml, 2,67 pug/ml ve 2,68 pg/ml olarak
bulunmustur. LPS ile kronik mastitisin indiiklendigi meme dokularinin ortalama
kimaz diizeyinin 2,71 pg/ml oldugu gézlenmistir. IM Kromolin + LPS ve IP Kromolin
+ LPS gruplarnm ortalama kimaz diizeylerinin siras1 ile 2,63 pg/ml ve 2,68 pg/ml
oldugu tespit edilmistir.

Tablo 53. Kronik mastitis modeli gruplarindan elde edilen meme dokularinda
Ol¢iilen ortalama kimaz degerleri.

Kronik Mastitis Modeli Kimaz
2,71
2,90 2.65 T 2,69 2,67 2,68 263 2,68
2,80 4 T - T T T
T 2,70
g 2,60
5 2,50
22,40
2,30
Kontrol LPS PBS M 1P M IP
Kromolin Kromolin Kromolin Kromolin
+LPS +LPS

96



4.7. Dokularda Yangimin Siddetinin MPO Aktivitesinin Degerlendirilmesi
4.7.1. Akut Mastitis Modeli Gruplarinda Olciilen MPO Degerleri

Akut mastitis modeli gruplarindan elde edilen meme dokularmda dlgiilen
ortalama MPO degerleri Tablo 54’te, istatistiksel analizler sonucunda elde edilen p
degerleri ise Tablo 55°te gosterilmistir (Resim 215). Kontrol (3,070 mU/ml), PBS
(3,222 mU/ml), IM Kromolin (2,818 mU/ml) ve IP Kromolin (2,146 mU/ml)
gruplarindan elde edilen meme dokularinin MPO diizeyleri arasmda anlamli bir
farkliligin  bulunmadig1 tespit edilmistir (p: 0,760). LPS ile akut mastitisin
indiiklendigi meme dokularinda MPO diizeyinin son derece yiikseldigi gézlenmistir.
Kontrol grubunun ortalama MPO diizeyi 3,070 mU/ml iken bu deger LPS grubunda
11,445 mU/ml olarak bulunmustur (p<0,001). LPS grubunun MPO diizeyinin kontrol
grubuna kiyasla 3,72 kat artig gosterdigi tespit edilmistir. LPS (11,445 mU/ml ) ile
akut mastitisin indiiklendigi meme dokularinda 6l¢iilen MPO diizeyinin PBS (3,222
mU/ml), IM Kromolin (2,818 mU/ml) ve IP Kromolin (2,146 mU/ml) gruplarma
kiyasla 6nemli 6lgtide artig gosterdigi ortaya konmustur (PBS grubu igin p: 0,001, IM
Kromolin ve IP Kromolin gruplart igin p<0,001).

Kromolin sodyum uygulamasmin LPS ile indiiklenen akut mastitis modelinde
MPO seviyesini énemli derecede diisiirdiigii dikkati ¢ekmistir. MPO diizeyleri IM
Kromolin + LPS grubunda 2,225 mU/ml ve IP Kromolin + LPS grubunda 3,739
mU/ml olarak bulunmustur. LPS grubuna kiyasla sekillenen bu azalmanin istatistiksel
acidan da anlamli oldugu tespit edilmistir (IM Kromolin + LPS grubu i¢in p<0,001 ve
IP Kromolin + LPS grubu i¢in p: 0,001). LPS grubu ile kiyaslandiginda, deksametazon
uygulamasmin MPO diizeyinde 6nemli bir diisiise neden oldugu ve DEX + LPS
grubundan elde edilen meme dokularinda MPO diizeyinin 1,653 mU/ml oldugu
gozlenmistir (p: 0,001). DEX + LPS grubu, IM Kromolin + LPS grubu ve IP Kromolin
+ LPS grubunun MPO diizeyleri arasmda onemli bir farkliligin olmadigi ortaya
konmustur (Tabloe 55). DEX + LPS grubunun ortalama MPO degeri 1,653 mU/ml iken
bu deger IM Kromolin + LPS grubunda 2,225 mU/ml ve IP Kromolin + LPS grubunda
3,739 mU/ml olarak bulunmustur.
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Tablo 54. Akut mastitis modeli meme dokularinda 6lgiilen ortalama MPO degerleri.

Akut Mastitis Myeloperoksidaz (MPO) Aktivitesi
14,000
12,000 11,445
10,000 1
g 8,000 1
g
é 6,000 1 3730
4,000 [ 3,070~ 3222 o318 4
2,146 2,225 1,653
wel B B B B B B B
0,000
Kontrol LPS PBS M 1P M 1P DEX +
Kromolin Kromolin Kromolin Kromolin  LPS
+LPS +LPS

Tablo 55. Akut mastitis modeli meme dokularinda o6lgiilen ortalama MPO
degerlerinin istatistiksel analizleri sonucunda ulasilan p degerleri.

1. Grup 2. Grup 3. Grup 4.1. Grup | 4.2. Grup 5. Grup 6. Grup 7. Grup
1. Grup - 0,760 0,001* 0,520 0,196 0,016* 0,698 0,083
2. Grup 0,760 - 0,001* 0,085 0,315 0,025* 0,999 0,123
3. Grup 0,001* 0,001* - <0,001* 0,001* <0,001* 0,001* 0,001*
4.1. Grup 0,520 0,085 <0,001* - 0,249 0,312 0,024* 0,838
4.2. Grup 0,196 0,315 0,001* 0,249 - 0,040* 0,180 0,322
S. Grup 0,016* 0,025* <0,001* 0,312 0,040* - 0,003* 0,496
6. Grup 0,698 0,999 0,001* 0,024* 0,180 0,003* - 0,072
7. Grup 0,083 0,123 0,001* 0,838 0,322 0,496 0,072 -

1. Grup: Kontrol Grubu; 2. Grup: LPS Grubu; 3. Grup: PBS Grubu; 4.1. Grup: IP Kromolin Grubu; 4.2. Grup: IM Kromolin
Grubu; 5. Grup: IM Kromolin + LPS Grubu; 6. Grup: IP Kromolin + LPS Grubu; 7. Grup: DEX + LPS Grubu. (*) istatistiksel
acidan anlaml1 bir farkliligin bulundugunu ifade etmektedir.

4.7.2. Kronik Mastitis Modeli Gruplarinda Olciilen MPO Degerleri

Kronik mastitis modeli gruplarindan elde edilen meme dokularmda 6lgiilen
ortalama MPO degerleri Tablo 56’da, istatistiksel analizler sonucunda elde edilen p
degerleri ise Tablo 57°de gosterilmistir. LPS ile kronik mastitisin indiiklendigi meme
dokularmda MPO seviyesinin 6nemli 6l¢iide artis gosterdigi tespit edilmistir. Kontrol
grubunun MPO diizeyi 2,298 mU/ml iken bu say1 LPS grubunda 3,395 mU/ml olarak
bulunmustur (p: 0,031). LPS ile indiiklenen kronik mastitis modelinde kromolin
sodyum uygulamasmin MPO diizeyinde bir azalmaya yol a¢tig1 gézlenmistir. IM
Kromolin + LPS grubunun MPO diizeyi 2,750 mU/ml ve IP Kromolin + LPS grubunun
degeri ise 2,808 mU/ml olarak bulunmustur. LPS grubuna kiyasla meydana gelen bu
diisiisiin istatistiksel olarak da anlamli oldugu dikkati ¢ekmistir (IM Kromolin + LPS
grubu i¢in p: 0,037 ve IP Kromolin + LPS grubu i¢in p: 0,021). IM Kromolin + LPS
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ve IP Kromolin + LPS gruplarinin MPO degerleri birbirleriyle kiyaslandigida anlamli
bir farklilik tespit edilememistir (p: 0,511). Ek olarak, tek basma IM ve IP yolla
kromolin sodyum uygulamasinn MPO diizeyinde anlamli bir azalma meydana
getirdigi goriilmiistiir. Kontrol grubunda 6l¢iilen MPO degeri 2,298 mU/ml iken bu
deger IM Kromolin grubunda 1,443 mU/ml ve IP Kromolin grubunda 1,774 mU/ml
olarak bulunmustur (IM Kromolin grubu: 0,004; IP Kromolin grubu i¢in p: 0,010).

Tablo 56. Kronik mastitis modeli meme dokularmda 6lgiilen ortalama MPO degerleri.

Kronik Mastitis Myeloperoksidaz (MPO) Aktivitesi

4,000

3.500 3,395

3,000 2,750 2,808
E 2,500 2,298 2,264
EE)/ 2,000 1,774
é 1500 1,443 I

1,000 1 1

0,500 -' 1

0,000

Kontrol LPS PBS M 1P ™M P
Kromolin Kromolin Kromolin = Kromolin
+LPS +LPS

Tablo 57. Kronik mastitis modeli meme dokularmda 0&lgiilen ortalama MPO
degerlerinin istatistiksel analizleri sonucunda ulasilan p degerleri.

1. Grup 2. Grup 3. Grup 4.1. Grup | 4.2. Grup 5. Grup 6. Grup
1. Grup - 0,282 0,031* 0,010% 0,004+ 0,024* 0,015*
2. Grup 0,282 - 0,005* 0,021* 0,009+ 0,015* 0,009+
3. Grup 0,031* 0,005* - 0,003* 0,002+ 0,037+ 0,021*
4.1. Grup 0,010* 0,021* 0,003* - 0,581 0,004+ 0,002+
4.2. Grup 0,004+ 0,009+ 0,002* 0,581 - 0,003* 0,001*
5. Grup 0,024* 0,015* 0,037* 0,004+ 0,003+ - 0,511
6. Grup 0,015* 0,009+ 0,021* 0,002+ 0,001* 0,511 -

1. Grup: Kontrol Grubu; 2. Grup: LPS Grubu; 3. Grup: PBS Grubu; 4.1. Grup: IP Kromolin Grubu; 4.2. Grup: IM Kromolin
Grubu; 5. Grup: IM Kromolin + LPS Grubu; 6. Grup: IP Kromolin + LPS Grubu. (*) istatistiksel agidan anlaml1 bir farkliligin
bulundugunu ifade etmektedir.

4.8. Hiicre Kiiltiiri

[lk hiicre ¢ikiglarmin fare meme dokusu eksplantindan 24. saatin sonunda, inek
meme dokusu eksplantindan ise 96. saatin sonunda bagladig: tespit edilmistir (Resim
216-218). Elde edilen hiicreler, 1. pasajlar1 sirasinda morfolojik degerlendirme i¢in
Diff Quik boyama prosediirii ile boyanmislardir. Boyamanm ardindan hiicrelerin oval-

yuvarlak sekilli bazofilik bir ¢ekirdege ve mekik seklinde bir sitoplazmaya sahip
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olduklar1 tespit edilmistir (Resim 219-220). Ek olarak, hiicrelerin mezenkimal
orijinlerinin dogrulanmas1 i¢in anti-sitokeratin ve anti-vimentin antikorlar1
kullanilarak  immunositokimyasal boyamlar yapilmistir. Immunositokimyasal
boyamalarm sonucunda hiicreler anti-vimentin antikoru ile pozitif reaksiyon verirken

anti-sitokeratin antikorlar1 ile boyanma sekillenmemistir (Resim 221-224).

4.8.1. Hiicre Proliferasyon Testi
4.8.1.1. inek Meme Fibroblastlarinda Hiicre Proliferasyon Testi

Triptaz ve kimaz enzimlerinin fibrozise yonelik bag doku hiicrelerindeki olas1
proliferatif etkileri meme dokusundan izole edilen fibroblastlar iizerinde incelenmistir.
Inek meme dokusu fibroblastlarmimn proliferasyon analiz sonuglar1 Tablo 58’de
Ozetlenmistir (Resim 225). PAR-2 agonisti SLIGRL-NH3 ile inkiibe edilen inek meme
fibroblastlarmda proliferatif kapasitenin artis gosterdigi tespit edilmistir. Kontrol
grubunu olusturan hiicrelerin proliferatif kapasitesi %100 olarak kabul edildiginde
PAR-2 agonisti ile inkiibe edilen hiicrelerin proliferasyon derecesinin %193,43’¢

yiikseldigi goriilmiis ve 1,93 katlik bir proliferasyon artis1 bulunmustur (p: 0,011).

Proliferasyon deneyleri kapsaminda, inek meme fibroblastlar1 60 ng/ml (K),
40 ng/ml (K7) ve 20 ng/ml (K3) kimaz ile inkiibe edilmistir ve bu ii¢ dozun da inek
meme fibroblastlarmda mitotik aktiviteyi artirdig1 gézlenmistir. 60 ng/ml, 40 ng/ml ve
20 ng/ml kimaz ile muamele edilen hiicrelerde proliferatif kapasite siras1 ile %163,81;
%170,71 ve %173,17 olarak bulunmustur. Kontrol grubuna kiyasla kimaz ile inkiibe
edilen fibroblastlarda gergeklesen bu artisin anlamli oldugu istatistiksel analizler ile
ortaya konmustur (K i¢in p.: 0,001; K» i¢in p.: 0,025; K3 i¢in p.: 0,021). Bu ii¢ dozun
inek meme fibroblastlar1 iizerindeki proliferatif etkileri kendi aralarmda
karsilastirildiginda istatistiksel agidan anlamli bir farklilik tespit edilememistir (K;-K»
icin p: 0,630; Ki-K3 i¢in p. 0,500; Ko-Ks i¢in p: 0,884).

Triptaz ve kimaz proteinleri, PAR-2 reseptorleri araciligi ile etkilerini
gosterdikleri i¢in, deney gruplar1 arasinda PAR-2 antagonistlerine de yer verilerek bu
iki protemnin etkilerinin dogrulanmasi1 amaclanmistir. Negatif kontrol grubu
kapsaminda, inek meme fibroblastlar1 PAR-2 antagonisti FSLLRY-NH> ile bir saat
inkiibe edilmis, takiben ortama 60 ng/ml (KA;), 40 ng/ml (KA;) ve 20 ng/ml (KA3)

kimaz eklenmistir. Sadece kimaz ile inkiibe edilen hiicreler (K;, K, ve Kj) ile

100



kiyaslandiginda, PAR-2 antagonisti ve kimaz ile birlikte inkiibe edilen fibroblastlarin
(KA1, KA; ve KAj) proliferatif kapasitesinde hafif bir azalma meydana gelse de
istatistiksel analizler bu farkliligin anlamli olmadigini ortaya koymustur (K;-KA; i¢in
p: 0,384; Ko-KAs igin p: 0,352; K3-KAs3 i¢in p: 0,318). FSLLRY-NH; ve takiben 60
ng/ml, 40 ng/ml ve 20 ng/ml kimaz ile inkiibe edilen fibroblastlarin proliferasyon
derecesi sirast ile %151,79 %152,39 ve %154,85 olarak bulunmustur.

Triptaz proteininin fibroblastlar iizerindeki olas1 proliferatif etkilerinin
degerlendirilebilmesi icin, inek meme fibroblastlar1 100 mU/ml (T;), 75 mU/ml (T»)
ve 50 mU/ml (T3) triptaz ile inkiibe edilmistir. Hiicrelerin proliferatif kapasitesinin bu
tic doza yanit olarak artig gosterdigi tespit edilmistir. 100 mU/ml triptaz ile muamele
edilen hiicrelerde proliferatif kapasitenin %212,42’ye ulastig1 gozlenmistir. Kontrol
grubu ile kiyaslandiginda, 100 mU/ml triptaz ile muamele edilen hiicrelerin
proliferasyon derecesinin 2,12 kat artis gosterdigi tespit edilmistir (p: 0,005). 75
mU/ml ve 50 mU/ml triptaz ile inkiibe edilen fibroblastlarin sayisi sirasi ile %196,41
(1,96 kat) ve %166 (1,66 kat) artig gdstermistir. Kontrol grubuna kiyasla sekillenen bu
artis, istatistiksel olarak da anlamli bulunmustur (T; i¢in p<0,001; Ts i¢in p: 0,002).
100 mU/ml (%212,42) ve 75 mU/ml (%196,41) dozlarda verilen triptazmn fibroblastlar
tizerinde olusturdugu proliferatif etkiler arasinda istatistiksel acidan anlamli bir
farklilik saptanamamistir (p: 0,167). 50 mU/ml triptazin olusturdugu proliferatif
etkinin (%166) ise diger dozlara kiyasla azaldig1 gézlenmistir (T1-T5 i¢in p: 0,007; T»-
T3 icin p: 0,005).

Negatif kontrol grubu kapsaminda, inek meme fibroblastlar1 PAR-2 antagonisti
FSLLRY-NHj3 ile bir saat inkiibe edilmis, sonrasinda kuyucuklara 100 mU/ml (TA,),
75 mU/ml (TAz) ve 50 mU/ml (TA3) triptaz eklenmigstir. PAR-2 antagonisti ve triptaz
ile inkiibe edilen fibroblastlarda proliferatif kapasitenin azaldigr gozlenmistir. 100
mU/ml triptaz ile inkiibe edilen hiicrelerde proliferatif kapasitenin %212,42 oldugu,
PAR-2 antagonisti ve 100 mU/ml triptazin birlikte uygulandigi hiicrelerde bu degerin
azalarak %146,48 seviyesine indigi gozlenmistir (p. 0,002). Tek basmma 75 mU/ml
triptaz ile inkiibe edilen hiicreler ile (%196,41), PAR-2 antagonisti ve 75 mU/ml triptaz
ile inkiibe edilen hiicrelerin proliferasyon derecesi kiyaslandiginda yine belirgin bir

azalma (%140,44) tespit edilmistir (p: 0,002). Benzer sekilde, PAR-2 antagonisti ve
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50 mU/ml triptaz ile inkiibe edilen hiicrelerin (%166) ¢ogalma derecesinin, triptaz

eslenigine (%132,27) kiyasla azaldig1 gézlenmistir (p: 0,003).

Tablo 58. inek meme fibroblastlarinda hiicre proliferasyon analizi.

inek Meme Fibroblastlarinda Hiicre Proliferasyon Analizi

196.41
200 193,43
17071 173,17
163.81
151,79 152,39 154,85

3 - 146.48

150 140,44
32,27
100

100

50

o

K AG K1 KA1l K2 KAZ2 K3 KA3 Tl TA1l

% Arhis

K: Kontrol Grubu AG: Pozitif Kontrol Grubu K1: 60 ng/ml kimaz KA1: 100 pM FSLLRY + 60 ng/ml kimaz K2: 40 ng/ml
kimaz KA2: 100 pM FSLLRY +40 ng/ml kimaz K3: 20 ng/ml kimaz KA3: 100 pM FSLLRY + 20 ng/ml kimazT1: 100 mU/ml
triptaz TA1: 100 uM FSLLRY + 100 mU/ml triptaz T2: 75 mU/ml triptaz TA2: 100 uM FSLLRY + 75 mU/ml T3: 50 mU/ml
triptaz TA3: 100 pM FSLLRY + 50 mU/ml triptaz

4.8.1.2. Fare Meme Fibroblastlarinda Hiicre Proliferasyon Testi

Fare meme dokusu fibroblastlarmm proliferasyon analizi sonuglar1 Tablo
59°da 6zetlenmistir. Tek bagina PAR-2 agonisti SLIGRL-NH; ile inkiibe edilen fare
meme fibroblastlarinda proliferatif kapasitenin arttigir dikkati ¢ekmistir (p: 0,039).
Kontrol grubunu olusturan hiicrelerin proliferasyon diizeyi %100 olarak kabul
edildiginde bu grubu olusturan hiicrelerin proliferatif aktivitesinin %200,64 seviyesine
ulastig1 goriilmiis ve 2 katlik artis tespit edilmistir.

Deneyler kapsamimnda, fare meme fibroblastlar1 60 ng/ml (K;), 40 ng/ml (K>)
ve 20 ng/ml (K3) dozlarda kimaz ile muamele edilmistir. Bu 3 dozun da kiiltiire edilen
hiicreler tizerinde proliferatif etkilere sahip oldugu tespit edilmistir. Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda (%100), 60 ng/ml, 40 ng/ml ve 20 ng/ml kimaz ile kiiltiire edilen
hiicrelerin proliferasyon diizeyinin swrast ile %122,43 (1,2 kat) %130,56 (1,3 kat) ve
129,47 (1,2 kat) oldugu gdzlenmistir. Istatistiksel analizler, kimaz proteininin
olusturdugu proliferatif etkinin 6nemli oldugunu gostermistir (K i¢in p. 0,005; K, igin
p: 0,002; K3 i¢in p: 0,008). Verilen 3 farkli doz kimazmn fare meme fibroblastlarmda
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olusturduklar1 proliferatif etkilerin benzerlik gosterdigi ve istatistiksel olarak 6nem arz
etmedigi tespit edilmistir (K;-K» i¢in p: 0,130; K;-Ks icin p: 0,315; K»-K3 i¢in p:
0,869).

Negatif kontrol grubu kapsaminda, fare meme fibroblastlar1 PAR-2 antagonisti
olan FSLLRY-NHp: ile 1 saat boyunca inkiibe edilmis, takiben ortama 60 ng/ml (KA),
40 ng/ml (K A») ve 20 ng/ml (KA3) kimaz eklenmistir. PAR-2 antagonisti ile dnceden
muamele edilen hiicrelerde kimaz proteini ile olusturulan proliferatif etkinin
baskilandig1 ve hiicrelerde mitotik aktivitenin azaldig: tespit edilmistir. Bu kapsamda,
tek basma 60 ng/ml kimaz ile kiiltiire edilen hiicrelerin proliferatif kapasitesi ile
kiyaslandiginda (%122,43), 100 uM FSLLRY-NH> ve 60 ng/ml kimaz ile muamele
edilen hiicrelerin proliferatif kapasitesinde bir azalma sekillense de (%102,18)
istatistiksel analizler bu farkliligin anlamhi olmadigini ortaya koymustur (p.: 0,097).
Benzer sekilde, 100 uM FSLLRY NH; ve 40 ng/ml kimaz ile kiiltiire edilen hiicrelerin
proliferatif kapasitesinde meydana gelen azalma da (%99,8) istatistiksel olarak bir
anlam bulunamamaistir (p: 0,082). Sadece 20 ng/ml kimaz ile inkiibe edilen hiicrelerin
proliferatif kapasiteleri ile (%129,47), 100 uM FSLLRY NH> ve 20 ng/ml kimaz ile
inkiibe edilen fibroblastlarin proliferatif kapasiteleri (%93,16) kiyaslandiginda 6nemli
bir istatistiksel azalma tespit edilmistir (p: 0,034).

Triptaz proteininin fare meme fibroblastlar1 iizerindeki olas1 proliferatif
etkilerinin arastirilmasi i¢in hiicreler 100 mU/ml (T;), 75 mU/ml (T2) ve 50 mU/ml
(T5) triptaz ile muamele edilmistir. Hiicrelerin proliferatif kapasitelerinin her ii¢ doza
yanit olarak belirgin derecede artig gosterdigi tespit edilmistir. Kontrol grubu ile
kiyaslandiginda (%100), 100 mU/ml, 75 mU/ml ve 50 mU/ml triptaz ile kiiltiire edilen
hiicrelerin proliferasyon seviyeleri sirasi ile %205,54 (2,05 kat) %194,05 (1,94 kat) ve
%194,55 (1,94 kat) olarak bulunmustur. Triptaz proteini tarafindan olusturulan
proliferatif etkinin istatistiksel analizler ile de nemli oldugu ortaya konmustur (T} i¢in

p<0,001; T2 i¢cin p<0,001; T5 i¢in p<0,001).

Triptaz ve kimaz proteinleri, PAR-2 reseptorleri araciligi ile etkilerini
gosterdikleri i¢in, deney gruplar1 arasinda PAR-2 antagonistlerine de yer verilerek bu
iki proteinin etkilerinin dogrulanmasi amaglanmistir. Bu kapsamda, fare meme

fibroblastlar1 PAR-2 antagonisti FSLLRY-NH: ile bir saat boyunca inkiibe edildikten
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sonra ortama 100 mU/ml (TA;), 75 mU/ml (TA;) ve 50 mU/ml (TAs3) triptaz
eklenmistir. PAR-2 antagonisti ile Onceden muamele edilen hiicrelerde
proliferasyonun belirgin derecede azaldig1 tespit edilmistir. Sadece 100 mU/ml triptaz
ile muamele edilen hiicrelerde proliferasyon diizeyi %205,54 iken 100 uM FSLLRY-
NH: ve 100 mU/ml triptaz ile inkiibe edilen hiicrelerde bu oran %123,33 diizeyine
digsmiistir (p<0,001). Hicrelerin 75 mU/ml triptaz varliginda sergiledikleri
proliferatif kapasite (%194,05), 100 uM FSLLRY-NH; varliginda (%126,1) belirgin
derecede azalmistir (p. 0,004). Benzer sekilde, yalnizca 50 mU/ml triptaz ile kiiltiire
edilen hiicrelerin boliinme orani ile kiyaslandiginda (%194,55), 100 uM FSLLRY-
NH: ve 50 mU/ml triptaz ile inkiibe edilen fibroblastlarda proliferatif kapasitenin
onemli dlclide azaldig1 (%122,68) tespit edilmistir (p<0,001).

Tablo 59. Fare meme fibroblastlarinda hiicre proliferasyon analizi.

Fare Meme Fibroblastlarinda Hiicre Proliferasyon Analizi

250

205,54

200,64

194,05 19455
. 130,56 12947
E 122,43 2333 1261 22.68
£ .
= 2
100 102,18 998
100 93,16
SO I
0
K AG K1 Kal K2 KA2 K3 KA3 T1 TAl T2 TA2 T3 TA3

K: Kontrol Grubu AG: Pozitif Kontrol Grubu K1: 60 ng/ml kimaz KA1: 100 pM FSLLRY + 60 ng/ml kimaz K2: 40 ng/ml
kimaz KA2: 100 pM FSLLRY +40 ng/ml kimaz K3: 20 ng/ml kimaz KA3: 100 pM FSLLRY + 20 ng/ml kimazT1: 100 mU/ml
triptaz TA1: 100 uM FSLLRY + 100 mU/ml triptaz T2: 75 mU/ml triptaz TA2: 100 uM FSLLRY + 75 mU/ml T3: 50 mU/ml
triptaz TA3: 100 pM FSLLRY + 50 mU/ml triptaz

4.8.2. Hidroksiprolin Ol¢iim Testi
4.8.2.1. inek Meme Fibroblastlarinda Hidroksiprolin Ol¢ciim Testi

Hidroksiprolin dl¢lim testi sonuglar1 Tablo 60°da 6zetlenmistir (Resim 226).
Kontrol grubu (45,95 pg/ml) ile karsilastirildiginda, 100 mU/ml triptaz ile inkiibe
edilen fibroblastlarda kollajen iiretiminin artis gosterdigi (52,09 pg/ml) tespit
edilmistir (p. 0,013). 75 mU/ml (47,74 pg/ml) ve 50 mU/ml (48,23 pg/ml) triptaz ile
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inkiibe edilen hiicrelerde hidroksiprolin tiretiminde anlamli bir artisin sekillenmedigi
ortaya konmustur (K-T, icin p: 0,055; K-Tz icin p: 0,085). Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, PAR-2 agonisti SLIGRL-NH: ile inkiibe edilen inek meme
fibroblastlarmda kollajen iiretimi artis gosterse de istatistiksel analizler bu artisin
anlamli olmadigmi ortaya koymustur (p: 0,072). Kontrol grubunda &lciilen
hidroksiprolin miktar145,95 pg/ml iken agonist grubunda bu deger 49,22 pg/ml olarak
bulunmustur. 100 mU/ml triptaz ile inkiibe edilen hiicrelere kiyaslandiginda, PAR-2
antagonisti + 100 mU/ml triptazla muamele edilen hiicrelerin iirettigi kollajen
miktarinin 6nemli 6lgiide azaldig1 ortaya konmustur. 100 mU/ml triptaz ile muamele
edilen hiicrelerin tirettigi kollajen miktar1 52,09 pg/ml iken bu deger PAR-2 antagonisti
ve 100 mU/ml triptaz ile inkiibe edilen hiicrelerde 48,58 olarak bulunmustur (p:
0,050). PAR-2 antagonisti ile birlikte 75 mU/ml (47,74 pg/ml) ve 50 mU/ml (47,64
pg/ml) triptaz ile inkiibe edilen hiicrelerde dl¢iilen kollajen diizeyleri arasinda anlamli
bir farkliligin bulunmadig: tespit edilmistir (T2-TA2 icin p: 0,692; T3-TA3 i¢in p:
0,571).

Kontrol grubu ile 60 ng/ml, 40 ng/ml ve 20 ng/ml kimaz ile muamele edilen
inek meme fibroblastlar1 arasinda hidroksiprolin diizeyleri acisindan anlamli bir
farklilik meydana gelmemistir (K, icin p: 0,078; Ks i¢in p: 0,264; K3 i¢in p: 0,560).
Kontrol grubunu olusturan kuyucuklarda dlgiilen ortalama hidroksiprolin diizeyi 45,95
pg/ml iken 60 ng/ml, 40 ng/ml ve 20 ng/ml kimaz ile muamele edilen fare meme
fibroblastlarinda 6l¢iilen ortalama hidroksiprolin degerleri sirasi ile 47,84 pg/ml, 47,94
pg/ml ve 46,75 pg/ml olarak bulunmustur. Negatif kontrol gruplar1 kapsaminda, PAR-
2 antagonisti olan FSLLRY-NH2 ve 60 ng/ml, 40 ng/ml ve 20 ng/ml kimaz ile inkiibe
edilen hiicrelerde kollajen sentezinde bir azalmanm meydana gelmedi8i ortaya
konmustur. FSLLRY-NH; ve 60 ng/ml kimazin eklendigi kuyucuklarm ortalama
hidroksiprolin diizeyi 48,03 pg/ml olarak bulunmustur. Sadece 60 ng/ml kimaz ile
muamele edilen hiicrelerin sentezledikleri kollajen ile kiyaslandiginda, FSLLRY-NH>
ve 60 ng/ml kimaz ile inkiibe edilenlerin hidroksiprolin diizeyleri arasinda anlamli bir
farklilik saptanamamistir (p: 0,905). PAR-2 antagonisti ile birlikte 40 ng/ml ve 20
ng/ml kimazm verildigi gruplarda da kollajen sentezinde bir azalma sekillenmemistir

(K2-KA; i¢in p: 0,958 ve K3-KAs3 i¢in p: 0,926).
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Tablo 60. inek meme fibroblastlarinda hidroksiprolin analizi.
Inek Meme Fibroblastlarmnda Hidroksiprolin Analizi

52,09

48.58
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4595 I

K1 KA1l Tl TAl
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K: Kontrol Grubu AG: Pozitif Kontrol Grubu K1: 60 ng/ml kimaz KAl: 100 uM FSLLRY + 60 ng/ml kimaz K2: 40 ng/ml
kimaz KA2: 100 pM FSLLRY +40 ng/ml kimaz K3: 20 ng/ml kimaz KA3: 100 pM FSLLRY + 20 ng/ml kimazT1: 100 mU/ml
triptaz TA1: 100 uM FSLLRY + 100 mU/ml triptaz T2: 75 mU/ml triptaz TA2: 100 uM FSLLRY + 75 mU/ml T3: 50 mU/ml
triptaz TA3: 100 uM FSLLRY + 50 mU/ml triptaz

4.8.2.2. Fare Meme Fibroblastlarinda Hidroksiprolin Ol¢iim Testi

Hidroksiprolin dl¢lim testi sonuglar1 Tablo 61°de 6zetlenmistir. 100 mU/ml,
75 mU/ml ve 50 mU/ml triptaz ile kiiltiire edilen fibroblastlarda hidroksiprolin
diizeyinin 6nemli 6l¢iide artmis oldugu tespit edilmistir (T, T2 ve T3 icin p <0,001).
100 mU/ml triptaz eklenen grupta Slgililen hidroksiprolin miktar1 68,97 pg/ml, 75
mU/ml verilen grubun degeri 59,91 pg/ml ve 50 mU/ml triptaz ile kiiltiire edilen
hiicrelerde 6l¢iilen deger ise 65,86 pg/ml olarak bulunmustur.

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, 100 uM PAR-2 agonisti SLIGRL-NH;
ile inkiibe edilen fare meme fibroblastlarinda kollajen {iretiminin artmis oldugu
gozlenmistir. Kontrol grubunda 06lgiilen hidroksiprolin miktar1 36,96 pg/ml iken
agonist grubunda 58,21 pg/ml olarak bulunmustur (p<0,001).

Negatif kontrol grubu kapsaminda, fare meme fibroblastlar1 PAR-2 antagonisti
FSLLRY-NH; ile 1 saat boyunca inkiibe edilmis, takiben ortama 100 mU/ml, 75
mU/ml ve 50 mU/ml triptaz proteini eklenerek hiicreler inkiibasyona birakilmistir.
PAR-2 antagonisti ile inkiibe olan hiicrelerde hidroksiprolin sentezinin 6énemli dlgiide
azaldigr dikkati g¢ekmigtir. Tek basma 100 mU/ml triptaz verilen gruba ait
hidroksiprolin diizeyi (68,97 pg/ml) ile kiyaslandiginda 100 uM FSLLRY-NH; ve100
mU/ml triptaz verilen grupta hidroksiprolin diizeyinin azalarak 31,31 pg/ml seviyesine
geriledigi gozlenmistir (p<0,001). Benzer sekilde, 75 mU/ml triptaz ile inkiibe edilen
hiicrelerdeki ortalama hidroksiprolin miktar1 59,91 pg/ml iken, PAR-2 antagonisti+75
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mU/ml triptaz ile muamele edilen hiicrelerde bu deger 33,86 pg/ml olarak bulunmustur
(p<0,001). PAR-2 antagonisti + 50 mU/ml triptaz ile inkiibe edilen hiicrelerde
hidroksiprolin sentezinin 50 mU/ml triptaz ile inkiibe edilen hiicrelere gore azaldigi
gozlenmistir. Elli mU/ml triptaz eklenen kuyucuklarda 6l¢iilen hidroksiprolin degeri
65,86 pg/ml iken PAR-2 antagonisti+50 mU/ml triptaz ile inkiibe edilen hiicrelerde
hidroksiprolin degeri 37,83 pg/ml olarak bulunmustur ve gdzlenen bu azalmanin

istatistiksel olarak da 6nem arz ettigi bulunmustur (p<0,001).

Kontrol grubunu olusturan kuyucuklarda Olgiilen ortalama hidroksiprolin
diizeyi 38,96 pg/ml iken 60 ng/ml, 40 ng/ml ve 20 ng/ml kimaz ile muamele edilen
fare meme fibroblastlarinda olgiilen ortalama hidroksiprolin degerlerinin sirasi ile
38,67 pg/ml, 36,41 pg/ml ve 34,99 pg/ml oldugu tespit edilmistir. Kontrol grubu ile 60
ng/ml, 40 ng/ml ve 20 ng/ml kimaz ile muamele edilen fare meme fibroblastlarina ait
hidroksiprolin diizeyleri karsilastirildiginda anlamli bir farklilik meydana gelmemistir
(Kiicin p: 0,708; Ko i¢in p: 0,103; Kz p: 0,099). Negatif kontrol grubu kapsaminda,
PAR-2 antagonisti FSLLRY-NH; ile birlikte 60 ng/ml (KA;), 40 ng/ml (KA;) ve 20
ng/ml (KA3) kimaz ile inkiibe edilen hiicrelerde kollajen sentezinde bir azalmanin
meydana gelmedigi ortaya konmustur. FSLLRY-NH, ve 60 ng/ml kimazin (KA;)
eklendigi kuyucuklarm ortalama hidroksiprolin diizeyi 35,56 pg/ml olarak
bulunmustur. Sadece 60 ng/ml kimaz (K;) ile muamele edilen hiicrelerin
sentezledikleri kollajen miktari ile kiyaslandiginda, FSLLRY-NH; ve 60 ng/ml kimaz
ile inkiibe edilen hiicrelerin hidroksiprolin diizeyleri arasinda anlamli bir farklilik
saptanamamistir (p: 0,079). Benzer sekilde, PAR-2 antagonisti ile birlikte 40 ng/ml
(KA>2) (36,13 pg/ml) ve 20 ng/ml (KA3) (34,99 pg/ml) kimazm verildigi gruplarda da
sadece kimaz proteini ile inkiibe edilen hiicrelere kiyasla (K» ve K3)kollajen sentezinde

bir azalma sekillenmemistir (K2-KA» i¢in p: 0,787 ve K3-KAs3 icin p: 0,398).
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Tablo 61. Fare meme fibroblastlarinda hidroksiprolin analizi.

Fare Meme Fibroblastlarinda Hidroksiprolin Analizi
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K: Kontrol Grubu AG: Pozitif Kontrol Grubu K1: 60 ng/ml kimaz KAl: 100 uM FSLLRY + 60 ng/ml kimaz K2: 40 ng/ml
kimaz KA2: 100 pM FSLLRY +40 ng/ml kimaz K3: 20 ng/ml kimaz KA3: 100 pM FSLLRY + 20 ng/ml kimazT1: 100 mU/ml
triptaz TA1: 100 uM FSLLRY + 100 mU/ml triptaz T2: 75 mU/ml triptaz TA2: 100 uM FSLLRY + 75 mU/ml T3: 50 mU/ml
triptaz TA3: 100 uM FSLLRY + 50 mU/ml triptaz

4.9. Mikrobiyolojik Analizler

Mikrobiyolojik analizler sonucunda izole edilen etkenler Tablo 62’de
sunulmustur. Meme dokularindan elde edilen 237 adet siit 6rneginin %49,36’sinda
(117/237) etken izole edilmis ancak %50,63’linde (120/237) herhangi bir etken izole
edilememistir. Mikrobiyolojik analizler sonucunda siit 6rneklerinden agirlikli olarak
Streptococcus spp. ve Staphylococcus spp. izolasyonu gerceklestirilmistir. Orneklerin
%16,9’unda Streptococcus spp. (40/237) ve %10,13’linde Staphylococcus spp.
(24/237) tiremistir.

Mikroskobik incelemede saglikli olarak klasifiye edilen 119 olgunun 77
tanesinde iireme sekillenmemistir ve kuru donemde olmalar1 sebebi ile 7 tanesinden
slit numunesi alinamamigtir. Saglikli meme dokularinm 9 tanesinde Staphylococcus
spp. ve 5 tanesinde Streptococcus spp. izole edilirken 14 tanesinde miks enfeksiyonun
sekillendigi tespit edilmistir. Akut mastitisli olarak klasifiye edilen 44 olgunun 9
tanesinde iireme sekillenmemistir ve 1 tanesinden siit numunesi alinamamistir. Akut
mastitisli meme dokularmin 19 tanesinin Streptococcus spp. ve 7 tanesinin
Staphylococcus spp. ile enfekte oldugu tespit edilmistir. Ek olarak, bu meme
dokularmin 4 tanesinde miks enfeksiyonun bulundugu saptanmigtir. Mikroskobik
tanis1 kronik mastitis olan 101 olgunun 19 tanesinden numune alinamamistir ve 34
tanesinde lireme gerceklesmemistir. Bu olgularm 15 tanesinde miks enfeksiyon tespit

edilirken 16 olguda Streptococcus spp. ve 8 olguda Staphylococcus spp. liremistir.
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Mikrobiyolojik analizler sonucunda siit 6rneklerinden izole edilen bakteri tiirii
ile meme dokusuna infiltre olan mast hiicre immunofenotipi arasinda herhangi bir

iligki tespit edilememistir.

Tablo 62. Siit 6rneklerinden izole edilen etkenler.

Siit Orneklerinden izole Edilen Etkenler
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Resim 1. Saglikli bir meme bezinin makroskobik Resim 2. Resim 1°de gosterilen meme dokusuna ait olan siit
goriiniimii. ornegi.

Resim 3. Akut yaygin purulent mastitise sahip olan bir Resim4. Resim 3’te gosterilen meme dokusuna ait olan siit
meme bezinin makroskobik goriiniimii. ornegi.

Resim 5. Yaygin siddetli kronik mastitise sahip olan bir ~Resim 6. Resim 5’te gosterilen meme dokusuna ait olan siit
meme bezinin makroskobik goriinimii. ornegi.
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Resim 7. Salgt fonksiyonu devam eden saglikli bir meme
bezinin mikroskobik goriiniimii. Hematoksilen&Eozin  igerisinde (oklar) ve interalveoler dokuda nétrofil 16kosit
boyama, x200 biiyiitme. infiltrasyonlari.  Hematoksilen&Eozin — boyama, x100

biiyiitme.
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Resim 9. Yaygin siddetli kronik mastitis. Interalveoler ~Resim 10. Meme igi enjeksiyon. Meme bas1 kanalinin daha
septal dokuda yogun bag doku artisi ve siddetli iyi gosterilebilmesi i¢in Otenazisi yapilmus bir hayvanda
mononiikleer hiicre infiltrasyonlar1 (oklar). meme basi pens yardim ile ¢ekilerek fotograflama islemi
Hematoksilen&Eozin boyama, x200 biiyiitme. gergeklestirilmistir.

Resim 12. Akut Mastitis Modeli, Kontrol Grubu. Saglikli
bir meme bezinde salg ile dolu alveoller (oklar) ve akitict
kanallar (agik ok). H&E boyama, x100 biiyiitme.

e e
Resim 11. Sol 4. meme bezinin makroskobik goriiniimii.
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Resim 13. Akut Mastitis Mode rol Grubu. Saglikli
bir meme dokusunda salgi ile dolu alveoller (oklar) ve fonksiyonu devam eden saglikli meme alveolleri (ok). H&E
akitict kanal (agik ok). H&E boyama, x200 biiyiitme. boyama, x400 biiyiitme.

NG P
N ’
me Resim 16. Akut Mastitis Modeli,
dokusunda salgi ile dolu alveoller (oklar) ve akitict kanallar ~ fonksiyonu devam eden saglikli meme alveolleri (oklar).
(ag¢1k oklar). H&E boyama, x100 biiyiitme. H&E boyama, x200 biiyiitme.
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Resim 17. Akut Mastitis Modeli, PBS grubu. Salgt Resim 18. Akut lii, PBS grubu. Salg
fonksiyonu devam eden saglikli meme alveolleri (oklar). fonksiyonu devam eden saglikli meme alveolleri (oklar).
H&E boyama, x400 biiyiitme. H&E boyama, x400 biiyiitme.
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Mastitis Modeli, LPS grubu. Akut

Resim 19. Akut Mastitis Modeli LPS grubu. Akut

mastitisli bir meme dokusu. H&E boyama, x100 biiyiitme. mastitisli bir meme dokusunda alveol (oklar) ve akitic1 kanal
limenlerindeki (agtk ok) notrofil 16kosit ¢ikislari,
damarlarda belirgin hiperemi. H&E boyama, x200 biiyiitme.
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Resim 21. Akut Mastitis Modeli, LPS grubu. Akut
mastitisli bir meme dokusunda alveol (oklar) ve akitici kanal ~ mastitisli bir meme dokusunda alveol liimenlerindeki
limenlerindeki (agik ok) ndtrofil l6kosit ¢ikislari. H&E  (oklar) nétrofil l6kosit ¢ikislari. H&E boyama, x400
boyama, x400 biiyiitme. biiyiitme.

LAy (- 57 .
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Resim 23. Akut Mastitis Modeli, LPS grubu. Akut Resim 24. Akut Mastitis Modeli, LPS grubu. Akut
mastitisli bir meme dokusunda alveol (oklar) ve akitici kanal ~ mastitisli bir meme dokusunda alveol liimenlerindeki
liimenlerindeki (agik ok) ve interstisyel alandaki nétrofil  (oklar) nétrofil l6kosit ¢ikislari. H&E boyama, x400

16kosit ¢ikislari. H&E boyama, x400 biiyiitme. biiyiitme.
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Resim 25. Akut Mastitis Modeli, IP Kromolin Grubu. IP
yolla kromolin sodyum uygulamasimn yapildig: bir meme
dokusunda salg ile dolu olan saglikli alveoller ve kanallar.
H&E boyama, x200 biiyiitme.

1Y -@ i YT PN ;
Resim 27. Akut Mastitis Modeli, IM Kromolin Grubu.

IM yolla kromolin sodyum uygulamasimn yapildig bir
meme dokusunda salgi ile dolu olan saglikli alveoller ve
kanallar. ediniz. H&E boyama, x100 biiyiitme.

Resim 29. Akut Mastitis Modeli, IM Kromolin Grubu.
IM yolla kromolin sodyum uygulamasimn yapildig bir
meme dokusunda salgi ile dolu olan saglikli alveoller ve

kanallar. H&E boyama, x400 biiyiitme.

¥a

Resim 26. Akut Mastitis Modeli, IP Kromolin Grubu. IP
yolla kromolin sodyum uygulamasinin yapildig: bir meme
dokusunda salg ile dolu olan saglikli alveoller ve kanallar.
H&E boyama, x400 biiyiitme.

Resim 28. Akut Mastitis Modeli, IM Kromolin Grubu.
IM yolla kromolin sodyum uygulamasimin yapildigi bir
meme dokusunda salgt ile dolu olan saglikli alveoller ve
kanallar. H&E boyama, x200 biiyiitme.

Py 8 T %
Resim 30. Akut Mastitis Modeli, IM Kromolin + LPS
Grubu. IM Kromolin sodyum ve LPS uygulamasimn
yapildigi bir meme dokusunda damarlarda belirgin
hiperemi; alveollerin, kanallarin ve interstisyel dokunun
icerisinde ¢ok sayida notrofil l6kosit cikiglar. H&E
boyama, x200 biiyiitme.
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Resim 31. Akut Mastitis Modeli, I

Grubu. IM Kromolin sodyum ve LPS uygulamasimn
yapildigt bir meme dokusunda damarlarda belirgin
hiperemi; alveollerin, kanallarin ve interstisyel dokunun
igerisinde ¢ok sayida notrofil I6kosit cikislari. H&E
boyama, x400 biiyiitme.

tidian Al ey

Modeli, DEX + LPS grubu.
Deksametazon ve LPS uygulamasinin yapildigi bir meme
dokusunda alveollerin ve kanallarin igerisinde salg
materyalleri ve az sayida notrofil 16kosit ¢ikislari. H&E
boyama, x100 biiyiitme.

S0 ‘é
Resim 35.
Involiisyona ugramis saglikli bir meme dokusunda bezlerde
belirgin involiisyon ve yag doku miktarinda artiy. H&E
boyama, x100 biiyiitme.
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Resim 32. Akut Mastitis Modeli, IP Kromolin + LPS
Grubu. IP Kromolin sodyum ve LPS uygulamasimn
yapildigi bir meme dokusunda alveollerin, kanallarin ve
interstisyel ~ dokunun igerisindeki  nétrofil  16kosit

infiltrasyonlar1, interstisyel dokuda belirgin 6dem. H&E
boyama, x400 biiyiitme.
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Resim 34. Akut Mastitis Modeli,
Deksametazon ve LPS uygulamasinin yapildigi bir meme
dokusunda damarlarda hiperemi; alveollerin icerisinde salgt
materyalleri ve az sayida notrofil 16kosit ¢ikislari. H&E
boyama, x400 biiyiitme.
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Resim 36. Kronik Mastitis Modeli, Kontrol Grubu.
Involiisyona ugramus saglikli bir meme dokusunda bezlerde
belirgin involiisyon ve yag doku miktarinda artiy. H&E
boyama, x200 biiyiitme.

115



&

Resim 37. Kronik Mastitis Modeli,

K(;ntrol Grubu.l .Resim 38

Al TR Llreasr
. Kroni PBS grubu. PBS

Involiisyona ugramis saglikli bir meme dokusunda bezlerde  enjeksiyonlarimn yapildigi ve involiisyona ugramus bir
belirgin involiisyon ve yag doku miktarinda artis. meme dokusunda bezlerde belirgin involiisyon ve yag doku
Alveollerin ¢evresinde involiisyon ile iligkili hafif siddetli —miktarinda artis. H&E boyama, x100 biiyiitme.

hiicre infiltrasyonlari. H&E boyama, x400 biiyiitme.

Resim 39. Kronik Mastitis Modeli, PBS grubu. PBS Resim 40. Kronik Mastitis Modeli, PBS grubu. PBS
enjeksiyonlarinin yapildigi ve involiisyona ugramus bir  enjeksiyonlarimin yapildigi ve involiisyona ugranmus bir
meme dokusunda bezlerde belirgin involiisyon ve yag doku  meme dokusunda bezler ve yag dokusu. Interstisyel dokuda

miktarinda artis. H&E boyama, x200 biiyiitme. ve bezlerin g¢evresinde involiisyon iliskili hafif siddetli
mononiikleer hiicre infiltrasyonlari. H&E boyama, x400
biiyiitme.
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Resim 41. Kronik Mastitis Modeli, LPS grubu. LPS Resim 42. Kronik Mastitis Modeli, LPS grubu. LPS
enjeksiyonlari ile kronik mastitisin olusturuldugu bir meme  enjeksiyonlari ile kronik mastitisin olusturuldugu bir meme
dokusunda ¢ok siddetli hiicre infiltrasyonlari, bezlerin ve  dokusunda ¢ok siddetli hiicre infiltrasyonlari, bezlerin ve
kanallarin ¢evresinde yogun bag doku artisi. H&E boyama,  kanallarin ¢evresinde yogun bag doku artisi. H&E boyama,

x100 biiyiitme. x200 biiyiitme.
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Resim 43. Kronik Mastitis Modeli, LPS grubu. LP
enjeksiyonlari ile kronik mastitisin olusturuldugu bir meme
dokusunda ¢ok siddetli hiicre infiltrasyonlari, bezlerin ve
kanallarin ¢evresinde yogun bag doku artisi. H&E boyama,
x400 biiyiitme.
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Resim 45. Kronik Mastitis Modeli, IP Kromolin Grubu.
IP yolla kromolin sodyum enjeksiyonlarimin yapildigr ve
involiisyona ugramug bir meme bezinde alveollerin

sayisinda belirgin azalma, alveol ve kanallarin gevresinde
involiisyon ile iliskili hafif siddetli mononiikleer hiicre
infiltrasyonlari. H&E boyama, x400 biiyiitme.
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Resim 47. Kronik Mastitis Modeli, IM Kromolin + LP!
grubu. IM kromolin sodyum ve LPS uygulamasimn
yapildigr bir meme bezinde bag dokuda belirgin azalma.

H&E boyama, x100 biiyiitme.
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IP yolla kromolin sodyum enjeksiyonlarinin yapildigi ve
involiisyona ugramus bir meme bezinde alveollerin
sayisinda belirgin azalma, alveol ve kanallarin g¢evresinde
involiisyon ile iligkili hafif siddetli mononiikleer hiicre
infiltrasyonlar1. H&E boyama, x400 biiyiitme.

L 3
Resim 46. Kron
IM yolla kromolin sodyum enjeksiyonlarimin yapildig ve
involiisyona ugramig bir meme meme bezinde alveollerin
sayisinda belirgin azalma, alveol ve kanallarin ¢evresinde
involiisyon ile iliskili hafif siddetli mononiikleer hiicre
infiltrasyonlart. H&E boyama, x400 biiyiitme.
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Resim 48. Kronik Mastitis Modeli, IM Kromolin + LPS
grubu. IM kromolin sodyum ve LPS uygulamasimn
yapildigi bir meme bezinde bag dokuda belirgin azalma.

H&E boyama, x200 biiyiitme.
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Resim 49. Kronik Mastltls Mode]], IM Kromolm +LPS
grubu. IM kromolin sodyum ve LPS uygulamasimn
yapildigi bir meme bezinde bag dokuda belirgin azalma.
H&E boyama, x400 biiyiitme.

Reslm 50 Kromk Mastitis Modell IP Kromolm + LPS
grubu. IP kromolin sodyum ve LPS uygulamasimn
yapildigi bir meme bezinde bag dokuda belirgin azalma.
H&E boyama, x100 biiyiitme.

Re‘s1m 51 Kronik Mastltis Modell, IP Kromolin + LPS

grubu. IP kromolin sodyum ve LPS uygulamasimn
yapildigi bir meme bezinde bag dokuda belirgin azalma.
H&E boyama, x200 biiyiitme.

Reslm 52. Kromk Mastitis Modeli, IP Kromolm + LPS
grubu. IP kromolin sodyum ve LPS uygulamasimn
yapildigi bir meme bezinde bag dokuda belirgin azalma.
H&E boyama, x400 biiyiitme.

53 A L
Resim 53. Saglikli bir meme bezinde alveollerin arasinda
yelesim gosteren metakromazik mast hiicreleri (oklar).
Toluidine Blue boyama, x200 biiyiitme.

Resim 54. Akut mastitisli bir meme bezinde alveol
liimenlerinin igerisindeki notrofil 16kosit infiltrasyonlar:
(agik oklar), interalveoler ve interlobiiler septal dokuda
yerlesim gosteren metakromazik mast hiicreleri (oklar).
Toluidine Blue boyama, x200 biiyiitme.
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Resim 55. Kronik mastmsh b1r meme dokusunda ﬁbrotlk Resim 56. Akut Mastitis Modeli, Kontrol grubu. Saglikli
kisimlarda yerlesim gosteren gok sayida metakromazik mast ~ bir meme bezinde alveoller arasinda yerlesim gosteren
hiicresi. Toluidine Blue boyama, x200 biiyiitme. metakromazik bir mast hiicresi (ok). Toluidine blue boyama,
x400 biiyiitme.

Resim 57. Akut Mastitis Modeli, Kontrol Grubu. Dermal  Resim 58. Akut Mastitis Modeli PBS grubu. PBS

bag dokuiplikleri arasinda yerlesim gosteren mast hiicreleri.  enjeksiyonunun yapildigi saglikli bir meme bezinde

Toluidine blue boyama, x200 biiyiitme. alveollerin arasinda yerlesim gosteren mast hiicreleri
(oklar). Toluidine blue boyama, x200 biiyiitme.

Resim 59. Akut Mastitis Modeli, PBS grubu. PBS Resim 60. Akut Mastitis Modeli, IP Kromolin Grubu. IP

enjeksiyonunun yapildigi saglikli bir meme bezinde kromolin sodyum enjeksiyonunun yapildig saglikli bir

alveollerin arasinda yerlesim gosteren metakromazik mast meme bezinde bir akitici kanalin g¢evresinde yerlesim

hiicreleri (oklar). Toluidine blue boyama, x400 biiyiitme. gosteren metakromazik mast hiicreleri. Toluidine blue
boyama, x400 biiyiitme.
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Mastitis Modeli, IM Kromolin Grubu.
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Resim 61. Akut Resim 62. Akut Mastitis Modeli, LPS grubu. Akut

IM kromolin sodyum enjeksiyonunun yapildigt saglikli bir ~ mastitisli bir meme bezinde alveollerin arasinda yerlesim
meme bezinde alveollerin gevresinde yerlesim gosteren  gosteren metakromazik mast hiicreleri (oklar). Toluidine
metakromazik mast hiicreleri. Toluidine blue boyama, x400  blue boyama, x400 biiyiitme.

biiyiitme.

Resim 63. Akut Mastitis Modeli, LPS grubu. Akut Resim 64. Akut Mastitis Modeli, IM Kromolin + LPS

mastitisli bir meme bezinde alveollerin arasinda yerlesim  Grubu. IM kromolin sodyum ve LPS enjeksiyonunun

gosteren metakromazik mast hiicreleri (oklar). Toluidine yapildig bir meme bezinde alveollerin ve akitici kanallarin

blue boyama, x400 biiyiitme. cevresinde yerlesim gosteren metakromazik mast hiicreleri.
Toluidine blue boyama, x400 biiyiitme.
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ut Mastitis Modeli, IP Kromolin + LPS  Resim 66. Akut Mastitis Modeli, DEX + LPS grubu. IP
Grubu. IP yolla kromolin sodyum ve LPS enjeksiyonlarimin  yolla deksametazon ve LPS enjeksiyonlarinin yapildig bir
yapildig bir meme bezinde alveollerin ve bir akitici kanalin ~ meme bezinde alveollerin ve akitici kanallarin gevresinde
¢evresinde yerlesim gosteren metakromazik mast hiicreleri.  yerlesim gosteren metakromazik mast hiicreleri. Toluidine

Toluidine blue boyama, x400 biiyiitme. blue boyama, x400 biiyiitme.
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Resim 67. Akut Mastitis Modeli, Kontrol Grubu. Saglikli
bir meme bezine ait olan lenf yumrusunun medullar
sinuslarinda yerlesim gosteren metakromazik mast hiicreleri
(oklar). Toluidine blue boyama, x100 biiyiitme.
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Resim 69. Akut Mastitis Modeli, PBS grubu. PBS
enjeksiyonunun yapildig saglikli bir meme bezine ait olan
lenf yumrusunun medullar sinuslarinda yerlesim gésteren
metakromazik mast hiicreleri (oklar). Toluidine blue

boyama, x200 biiyiitme.
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Resim 68. Akut Mastitis Modeli, Kontrol grubu. Saglikli
bir meme bezine ait olan lenf yumrusunun medullar
sinuslarinda yerlesim gosteren metakromazik mast hiicreleri
(oklar). Toluidine blue boyama, x400 biiyiitme.
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Resim 70. Akut Mastitis Modeli, PBS grubu. PB
enjeksiyonunun yapildig: saglikli bir meme bezinde ait olan
lenf yumrusunun medullar sinuslarinda yerlesim gosteren
metakromazik mast hiicreleri (oklar). Toluidine blue
boyama, x400 biiyiitme.

s

Resim 71. Akut Mastitis Modeli, LPS grubu. Akut
mastitisli bir meme bezine ait olan lenf yumrusunun
medullar sinuslarinda yerlesim gosteren metakromazik mast
hiicreleri (oklar). Toluidine blue boyama, x100 biiyiitme.

Resim 72. Akut Mastitis Modeli, LPS grubu. Akut
mastitisli bir meme bezine ait olan lenf yumrusunun
medullar sinuslarinda yerlesim gosteren metakromazik mast
hiicreleri (oklar). Toluidine blue boyama, x200 biiyiitme.
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Resim 73. Akut mastitis modeli, LPS grubu. Akut
mastitisli bir meme bezine ait olan lenf yumrusunun
medullar sinuslarinda yerlesim gosteren metakromazik mast
hiicreleri (oklar). Toluidine blue boyama, x400 biiyiitme.
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Resim 74. Akut Mastitis Modeli, IP Kromolin Grubu. IP
kromolin sodyum enjeksiyonunun yapildign saglikli bir
meme bezine ait olan lenf yumrusunun medullar
sinuslarinda  yerlesim gdsteren metakromazik mast

hiicreleri. Toluidine blue boyama, x400 biiyiitme.

IM kromolin sodyum enjeksiyonunun yapildig saglikli bir
meme bezine ait olan lenf yumrusunun medullar
sinuslarinda  yerlesim gOsteren metakromazik mast
hiicreleri. Toluidine blue boyama, x400 biiyiitme.
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Grubu. IP kromolin sodyum ve LPS enjeksiyonlarimin
yapildigi bir meme bezine ait olan lenf yumrusunun
medullar sinuslarinda yerlesim gbsteren metakromazik mast
hiicreleri. Toluidine blue boyama, x400 biiyiitme.

Resim 76. Akut Mastitis Modeli,_ 11\71‘ Kromolin + LPS
Grubu. IM kromolin sodyum ve LPS enjeksiyonlarinmin
yapildigi bir meme bezine ait olan lenf yumrusunun
medullar sinuslarinda yerlesim gosteren metakromazik mast
hiicreleri. Toluidine blue boyama, x400 biiyiitme.
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Resim 78. Akut Mastitis Modeli, DEX + LPS grubu. IP
yolla deksametazon ve LPS enjeksiyonlarimn yapildig bir
meme bezine ait olan lenf yumrusunun medullar

sinuslarinda  yerlesim gdsteren metakromazik mast
hiicreleri. Toluidine blue boyama, x400 biiyiitme.
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Resim 79. Kronik Mastitis Modeli, Kontrol Grubu.

Resim 80. Kronik Mastitis Modeli, Kontrol Grubu.

Saglikli bir meme bezinde alveollerin ve akitici kanallarin ~ Saglikli bir meme bezinde alveollerin ve akitici kanallarin

arasinda yerlesim gosteren metakromazik mast hiicreleri.

Toluidine blue boyama, x100 biiyiitme.
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Resim 81. Kronik Mastitis Modeli, Kontrol Grubu.
Saglikli bir meme bezinde alveollerin ve akitici kanallarin
arasinda yerlesim gosteren metakromazik mast hiicreleri.
Toluidine blue boyama, x400 biiyiitme.

-

" Resim 83. Kromk Mastitis Modell, PBS grubu PBS
enjeksiyonlarinin yapildig bir meme bezinde alveollerin ve
kanallarin arasinda yerlesim gosteren metakromazik mast
hiicreleri. Toluidine blue boyama, x400 biiyiitme.

arasinda yerlesim gosteren metakromazik mast hiicreleri.
Toluidine blue boyama, x200 biiyiitme.
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Resnm 82. Kromk Mastitis Modell, PBS grubu PBS
enjeksiyonlarinin yapildigi bir meme bezinde alveollerin,
kanallarin arasinda ve damarlarin cevresinde yerlesim
gosteren metakromazik mast hiicreleri. Toluidine blue
boyama, x200 biiyiitme.
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Resim 84. Kronik Mastitis Modeli, IM Kromolin Grubu.
IM kromolin sodyum enjeksiyonlarinin yapildigi bir meme
bezinde dermiste, alveollerin ve kanallarin arasinda
yerlesim gosteren metakromazik mast hiicreleri. Toluidine
blue boyama, x100 biiyiitme.
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Resim 85. Kronik Mastitis Modeli, IP Kromolin Grubu.
IP kromolin sodyum enjeksiyonlarinin yapildigi bir meme
bezinde alveollerin ve kanallarin ¢evresinde ve interstisyel
alanda yerlesim gosteren metakromazik mast hiicreleri.
Toluidine blue boyama, x400 biiyiitme.
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Resim 87. Kronik mastitis modeli, LPS grubu. LPS
enjeksiyonlari ile kronik mastitisin indiiklendigi bir meme
bezinde alveollerin ve kanallarin gevresinde ve fibrotik
alanlarda yerlesim gosteren metakromazik mast hiicreleri.
Toluidine blue boyama, x400 biiyiitme.
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Resim 89. Kronik mastitis modeli, IM Kromolin + LPS
grubu. IM kromolin sodyum ve LPS enjeksiyonlarimin
yapildigi bir meme bezinde alveollerin ve kanallarin
arasinda yerlesim gosteren metakromazik mast hiicreleri.
Toluidine blue boyama, x200 biiyiitme.
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Resim 86. Kronik Mastitis Modeli, LPS grubu. LPS
enjeksiyonlari ile kronik mastitisin indiiklendigi bir meme
bezinde dermiste, alveollerin ve kanallarin arasinda ve
fibrotik alanlarda yerlesim gosteren metakromazik mast
hiicreleri. Toluidine blue boyama, x100 biiyiitme.

I
[ &

q

Resim 88. Kronik Mastitis Modeli, IM Kromolin + LPS
grubu. IM kromolin sodyum ve LPS enjeksiyonlarimin
yapildigi bir meme bezinde dermiste, alveollerin ve
kanallarin arasinda yerlesim gosteren metakromazik mast
hiicreleri. Toluidine blue boyama, x100 biiyiitme.
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Resim 90. Kronik Mastitis Modeli, IM Kromolin + LPS
grubu. IM kromolin sodyum ve LPS enjeksiyonlarinin
yapildigi bir meme bezinde alveollerin ve kanallarin
arasinda ve damarlarin ¢evresinde yerlesim gosteren
metakromazik mast hiicreleri. Toluidine blue boyama, x400
biiyiitme.
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Resim 91. Akut Mastitis Modeli, IP Kromolin + LPS
Grubu. IP kromolin sodyum ve LPS enjeksiyonlarimin
yapildigr bir meme bezinde dermiste, alveollerin ve akitic
kanallarin ¢evresinde yerlesim gosteren metakromazik mast
hiicreleri. Toluidine blue boyama, x100 biiyiitme.
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Resim 92. Akut Mastitis Modeli, IP Kromolm + LPS
Grubu. IP kromolin sodyum ve LPS enjeksiyonlarinin
yapildig bir meme bezinde dermiste, alveollerin ve akitict
kanallarin ¢evresinde yerlesim gosteren metakromazik mast
hiicreleri. Toluidine blue boyama, x100 biiyiitme.
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Resim 93. Akut Mastitis Modeli, IP Kromolin + LPS
Grubu. IP kromolin sodyum ve LPS enjeksiyonlarimn
yapildig bir meme bezinde alveollerin ve akitict kanallarin
¢evresinde yerlesim gdsteren metakromazik mast hiicreleri.
Toluidine blue boyama, x400 biiyiitme.

"Resim 94. Kronik Mastitis Modell, Kontrol Grubu

Saglikli bir meme bezine ait olan lenf yumrusunun medullar
sinuslarinda  yerlesim gdsteren metakromazik mast
hiicreleri. Toluidine blue boyama, x400 biiyiitme.
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Resim 95. Kromk Mastltls Modell, LPS grubu PBS
enjeksiyonlarimin yapildigi bir meme bezine ait olan lenf
yumrusunun medullar sinuslarinda yerlesim gdsteren
metakromazik mast hiicreleri. Toluidine blue boyama, x400
biiyiitme.

“Resim 96. Kronik Mastitis Modell, 1P Kromolin Grabu,

IP kromolin sodyum enjeksiyonlarimin yapildigt bir meme
bezinde  medullar  sinuslarda  yerlesim  gOsteren
metakromazik mast hiicreleri. Toluidine blue boyama, x400
biiyiitme.
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li, IM Kromolin + LPS  Resim 98. Kronik mastitis modeli, IP Kromolin + LPS
grubu. IM yolla kromolin sodyum ve LPS enjeksiyonlarimin  grubu. IP yolla kromolin sodyum ve meme basi kanali yolu
yapildig bir meme bezinde medullar sinuslarda yerlesim ile LPS’in verildigi bir meme bezinde medullar sinuslarda
gosteren metakromazik mast hiicreleri. Toluidine blue  yerlesim gosteren metakromazik mast hiicreleri. Toluidine
boyama, x400 biiyiitme. blue boyama, x400 biiyiitme.
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Resim 99: Saglikli bir meme bezinde alveoller arasinda meme dokusun
yerlesim gOsteren triptaz (+) mast hiicreleri (oklar). arasinda yerlesim gosteren triptaz (+) mast hiicreleri (oklar)
Streptavidin-Biotin peroksidaz, DAB, x200 biiyiitme. Streptavidin-Biotin peroksidaz, DAB, x200 biiyiitme.
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Resim 101: Kronik mastitisli bir meme bezinde alveollerin  Resim 102: Saglikli meme bezinde alveollerin arasinda
arasinda yerlesim gosteren triptaz (+) mast hiicreleri (oklar).  yerlesim gosteren kimaz (+) mast hiicreleri (oklar).
Streptavidin-Biotin peroksidaz, DAB, x200 biiyiitme. Streptavidin-Biotin peroksidaz, DAB, x200 biiyiitme.
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Resim 103: Akut mastitisli bir meme bezinde alveollerin
arasinda yerlesim gosteren kimaz (+) mast hiicreleri (oklar).
Streptavidin-Biotin peroksidaz, DAB, x200 biiyiitme.
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Resim 105: Triptaz (iist resim) ve kimaz (alt resim) boyama
sonuglarina gore triptaz-kimaz (+) mast hiicresi fenotipinin
belirlenmesi. Dikdortgenler igerisine alinan mast hiicreleri
hem triptaz hem de kimaz antikoru ile pozitif boyananlardir
ve triptaz-kimaz (+) mast hiicre fenotipine sahiptirler.
Uggen ve daire ile isaretlen hiicreler sirasiyla triptaz (+) ve
kimaz (+) fenotipindeki mast hiicreleridir. Streptavidin-
Biotin peroksidaz, DAB, x200 biiyiitme.
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Resim 104: Kronik mastitisli bir meme dokusunda
alveollerin arasinda yerlesim gosteren kimaz (+) mast
hiicreleri (oklar). Streptavidin-Biotin peroksidaz, DAB, x200
biiyiitme.
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Resim 106. Akut Mastitis Modeli, Kontrol Grubu.
Saglikli bir meme bezinde alveollerin arasinda yerlesim
gosteren triptaz (+) bir mast hiicresi. Streptavidin-Biotin
Peroksidaz, DAB, x400 biiyiitme.
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Resim 107. Akut Mastitis Modeli, PBS Grubu. PBS
enjeksiyonunun yapildigi bir meme bezinde alveollerin
arasinda ve interstisyel alanda yerlesim gosteren triptaz (+)
mast hiicreleri. Streptavidin-Biotin Peroksidaz, DAB, x400
biiyiitme.
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Resim 109. Akut Mastitis Modeli, IP Kromolin Grubu.
IP kromolin sodyum enjeksiyonunun yapildigt bir meme
bezinde alveollerin arasinda ve interstisyel alanda yerlesim
gosteren triptaz (+) mast hiicreleri. Streptavidin-Biotin
Peroksidaz, DAB, x400 biiyiitme.
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Resim 111. Akut Mastitis Modeli, IM Kromolin + LPS
grubu. IM kromolin sodyum ve LPS enjeksiyonlarimn
yapildigi bir meme bezinde alveollerin arasinda ve
interstisyel alanda yerlesim gosteren triptaz (+) mast
hiicreleri. Streptavidin-Biotin Peroksidaz, DAB, x400
biiyiitme.
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Resim 108. Akut Mastitis Modeli, IM Kromolin Grubu.
IM kromolin sodyum enjeksiyonunun yapildig bir meme
bezinde alveollerin arasinda ve interstisyel alanda yerlesim
gosteren triptaz (+) mast hiicreleri. Streptavidin-Biotin
Peroksidaz, DAB, x400 biiyiitme.

Resim 110. Akut Mastitis Modeli, LPS Grubu. LPS
enjeksiyonu ile akut mastitisin indiiklendigi bir meme
bezinde alveollerin arasinda ve interstisyel alanda yerlesim
gosteren triptaz (+) mast hiicreleri. Streptavidin-Biotin
Peroksidaz, DAB, x400 biiyiitme.
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Resim 112. Akut Mastitis Modeli, IP Kromolin + LPS
grubu. IP kromolin sodyum ve LPS enjeksiyonlarinin
yapildigi bir meme bezinde alveollerin arasinda ve
interstisyel alanda yerlesim gosteren triptaz (+) mast
hiicreleri. Streptavidin-Biotin Peroksidaz, DAB, x400
biiyiitme.
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Resim 113. Akut Mastitis Modeli, DEX + LPS grubu. IP Resim 114. Akut Mastitis Modeli, Kontrol Grubu.
Deksametazon ve LPS uygulamasimin yapildig bir meme  Saglikli bir meme bezinde interstisyel alanda yerlesim
bezinde alveollerin arasinda ve interstisyel alanda yerlesim  gosteren kimaz (+) mast hiicreleri. Streptavidin-Biotin
gosteren triptaz (+) mast hiicreleri. Streptavidin-Biotin  peroksidaz, DAB, x400 biiyiitme.
Peroksidaz, DAB, x400 biiyiitme.
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Resim 115. ut Mastitis Modeli, PBS grubu. esim 116. S
enjeksiyonlarimn yapildigi saglikli bir meme bezinde enjeksiyonlarimn yapildig saglikli bir meme bezinde akitict
interstisyumda ve bir akitict kanalin ¢evresinde yerlesim kanal g¢evresinde yerlesim gosteren kimaz (+) bir mast
gosteren kimaz (+) mast hiicreleri. Streptavidin-Biotin  hiicresi. Streptavidin-Biotin  peroksidaz, DAB, x400
peroksidaz, DAB, x200 biiyiitme. biiyiitme.
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Resim 117. Akut Mastitis Modeli, IP Kromolin Grubu.
IP kromolin sodyum enjeksiyonlarinin yapildigi bir meme  enjeksiyonlar1 ile akut mastitisin indiiklendigi bir meme
bezinde alveollerin arasinda yerlesim gosteren kimaz (+)  bezinde alveollerin ve kanallarin arasinda yerlesim gosteren
mast hiicreleri. Streptavidin-Biotin peroksidaz, DAB, x400  kimaz (+) mast hiicreleri. Streptavidin-Biotin peroksidaz,
biiyiitme. DAB, x200 biiyiitme.
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Res‘im 119. Akut Mastitis 1\-’1‘(;(kleli, LPS Grubu. Lf’g
enjeksiyonlart ile akut mastitisin indiiklendigi bir meme
bezinde alveollerin ve kanallarin arasinda yerlesim gosteren
kimaz (+) mast hiicreleri. Streptavidin-Biotin peroksidaz,
DAB, x400 biiyiitme.
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Resim 121.
grubu. IM kromolin sodyum ve LPS enjeksiyonlarimn
yapildigt bir meme bezinde alveollerin ve kanallarin

arasinda yerlesim gosteren kimaz (+) mast hiicreleri.
Streptavidin-Biotin peroksidaz, DAB, x200 biiyiitme.
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‘Resim 123. Akut Mastitis Modeli, IP Kromolin + LPS
grubu. IP kromolin sodyum LPS enjeksiyonlarimin
yapildigt bir meme bezinde alveollerin ve kanallarin
arasinda yerlesim gosteren kimaz (+) mast hiicreleri.

Streptavidin-Biotin peroksidaz, DAB, x400 biiyiitme.

li, IM Kromolin + LPS
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Resim 120. Akut Mastitis Modeli, LPS grubu. LPS
enjeksiyonlart ile akut masititisin indiiklendigi bir meme
bezinde damarlarin ¢evresinde yerlesim gosteren kimaz (+)
mast hiicreleri. Streptavidin-Biotin peroksidaz, DAB, x400
biiyiitme.
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Akut Mastitis Modeli, IP Kromolin + LPS
grubu. IP kromolin sodyum ve LPS enjeksiyonlarimin
yapildigi bir meme bezinde alveollerin ve kanallarin
arasinda yerlesim gosteren kimaz (+) mast hiicreleri.

Streptavidin-Biotin peroksidaz, DAB, x200 biiyiitme.
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Resim 124. Akut mastitis modeli, DEX + LPS grubu. IP
yolla deksametazon ve LPS enjeksiyonlarimn yapildig bir
meme bezinde alveollerin ve kanallarin arasinda yerlesim
gosteren kimaz (+) mast hiicreleri. Streptavidin-Biotin
peroksidaz, DAB, x400 biiyiitme.
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Resim 125. Akut Mastitis Modeli, Kontrol Grubu. Saglikli bir meme bezinde alveollerin arasinda
kimaz (+) bir mast hiicresi. Streptavidin-Biotin Peroksidaz, DAB, x400 biiyiitme.
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Resim 127. Akut Mastitis Modeli, LPS Grubu. LPS enjeksiyonu ile

alveollerin arasinda ve interstisyel alanda yerlesim gosteren triptaz-kimaz (+) mast hiicreleri. Streptavidin-Biotin Peroksidaz,
DAB, x400 biiyiitme.
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Resim 128. Akut
alveollerin arasinda ve interstisyel alanda yerlesim gosteren triptaz-kimaz (+) mast hiicreleri. Streptavidin-Biotin Peroksidaz,
DAB, x400 biiyiitme.
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Resim 129. Akut Mastitis Modeli, IP Kromolin Grubu. IP kromolin sodyum enjeksiyonunun yapildig bir meme bezinde
alveollerin arasinda ve interstisyel alanda yerlesim gosteren triptaz-kimaz (+) mast hiicreleri. Streptavidin-Biotin Peroksidaz,

DAB, x400 biiyiitme.
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Resim 130. Akut Mastitis Modeli, IM Kromolin + LPS grubu. IM kromolin sodyum ve LPS enjeksiyonlarimn yapildig
bir meme bezinde alveollerin arasinda ve interstisyel alanda yerlesim gosteren triptaz-kimaz (+) mast hiicreleri. Streptavidin-
Biotin Peroksidaz, DAB, x400 biiyiitme.
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Resim 131. Akut Mastltls Modell, P Kromo]m +LPS grubu. 1P kromohn sodyum ve LPS en_]ek51yonlar1mn yap11d1g1 b1r
meme bezinde alveollerin arasinda ve interstisyel alanda yerlesim gosteren triptaz-kimaz (+) mast hiicreleri. Streptavidin-
Biotin Peroksidaz, DAB, x400 biiyiitme.
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Resnn 132. Akut Mastltls Modell, DEX + LPS grubu. 1P Deksametazon ve LPS en_]eks1yonlar1mn yap11d1g1 b1r meme
bezinde alveollerin arasinda ve interstisyel alanda yerlesim gosteren triptaz-kimaz (+) mast hiicreleri. Streptavidin-Biotin
Peroksidaz, DAB, x400 biiyiitme.
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Resnm 133. Kromk Mastltls Modell, Kontrol Grubu. Resim 134 Kronik Mastltls Modell PBS Grubu. PBS
Involiisyona ugramus saglikli bir meme bezinde alveollerin  enjeksiyonlarinin yapildig1 ve involiisyona ugramus bir meme
arasinda ve interstisyel alanda yerlesim gosteren triptaz (+)  bezinde alveollerin arasinda ve interstisyel alanda yerlesim
mast hiicreleri. Streptavidin-Biotin Peroksidaz, DAB, x400  gosteren triptaz (+) mast hiicreleri. Streptavidin-Biotin
biiyiitme. Peroksidaz, DAB, x400 biiyiitme.

133



A ~ \ -—

Do ; w ot T
Resim 135. Kronik Mastitis Modeli, LPS Grubu. LPS
enjeksiyonlar1 ile kronik mastitisin indiiklendigi bir meme
bezinde alveollerin arasinda ve interstisyel alanda yerlesim
gosteren triptaz (+) mast hiicreleri. Streptavidin-Biotin
Peroksidaz, DAB, x400 biiyiitme.
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Resim 1?;7. Kronik Mastitis Modeli, IP Kromolin Grubu.
IP kromolin sodyum enjeksiyonlarinin yapildig bir meme
bezinde alveollerin arasinda ve interstisyel alanda yerlesim
gosteren triptaz (+) mast hiicreleri. Streptavidin-Biotin
Peroksidaz, DAB, x400 biiyiitme.
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Resim 139. Kronik Mastitis Modeli, IP Kromolin + LPS
Grubu. IP kromolin sodyum ve LPS enjeksiyonlarinin

yapildigt bir meme bezinde alveollerin arasinda ve
interstisyel alanda yerlesim gOsteren triptaz (+) mast
hiicreleri.  Streptavidin-Biotin ~ Peroksidaz, DAB, x400
biiyiitme.
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Resim 136. Kronik Mastitis Modeli, IM Kro‘:no]in Grubu.
IM kromolin sodyum enjeksiyonlarinin yapildigi bir meme
bezinde alveollerin arasinda ve interstisyel alanda yerlesim
gosteren triptaz (+) mast hiicreleri. Streptavidin-Biotin
Peroksidaz, DAB, x400 biiyiitme.
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Resim 138. Kronik Mastitis Modeli, IM Kromolin + LPS
Grubu. IM kromolin sodyum ve LPS enjeksiyonlarinin
yapildigt bir meme bezinde alveollerin arasinda ve
interstisyel alanda yerlesim gOsteren triptaz (+) mast
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hiicreleri.  Streptavidin-Biotin  Peroksidaz, DAB, x400
biiyiitme.
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Resim 140. Kronik Mastitis Modeli, Kontrol Grubu.
Saglikli ve involiisyona ugramus bir meme bezinde yag
hiicrelerinin arasinda ve alveollerin g¢evresinde yerlesim
gosteren kimaz (+) mast hiicreleri. Streptavidin-Biotin
peroksidaz, DAB, x400 biiyiitme.
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Resim 141. Kronik Mastitis Modeli, PBS grubu. Meme Resim 142. Kronik Mastitis Modeli, LPS grubu. LPS
bas1 kanal1 yolu ile PBS enjeksiyonlarimin yapildigi meme enjeksiyonlar: ile kronik mastitisin indiiklendigi bir meme
bezinde yag hiicrelerinin arasinda ve bir akitict kanalin  bezinde alveollerin ve kanallarin ¢evresinde yerlesim
cevresinde yerlesim gosteren kimaz (+) mast hiicreleri. gosteren ¢ok sayida kimaz (+) mast hiicresi. Streptavidin-
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Streptavidin-Biotin peroksidaz, DAB, x200 biiyiitme. Biotin peroksidaz, DAB, x400 biiyiitme.
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Resim 143. Kronik Mastitis Modeli, IM Kromolin grubu.  Resim 144. Kronik Mastitis Modeli, IP Kromolin Grubu.
IM kromolin sodyum enjeksiyonlarinin yapildig bir meme IP kromolin sodyum enjeksiyonlarinin yapildigi bir meme
bezinde bir akitici kanalin gevresinde yerlesim gosteren bezinde kimaz (+) mast hiicreleri. Streptavidin-Biotin
kimaz (+) mast hiicreleri. Streptavidin-Biotin peroksidaz, — Peroksidaz, DAB, x400 biiyiitme.
DAB, x400 biiyiitme.
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Resim 145. Kronik Mastitis Modeli, IM Kromolin + LPS  Resim 146. Kronik mastitis modeli, IP Kromolin + LPS
Grubu. IM kromolin sodyum ve LPS enjeksiyonlariin  Grubu. IP kromolin sodyum ve LPS enjeksiyonlarinin
yapildigr bir meme bezinde alveollerin ve akitici kanallarin  yapildigi bir meme bezinde alveollerin ve akitici kanallarin
cevresinde yerlesim gosteren kimaz (+) mast hiicreleri. gevresinde yerlesim gosteren kimaz (+) mast hiicreleri.
Streptavidin-Biotin peroksidaz, DAB, x400 biiyiitme. Streptavidin-Biotin peroksidaz, DAB, x400 biiyiitme.
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Resim 148. Kronik Mastitis Modeli, PBS Grubu. PBS enjeksi&onlanmn yai)lldlgl ve involﬁéyoila ﬁgramls bir meme bezinde
alveollerin arasinda ve interstisyel alanda yerlesim gosteren triptaz-kimaz (+) mast hiicreleri. Streptavidin-Biotin Peroksidaz,
DAB, x400 biiyiitme.
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Resim 149. Kronik Mastitis Modeli, LPS Grubu. LPS enjeksiyonlar1 ile kronik mastitisin indiiklendigi bir meme bezinde
alveollerin arasinda ve interstisyel alanda yerlesim gosteren triptaz-kimaz (+) mast hiicreleri. Streptavidin-Biotin Peroksidaz,
DAB, x400 biiyiitme.

136



Resim 150. Kronik Mastitis Modeli, IM Kromolin Grubu. IM kromolin sodyum enjeksiyonlarinin yapildig: bir meme
bezinde alveollerin arasinda ve interstisyel alanda yerlesim gosteren triptaz-kimaz (+) mast hiicreleri. Streptavidin-Biotin
Peroksidaz, DAB, x400 biiyiitme.

Resim 151. Kronik Mastitis Modeli, IP Kromolin Grubu. IP kromolin sodyum enjeksiyonlarimn yapildigi bir meme
bezinde alveollerin arasinda ve interstisyel alanda yerlesim gosteren triptaz-kimaz (+) mast hiicreleri. Streptavidin-Biotin
Peroksidaz, DAB, x400 biiyiitme.
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Resim 152. Kronik Mastitis Modeli, IM Kromolin + LPS Grubu. IM kromolin sodyum ve LPS enjeksiyonlarimn yapildigi
bir meme bezinde alveollerin arasinda ve interstisyel alanda yerlesim gosteren triptaz-kimaz (+) mast hiicreleri. Streptavidin-

Biotin Peroksidaz, DAB, x400 biiytitme.
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Resim 153. Kronik Mastitis Modeli, IP Kromolin + LPS Grubu. IP kromolin sodyum ve LPS enjeksiyonlarimn yapildigi
bir meme bezinde alveollerin arasinda ve interstisyel alanda yerlesim gosteren triptaz-kimaz (+) mast hiicreleri. Streptavidin-
Biotin Peroksidaz, DAB, x400 biiytitme.
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Resim 154: Saglikli bir meme bezinde bag doku alanlari  Resim 155: Olympus Stream Motion programu ile saglikli bir

(mavi) ve alveoller (pembe), Masson’s Trichrome boyama, —meme bezinde tespit edilen bag doku alanlar1 (siyah).
x100 biiyiitme.. Masson’s Trichrome boyama, x100 biiyiitme.
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esim 156: Olympus Stream Motion programu kullamlarak  Resim 157: Akut mastitise sahip olan bir meme bezinde bag
saglikli bir meme bezinde tespit edilen parankimatoz alanlar ~ doku alanlar1 (mavi) ve alveoller (pembe). Masson’s
(kirmiz1). Masson’s Trichrome boyama, x100 biiyiitme. Trichrome boyama, x100 biiyiitme.

,‘ = T

Resim 158: Olympus Stream Motion programu kullamlarak  Resim 159: Olympus Stream Motion programu kullamlarak
akut mastitise sahip olan bir meme bezinde tespit edilen bag  akut mastitise sahip olan bir meme bezinde tespit edilen
doku alanlar1 (siyah). Masson’s Trichrome boyama, x100  parankimatéz alanlar (kirmuzi). Masson’s Trichrome
biiyiitme. boyama, x100 biiyiitme.
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Resim 160: Kronik atltlse sahip ola bir meme dokusda Res1m 161 Olympus Stream Motlon programl kullamlarak

bag doku alanlar1 (mavi), ve alveoller (pembe renk). kronik mastitise sahip meme bezinde tespit edilen bag doku
Masson’s Trichrome boyama, x100 biiyiitme. alanlar1 (siyah). Masson’s Trichrome boyama, x100
biiyiitme.

Res1m 162 Olympus Stream MOthIl programl kullamlarak Resim 163 Akut Mastltls Modeh, Kontrol Grubu. Saghkh
kronik mastitise sahip olan bir meme bezinde tespit edilen  bir meme bezinde interstisyel bag doku alanlari (mavi);
parankimatéz alanlar (kirmuzi). Masson’s Trichrome meme alveolleri ve salgi materyalleri (pembe). Massons’s
boyama, x100 biiyiitme. Trichrome boyama, x100 biiyiitme.

i / . L
Resim 164. Akut Mastitis Modeli, Kontrol Grubu. Saglikli Res1m 165. Akut Mastltls Modeli, Kontrol Grubu. Saglikli
bir meme bezinde interstisyel bag doku alanlar1 (mavi); bir meme bezinde interstisyel bag doku alanlar1 (mavi);
meme alveolleri ve salgi materyalleri (pembe). Massons’s meme alveolleri ve salgi materyalleri (pembe). Massons’s
Trichrome boyama, x200 biiyiitme. Trichrome boyama, x400 biiyiitme.
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Resim 166. Akut Mastitis Modeli, Kontrol Grubu.
Olympus Stream Motion programu kullamlarak tespit edilen
bag doku alanlar1 (siyah). Massons’s Trichrome boyama,
x400 biiyiitme.

Resim 168. ut Mastitis Modeli, PBS Grubu. PBS
enjeksiyonlarimin  yapildign saglikli bir meme bezinde
interstisyel bag doku alanlar1 (mavi); meme alveolleri ve
salgi materyalleri (pembe). Massons’s Trichrome boyama,

x200 biiyiitme.
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Resim 170. Akut Mastitis Modeli, PBS Grubu. Olympus
Stream Motion progranu kullamlarak tespit edilen bag doku
alanlar1 (siyah). Massons’s Trichrome boyama, x400
biiyiitme.
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Resim 167. Akut Mastitis Modeli, PBS grubu. PBS
enjeksiyonlarimin  yapildign saglikli bir meme bezinde
interstisyel bag doku alanlar1 (mavi); meme alveolleri ve
salgi materyalleri (pembe). Massons’s Trichrome boyama,

x100 biiyiitme.

’ .
Resim 169. Akut Mastitis Modeli, PBS grubu. PBS
enjeksiyonlarimin  yapildign saglikli bir meme bezinde
interstisyel bag doku alanlar1 (mavi); meme alveolleri ve
salgi materyalleri (pembe). Massons’s Trichrome boyama,
x400 biiyiitme.

B

titis Modeli, LPS grubu. LPS
enjeksiyonlarinin yapilarak akut mastitisin indiiklendigi bir
meme bezinde interstisyel bag doku alanlar1 (mavi); meme
alveolleri ve salgt materyalleri (pembe). Massons’s
Trichrome boyama, x40 biiyiitme.
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Resim 172. Akut Mastitis Modeli, LPS Grubu. LP
enjeksiyonlar1 yapilarak akut mastitisin indiiklendigi bir
meme bezinde interstisyel bag doku alanlar1 (mavi); meme
alveolleri ve salgt materyalleri (pembe). Massons’s

Trichrome boyama, x200 biiyiitme.
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Resim 174. Akut Mastitis Modeli, LPS grubu. Olympus
Stream Motion progranu kullamlarak tespit edilen bag doku
alanlar1 (siyah). Massons’s Trichrome boyama, x400
biiyiitme.

Resim 176. Akut Mastitis Modeli, I[P Kromolin Grubu. IP
kromolin sodyum enjeksiyonunun yapildig saglikli bir
meme bezinde interstisyel bag doku alanlar1 (mavi); meme
alveolleri ve salgt materyalleri (pembe). Massons’s
Trichrome boyama, x400 biiyiitme.
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Resim 173. Akut Mastitis Modeli, LPS grubu. LP
enjeksiyonlar1 yapilarak akut mastitisin indiiklendigi bir
meme bezinde interstisyel bag doku alanlar1 (mavi); meme
alveolleri ve salgt materyalleri (pembe). Massons’s
Trichrome boyama, x400 biiyiitme.

% 8 ‘ a St
Resim 175. Akut Mastitis modeli, IP Kromolin Grubu. IP
kromolin sodyum enjeksiyonunun yapildig saglikli bir
meme bezinde interstisyel bag doku alanlar1 (mavi); meme

alveolleri ve salgt materyalleri (pembe). Massons’s

Trichrome boyama, x200 biiyiitme.
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Resim 177. Akut Mastitis Modeli, IP Kromolin Grubu.
Olympus Stream Motion programu kullamlarak tespit edilen
bag doku alanlar1 (siyah). Massons’s Trichrome boyama,
x400 biiyiitme.
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Resim 178. Akut Mastitis modeli, IM Kromolin Grubu.
IM kromolin sodyum enjeksiyonunun yapildigt saglikli bir
meme bezinde interstisyel bag doku alanlar1 (mavi); meme
alveolleri ve salgt materyalleri (pembe).
Trichrome boyama, x100 biiyiitme.

Massons’s
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Re51m 180 Akut Mastitis Modeli, IM Kromolm Grubu.
Olympus Stream Motion programu kullamlarak tespit edilen
bag doku alanlar1 (siyah). Massons’s Trichrome boyama,
x400 biiyiitme.
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Resnm 179. Akut Mastltls modell IM Kromolm Grubu
IM kromolin sodyum enjeksiyonunun yapildigt saglikli bir
meme bezinde interstisyel bag doku alanlar1 (mavi); meme
alveolleri ve salgt materyalleri (pembe).
Trichrome boyama, x400 biiyiitme.

Massons’s

gemm 181. Akut Mastitis Modell, IM Kromolin + LPS
Grubu. IM kromolin sodyum ve LPS enjeksiyonlarinin
yapildigr bir meme bezinde interstisyel bag doku alanlari
(mavi); meme alveolleri ve salgt materyalleri (pembe).
Massons’s Trichrome boyama, x200 biiyiitme.

~ Resim 182. Ak’fit Mastltls Modell, TM Kromoﬁ‘n + LPS
Grubu. IM kromolin sodyum ve LPS enjeksiyonlarinin
yapildigi bir meme bezinde interstisyel bag doku alanlari
(mavi); meme alveolleri ve salgt materyalleri (pembe).
Massons’s Trichrome boyama, x400 biiyiitme.
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Re51m 183. Akut Mastltls Modell, IM Kromolin + LPS
Grubu. Olympus Stream Motion progranu kullamlarak
tespit edilen bag doku alanlar1 (siyah).Massons’s Trichrome
boyama, x400 biiyiitme.
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Resim 185. Akut Mastitis Modeli, IP Kromolin + LPS
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Resim 184. Akut Mastitis Modeli, IP Kromolin + LPS

Grubu. IP kromolin sodyum ve LPS enjeksiyonlariin  Grubu. Olympus Stream Motion progranu kullamlarak
yapildigi bir meme bezinde interstisyel bag doku alanlar1  tespit edilen bag doku alanlari (siyah). Massons’s Trichrome
(mavi); meme alveolleri ve salgt materyalleri (pembe).  boyama, x400 biiyiitme.

Massons’s Trichrome boyama, x400 biiyiitme.

ks . RSO 2

LPS Grubu. IP P
yolla deksametazon ve meme basi kanali yoluyla LPS yolla deksametazon ve LPS enjeksiyonlarimn yapildig bir
enjeksiyonlarinin yapildigi bir meme bezinde interstisyel bag  meme bezinde interstisyel bag doku alanlar1 (mavi renk);
doku alanlar1 (mavi); meme alveolleri ve salgi materyalleri meme alveolleri ve salgi materyalleri (pembe). Massons’s
(pembe). Massons’s Trichrome boyama, x100 biiyiitme. Trichrome boyama, x200 biiyiitme.

S R 0 T ;.l':‘

Akut Mastitis Modeli, DEX + LPS Grubu. IP 189. Ak

yolla deksametazon ve meme basi kanali yoluyla LPS  Olympus Stream Motion programu kullamlarak tespit edilen
enjeksiyonlarinin yapildigi bir meme bezinde interstisyel bag  bag doku alanlari (siyah). Massons’s Trichrome boyama,
doku alanlar1 (mavi); meme alveolleri ve salgi materyalleri  x400 biiyiitme.

(pembe). Massons’s Trichrome boyama, x400 biiyiitme.

Resim 188.
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Resim 190. Kronik Mastltls Modell, Kontrol Grubu.
Saglikli bir meme bezinde interstisyel bag doku alanlari
(mavi); meme alveolleri ve salgt materyalleri (pembe).
Massons’s Trichrome boyama, x40 biiyiitme.
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Resim 192. Kronik Mastitis Modeli, Kontrol Grubu.
Saglikli bir meme bezinde interstisyel bag doku alanlari
(mavi); meme alveolleri ve salgi materyalleri (pembe).
Massons’s Trichrome boyama, x400 biiyiitme.

Res1m 191 Kronik Mastitis Modeli, Kontrol Grubu.
Saglikli bir meme bezinde interstisyel bag doku alanlari
(mavi); meme alveolleri ve salgt materyalleri (pembe).
Massons’s Trichrome boyama, x200 biiyiitme.
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Resim 193. Kronik Mastitis Modeli, Kontrol Grubu.
Olympus Stream Motion programu kullamlarak tespit edilen
bag doku alanlar1 (siyah). Massons’s Trichrome boyama,
x400 biiyiitme.

Resim 194. Kronik Mastitis Modeli, PBS Grubu. PBS
enjeksiyonlarinin yapildigi bir meme bezinde interstisyel bag
doku alanlar1 (mavi); meme alveolleri ve salgl materyalleri

(pembe). Massons’s Trichrome boyama, x400 biiyiitme.
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Resim 195. Kronik Mastitis Modeli, PBS Grubu. PBS
enjeksiyonlarinin yapildigi bir meme bezinde interstisyel bag
doku alanlar1 (mavi); meme alveolleri ve salgl materyalleri
(pembe). Massons’s Trichrome boyama, x400 biiyiitme.
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Resim 196. Kronik Mastitis Modeli, PBS Grubu. PBS
enjeksiyonlarinin yapildig bir meme bezinde interstisyel bag
doku alanlar1 (mavi); meme alveolleri ve salgl materyalleri

(pembe). Massons’s Trichrome boyama, x400 biiyiitme.
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Resim 198. Kronik Mastitis

IM kromolin sodyum enjeksiyonlarinin yapildigi bir meme

bezinde interstisyel bag doku alanlar1 (mavi); meme

o/

alveolleri ve salgt materyalleri Massons’s

Trichrome boyama, x100 biiyiitme.

(pembe).
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Resim 200. Kronik Mastitis modeli, IP Kromolin Grubu.
IP kromolin sodyum enjeksiyonlarinin yapildigi bir meme
bezinde interstisyel bag doku alanlar1 (mavi); meme
alveolleri ve salgt materyalleri (pembe). Massons’s
Trichrome boyama, x400 biiyiitme.
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Resim 197. Kronik Mastitis

Stream Motion progranu kullamlarak tespit edilen bag doku
alanlar1 (siyah). Massons’s Trichrome boyama, x400

biiyiitme.
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Resim 199. Kronik Mastitis Modeli, IM Kromolin G rubu.
IM kromolin sodyum enjeksiyonlarinin yapildigi bir meme
bezinde interstisyel bag doku alanlar1 (mavi); meme
alveolleri ve salgt materyalleri (pembe). Massons’s

Trichrome boyama, x400 biiyiitme.
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Resim 201. Kronik Mastitis Modeli, IP Kromolin Grubu.
Olympus Stream Motion programu kullamlarak tespit edilen
bag doku alanlar1 (siyah). Massons’s Trichrome boyama,
x400 biiyiitme.
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" Resim 202. Kronik Mastitis Modeli, LPS Grubu. LPS
enjeksiyonlar1 yapilarak kronik mastitisin indiiklendigi bir
meme bezinde interstisyel bag doku alanlar1 (mavi); meme
alveolleri ve salgt materyalleri (pembe). Massons’s
Trichrome boyama, x100 biiyiitme.
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Resim 204. Kronik Mastitis Modeli, LPS Grubu. LPS
enjeksiyonlar1 yapilarak kronik mastitisin indiiklendigi bir
meme bezinde interstisyel bag doku alanlar1 (mavi); meme
alveolleri ve salgt materyalleri (pembe). Massons’s
Trichrome boyama, x200 biiyiitme.
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Resim 206. Kronik Mastitis Modeli, LPS Grubu. Olympus
Stream Motion progranu kullamlarak tespit edilen bag doku
alanlar1 (siyah). Massons’s Trichrome boyama, x400
biiyiitme.
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Resim 203. Kronik Mastitis Modeli, LPS Grubu. LPS
enjeksiyonlar1 yapilarak kronik mastitisin indiiklendigi bir
meme bezinde interstisyel bag doku alanlar1 (mavi); meme
alveolleri ve salgt materyalleri (pembe). Massons’s

Trichrome boyama, x200 biiyiitme.

astitis Modeli, LPS Gr
enjeksiyonlar1 yapilarak kronik mastitisin indiiklendigi bir
meme bezinde interstisyel bag doku alanlar1 (mavi); meme
alveolleri ve salgt materyalleri (pembe). Massons’s
Trichrome boyama, x400 biiyiitme.
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Resim 207. Kronik Mastitis
Grubu. IM kromolin sodyum ve LPS enjeksiyonlarinin
yapildigi bir meme bezinde interstisyel bag doku alanlari
(mavi); meme alveolleri ve salgit materyalleri (pembe).
Massons’s Trichrome boyama, x100 biiyiitme.
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Re51m 208. Kronik Mastitis Modell, ™M Kromolm + LPS
Grubu. IM kromolin sodyum ve LPS enjeksiyonlarinin
yapildigr bir meme bezinde interstisyel bag doku alanlari
(mavi); meme alveolleri ve salgt materyalleri (pembe).
Massons’s Trichrome boyama, x400 biiyiitme.

B

Res1m 210 "Kronik Mastltls Modell, [P Kromo]m + LPS
Grubu. IP kromolin sodyum ve LPS enjeksiyonlarinin
yapildig bir meme bezinde interstisyel bag doku alanlari
(mavi); meme alveolleri ve salgi materyalleri (pembe).
Massons’s Trichrome boyama, x100 biiyiitme.
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Resim 209. Kronik Mastitis Modell, IM Kromolin + LPS

Grubu. Olympus Stream Motion progranu kullamlarak

tespit edilen bag doku alanlar1 (siyah). Massons’s Trichrome

boyama, x400 biiyiitme.
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Resim 211. Kronik Mastitis modell, IP Kromolm + LPS
Grubu. IP kromolin sodyum ve LPS enjeksiyonlarinin
yapildig bir meme bezinde interstisyel bag doku alanlari
(mavi); meme alveolleri ve salgi materyalleri (pembe).
Massons’s Trichrome boyama, x200 biiyiitme.
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Resim 212. Kronik Mastltls Modell, IP Kromolin + LPS

Grubu. IP kromolin sodyum ve LPS enjeksiyonlarinin
yapildig bir meme bezinde interstisyel bag doku alanlari
(mavi); meme alveolleri ve salgi materyalleri (pembe).
Massons’s Trichrome boyama, x400 biiyiitme.

A
Res1m 213. Kromk Mastltls Modell, IP Kromolin + LPS
Grubu. Olympus Stream Motion programinda tespit edilen
bag doku alanlar1 (siyah). Massons’s Trichrome boyama,
x400 biiyiitme.
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Resim 214. IL-1p ol¢timii sirasinda kullanilan plaka. (A) TMB substrat soliisyonu ile inkiibasyonu takiben kuyucuklarda
olusan mavi renk. (B) Reaksiyon durdurucu soliisyon ilavesini takiben kuyucuklarda olusan sar1 renk.

s 28 . BAs N
Resim 215. MPO testinin gerceklestirildigi 96 kuyucuklu  Resim 216. Fare meme dokusu eksplantindan ilk hiicre
hiicre kiiltiir tabagi. cikislari.
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Resim 217. Inek meme dokusu eks Resim 218. Fare meme fibroblastlari.
¢ikislari.
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Res1m 219. Morfolopk degerlendirme igin 1. pasajlari  Resim 220. Morfolojik degerlendirme igin 1. pasajlar
sirasinda Diff Quik boyama prosediirii ile demonstre edilen  sirasinda Diff Quik boyama prosediirii ile demonstre edilen
hiicreler. Fare meme fibroblastlari. Diff Quik boyama, x400  hiicreler. Inek meme fibroblastlari. Diff Quik boyama, x400
biiyiitme. biiyiitme.

Resim 221. Vimentin (+) bir fare meme fibroblast. Resim 222. Vimentin (+) inck meme fibroblastlari.
Streptavidin-Biotin Peroksidaz, DAB, x400 biiyiitme. Streptavidin-Biotin Peroksidaz, DAB, x400 biiyiitme.
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Res1m 223. Izole edilen hucreler anti-sitokeratin antikoruile ~ Resim 224. izole edilen hiicreler anti-sitokeratin antikoru ile
negatif reaksiyon vermistir. Fare meme fibroblastlari. negatif reaksiyon vermistir. inek meme fibroblastlari.
Streptavidin-Biotin Peroksidaz, DAB, x400 biiyiitme. Streptavidin-Biotin Peroksidaz, DAB, x400 biiyiitme.

kS
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Resim 225. Hiicre proliferasyon testinin gergeklestirildigi ~ Resim 226. Hidroksiprolin dl¢iim testinde kullamlan 96
96 kuyucuklu hiicre kiiltiir tabaklari. kuyucuklu hiicre kiiltiir tabag:.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu calismada, mast hiicrelerinin akut ve kronik mastitisler sirasinda
iistlenebilecekleri rollerin in vivo ve in vitro kosullarda incelenmesi amaglanmistir. Bu
dogrultuda, temelde 3 fazdan olusan bir ¢alisma modeli benimsenmistir. Calismanin
birinci fazinda mastitisin son derece dnem arzettigi tiir olan inekler ¢alismaya konu
edilmis ve lokal mezbahalardan 264 adet meme dokusu Ornegi ve 237 adet siit
numunesi temin edilmistir. Bazi meme dokular1 kronik yangisal degisikliklerden
dolay1 koreldigi veya kuru donemde olduklar1 i¢in siit 6rnekleri alinamamistir. Elde
edilen meme dokusu 6rnekleri makroskobik ve mikroskobik incelemeler sonrasinda
saglikli (119/264, %45,07), akut (101/264, %38,25) ve kronik mastitisli (44/264,
%16,66) olarak klasifiye edilmistir. Toplamda 145 adet meme dokusunda (145/264,
%54,92) mastitise rastlanmistir. Makroskobik lezyonlarm g6zlenmedigi, siit
numunesinin fiziksel 6zellikleri normal olan, bakteriyolojik analiz sonucunda herhangi
bir etken iiremesinin sekillenmedigi, histopatolojik olarak saglikli ve fonksiyonel
olarak aktif olan meme dokusu ornekleri saglikli meme dokularini olusturmustur.
Bakteriyolojik inceleme sonuglar1 pozitif olan, histopatolojik olarak akut yangisal
degisikliklerin gdzlendigi ve laktasyon doneminde olan meme dokular1 akut mastitis
grubu i¢in secilmislerdir. Kronik mastitis grubunu ise diger yangisal bulgularin
yaninda siddetli fibrotik degisikliklerin 6n planda oldugu meme dokular:
olusturmustur.

Mastitislerin histopatolojik 6zellikleri hayvanin yasi, laktasyon durumu,
yanginin siiresi ve etiyolojik ajana gore degiskenlik gostermektedir. Calisma
kapsammda, meme dokusu Orneklemesi yapilan hayvanlara iliskin yeterli bilgi
bulunmadigindan smiflandirma yapilirken baslica yanginin vaskiiler ve hiicresel
cevabi ile birlikte dokuda var olan dejeneratif ve nekrotik degisiklikler dikkate
almmistir. Akut ve kronik mastitisli inek meme dokularmda gdzlenen mikroskobik
bulgular, tipki bu c¢aligmada oldugu gibi yangmnm siireye gore smiflandirildigi
calismalarin sonuglar1 ile ve etken spesifik hastalik tablolarinda meydana gelen
degisiklikleri irdeleyen calismalarmn elde ettigi bulgular ile benzerlik gostermektedir
(Benites, Guerra Melville, & Da Costa, 2002; Gogoi-Tiwari ve ark., 2017; Hussain,
Javed, Khan, Mahmood, & Kausar, 2012). Bianchi ve arkadaslar1 (2019), mastitisli

meme dokularmin klasifikasyonunu etiyolojik ajan ve histopatolojik bulgulara gore
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gerceklestirmislerdir. Bu ¢alismada siiflandirma kriteri (lenfoplazmasitik, supuratif,
graniilomatdz, pyograniilomatoz gibi) farklilik gosterse de elde ettigimiz mikroskobik

veriler bahsi gecen ¢alisma ile son derece uyum i¢inde bulunmustur.

Mastitise yol agan bakteriyel ajanlarin izolasyonu ve identifikasyonu,
hastaligin teshisinde en sik kullanilan yontemlerden biridir. Mastitis patojenlerinin,
ozellikle kesime sevk edilen hayvanlarda, teshis edilmesinde ve yaygmligiin
belirlenmesinde meme dokusu veya siit drneklerinden bakteriyolojik incelemeler
yapilmaktadir. Bazi arastiricilar hafif siddetli olgularda ve enfeksiyonun baslangic
asamasinda siit orneklerinde yeterli miktarda etkenin bulunmamasi nedeni ile meme
dokusu ornekleri kullanilarak bakteriyolojik arastirmalarin yapilmasinin daha efektif
oldugunu diistinmektedir (Gtilcii, & Ertas, 2004). Ancak yangi tim meme lobunu
etkilemiyorsa, meme dokusunu olusturan bazi lobiillerde tutulum gergeklesmisse ve
ornekleme bu bolgeden yapilmadiysa bakteriyolojik incelemeler sonucunda yanlis
negatif sonug¢larin alimmasi olasidir. Nitekim tez c¢alismasinda da makroskobik ve
mikroskobik incelemede saglikli olarak nitelendirilen 10 adet meme dokusundan
alman siit orneklerinden etken izolasyonu gergeklestirilmistir. Ek olarak, meme
dokularmin farkli bolgelerinden alman 6rneklerden hazirlanan histolojik kesitlerin
bazilarinda yang ile iligkili bulgular gbzlenmezken bazilarinda akut veya kronik
yangisal degisiklikler tespit edilmistir. Bu nedenle tez calismasinda meme loblarindan
elde edilen siit oOrneklerinden bakteri izolasyonu ve identifikasyonu

gerceklestirilmistir.

Calisma kapsaminda temin edilen 237 siit 6rneginin 120 tanesinde (%50,63)
herhangi bir etken izole edilememistir. Siit Orneklerinden agirlikli olarak
Streptococcus spp. ve Staphylococcus spp. izolasyonu gergeklestirilmis ve drneklerin
%16,9’unun Streptococcus spp. (40/237) ve %10,13’tintin Staphylococcus spp.
(24/237) ile enfekte oldugu tespit edilmistir. Bu veriler, mastitisli ineklere ait siit
orneklerinden bakteriyolojik izolasyon ve identifikasyonun yapildig: diger ¢caligmalar
ile paralellik gostermektedir. Benites ve arkadaslar1 (2002), 184 adet meme dokusu
orneginin %61,4’tinde Staphylococcus spp. (113/184) ve %2,2’sinden Streptococcus
spp. (4/184) izolasyonunu gergeklestirmistir. Benzer sekilde, Elazig’da lokal bir
mezbahadan 6rneklenen 1950 adet meme dokusunun Staphylococcus spp. (%56,85),
Actinomyces pyogenes (%14,38) ve Streptococcus spp. (%13,69) ile enfekte oldugu
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gdsterilmistir (Giilcii, & Ertas, 2002). inek mastitis vakalarinda Streptococcus spp. ve
Staphylococcus spp. etkenlerinin siklikla izole edilmesi, bu bakterilerin meme bas1
derisinde ve meme dokusunda uzun siire canliligini siirdiirmesi ve sagim iglemi
esnasmda diger hayvanlar1 kolaylikla enfekte edebilmesi ile agiklanabilmektedir
(Hussain ve ark., 2012; Kabelitz ve ark., 2021). Bununla birlikte, mastitise yol acan
etkenlerin prevalans: siirii yonetimi, cografi konum ve ¢evresel kosullara baglh olarak
degiskenlik gosterdigi i¢in farkli bolgelerden, ciftliklerden ve mezhabalardan elde
edilen orneklerden izole edilen baskin bakteri tiirii de degiskenlik gdstermektedir
(Dego, 2020). Bu nedenle farkli bakteri tiirlerinin daha yaygin olarak tespit edildigini

rapor eden ¢alismalar da mevcuttur (Dufour ve ark., 2019).

Mikroskobik inceleme sonuglar1 dahilinde akut ve kronik mastitisli olarak
klasifiye edilen olgularin bazilarinda bakteri izolasyonu yapilamamistir. Akut mastitis
tanis1 konulan 101 olgunun 34’tinde ve kronik mastitis tanis1 konulan 44 olgunun 9
tanesinde lireme gerceklesmemesi, hayvanlarin kesim oncesinde antibiyoterapi almis
olmas1 veya bakteriler disindaki ajanlardan kaynaklanabilen bir enfeksiyonun mevcut

olabilecegi seklinde yorumlanmistir.

Calismanin birinci basamaginda saglikli ve mastitisli meme dokularinda
bulunan mast hiicrelerinin yerlesim yerleri, sayilari, aktiviteleri ve immunofenotipleri
incelenmistir. Mast hiicrelerinin kan ve lenf damarlarinin ¢evresinde, interalveoler ve
interlobiiler septal dokuda, alveollerin ve kanallarm hemen c¢evresinde yerlesim
gosterdikleri tespit edilmistir. Saglikli meme dokular1 ile kiyaslandiginda, akut ve
kronik mastitise sahip olan meme dokularinda mast hiicre sayisinin belirgin bir artig
gosterdigi tespit edilmistir. Saglikli meme dokularinda ortalama mast hiicre sayisi1 4,14
iken bu saymim akut ve kronik mastitislerde swrasi ile 2,42 ve 7,9 katlik artislar
gostererek 10,05 ve 32,7’ye yiikseldigi gozlenmistir. Dolayisiyla mast hiicrelerinin
mastitis patojenezinde Onemli roller alabilecekleri ortaya konmustur. Mast hiicre
aktivasyonunun bir gostergesi olarak kabul edilebilen degraniilasyon siireci
degerlendirildiginde ise degraniile mast hiicre sayisinin yangili meme dokularinda
arttig1 goriilmiistiir. Saghkli, akut ve kronik mastitisli meme dokularinda yerlesim
gosteren ortalama degraniile mast hiicre sayilarinin sirasi ile 0,96, 2,44 ve 6,87 oldugu
tespit edilmistir. Kontrol meme dokularina gore akut ve kronik mastitisli dokularda

mast hiicre sayisinda sirasiyla 2,54 kat’lik ve 7,15 kat’lik artisin sekillendigi goriilmiis,
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degraniile mast hiicrelerinin aktif olarak yangisal siirece katildiklar1 sonucuna
vartlmigtir. Saglikli meme dokularma kiyasla kronik mastitise sahip olan meme
dokularinda yerlesim gosteren degraniile mast hiicre sayismda 7,15 katlik bir artisin
meydana gelmesi, bu hiicrelerin fibrozis yoniinden de 6énemli olabileceklerini ortaya
koymustur. Nitekim, tez calismasmnda artan mast hiicre sayisi ile dokulardaki
fibrozisin siddeti arasinda pozitif yonde bir iliskinin bulunmasi, bu hiicrelerin mutlak
suretle kronik yangisal siliregte ve fibrozis olusumunda rol oynamalar1 yoniinde

yorumlanmigtir.

Takip eden analizlerde inek meme dokularinda yerlesim gdsteren mast hiicre
immunofenotipleri incelenmis ve meme dokusunda MCr, MCc, MCrc hiicrelerinin
bulundugu ilk defa ortaya konmustur. Saglikli meme dokulari ile kiyaslandiginda akut
ve kronik mastitise sahip olan meme dokularinda MCc fenotipinde énemli bir artisin
sekillenmesi, bu hiicrelerin yanginm hem akut hem de kronik sathasmnda da 6nemli
gorevler iistlendigini géstermistir. Buna karsilik, kronik mastitisli meme dokularinda
MCr ve MCrc alt tiplerinde belirgin bir artisin sekillenmesi, kronik yangisal siirecte

daha aktif roller oynayabilecekleri seklinde yorumlanmastir.

Mezbahadan elde edilen meme dokularmda hastaligin siiresinin ve klinik
seyrinin bilinememesi; yas, laktasyon durumu, laktasyon giinli, daha Onceden
gecirilmis olan enfeksiyonlar ve olasi tedavi girisimleri gibi bireysel faktorlerin ve
cevresel faktorlerin elimine edilememesi elde edilecek olan sonuglarin
standardizasyonunu  bliyilk  Olglide  etkilemektedir. ~ Ayrica  hastaliklarin
patofizyolojisinin ve patogenezinin anlasilabilmesi i¢in konakg¢1 ve etken etkilesimleri
bir biitiin olarak degerlendirilmelidir. Bu nedenle, ¢alismanmn ikinci basamaginda
ineklerdeki mastitise model teskil edecek sekilde farelerde LPS ile indiiklenen akut ve

kronik mastitis modelinde mast hiicrelerinin rolleri irdelenmistir.

Fare mastitis modelleri, inek meme dokusunun fizyolojik 6zelliklerinin
degerlendirilmesi, mastitislerin patojenezinin anlasilmasi, mastitisler sirasmda olusan
etken-konakg¢1 etkilesimlerinin ve bagisiklik yanitlarinin degerlendirilmesi, hastaligin
progresyonunun ve rezoliisyonunun anlasilmast gibi konularda siklikla
kullanilmaktadir. Fare ve inek meme dokusunun sahip oldugu anatomik, fizyolojik ve

fonksiyonel benzerlikler, farelerde olusturulan in vivo mastitis modellerini son derece
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onemli bir alternatif haline getirmistir (Notebaert, & Meyer, 2006). Sigirlar ile benzer
sekilde, fareler fonksiyonel ve anatomik olarak birbirinden bagimsiz olan ve inguinal
bolgede yerlesim gosteren iki ¢ift meme bezine ve her bir meme bezi tek bir meme
bas1 deligine sahiptir. Mastitisler sirasinda sekillenen histolojik degisiklikler her iki
hayvan tiirtinde de benzerlik gostermektedir (Notebaert, & Meyer, 2006). Buna
karsilik olarak, inek meme dokusunda yerlesik olan fagositik hiicrelerin sayisi, farelere
kiyasla daha fazladwr. Siit kompozisyondaki farkliliklarin yani sira farelerden siit
numunesi elde etmek son derece zordur (Notebaert, & Meyer, 2006). Farelerin idaresi
ve manipiilasyonlar1 ineklere kiyasla ¢ok daha kolaydir. Kisa bir ireme siklusuna sahip
olmalar1 nedeni ile dogum yapmalar1 ve laktasyona baslamalar1 ineklere kiyasla ¢cok
daha kisa zaman almaktadir. Cogu mastitis deneyi ve meme tiimorlerinin indiiksiyonu
laktasyon doneminde gergeklestirildigi icin farelerin tireme siklusunun kisa olmasi son
derece Onemlidir. Genetik acidan modifiye edilmis farelerin kullanimi, mastitisin
tedavisine ve Onlenmesine katki saglayacak yeni hiicresel ve molekiiler
mekanizmalarn agiga c¢ikarilmasma yardimci olmaktadir (Ingman, Glynn, &
Hutchinson, 2015). Ineklerin sevk ve idaresinin gii¢ olmas, {ireme sikluslarinm uzun
olmasi ve ineklerde olusturulan in vivo mastitis deneylerinin maliyetinin yliksek
olmasi, pek ¢ok arastiricinin fare mastitis deneylerini tercih etmesine neden olmaktadir
(Demon ve ark., 2013). Bu amagla farkli bakteri suslarmm (6rnegin E.coli ve S.
aureus), ¢esitli bakteriyel lirtinlerin (6rnegin stafilokokal enterotoksin C, LPS ve LTA)
kullanildig1 ve ¢esitli inokiilasyon tekniklerinin uygulandig: fare mastitis modelleri
gelistirilmistir (Arbab ve ark., 2021; Chinchali, & Kaliwal 2014; Fang ve ark., 2019;
Ingman ve ark., 2015; Jensen ve ark., 2013; Lai ve ark., 2017; Notebaert, & Meyer,
2006). Meme i¢i yolla canli bakteri uygulamasi, spesifik bakteriyel patojenlere kars1
olusan bagisiklik yanitlarmi arastirmak ve deneysel asi caligmalarinin etkinligini
incelemek i¢in kullanilmaktadir (Gong ve ark. 2010; Guo ve ark., 2017). Ancak canli
bakterinin kullanildig: ¢calismalarda sepsis olusum riski nedeniyle hayvanlarin saglik
durumu dikkatlice monitdrize edilmelidir. Ek olarak, canli bakteri kullanimi hem
laboratuvar calisanlar1 hem de deney hayvanlar1 i¢in bir saglik riski olusturdugundan
ileri biyogiivenlik tedbirleri alinmalidir (Ingman ve ark., 2015). Bahsi gecen risklerin
olusum siklig1 bakteri tirtinlerinin kullanildig1 ¢alismalarda ¢ok daha diisiiktiir. Ancak
bu caligmalar spesifik bir etkenin olusturdugu enfeksiyondan ziyade bagisiklik
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yanitlarin1 incelemek amaci ile kullanilmaktadir. Bu nedenle farelerde mastitisi
indiiklemek i¢in meme i¢ci yolla LPS uygulanmistir. Tez calismasinda da akut
mastitisin indiiksiyonu i¢in siklikla tercih edilen Balb-c irki disi fareler tercih edilmis
ve Onceki ¢aligmalarda kullanilan doz araliklarinda LPS uygulamasi yapilmistir

(Barham ve ark., 2012; Lai ve ark., 2017).

LPS gram negatif bakterilerin hiicre duvarlarinda bulunan ana patojenik
komponenttir. Hiicrelerin ylizeylerinde bulunan reseptorlerine baglanarak cesitli
fonksiyonlar1 yerine getiren yangisal mediyatdrlerin salinimini uyarir (Kan ve ark.,
2021). Yangmin akut ve kronik sathasinda gorev alan IL-1pB, IL-6, IL-13 ve TNF-q,
proinflamatuvar ve profibrotik etkilere sahip olan ve mast hiicreleri tarafindan da
tretilen Onemli mediyatorlerdir (Lai ve ark, 2017). Myeloperoksidaz
(myeloperoxidase, MPO), nétrofil 16kositler ve makrofajlar tarafindan tretilen ve
bakterisidal savunmada son derece dnemli olan bir lizozomal enzimdir. Dokularda
akut ve kronik yanginin bir indikatdrii olarak kullanilmaktadir (Hanifeh ve ark., 2018;
Liu ve ark., 2019; Queiroz-Junior ve ark., 2009). Tez ¢alismas1 kapsaminda, yangmnin
onemli bilesenlerinden olan IL-1fB, IL-6, IL-13 ve TNF-a diizeyleri ELISA ile
incelenmis ve histopatolojik lezyonlar ile eslestirilmistir. Yangmin Onemli

belirteclerinden olan MPO aktivitesi de deney modelinde sorgulanmaistir.

LPS ile akut mastitisin indiiklendigi meme dokularinda akut yangisal siireg ile
iliskili mikroskobik degisikliklerin olustugu gbzlenmistir. Bu meme dokularmmda kan
damarlarmm hiperemik ve dokunun degisen derecede 6demli oldugu; interstisyumda,
alveol ve kanal limenleri igerisinde c¢ok sayida ndtrofil 16kositin bulundugu
gozlenmistir. LPS grubundan elde edilen meme dokularinda gézlenen mikroskobik
lezyonlar, farelerde LPS ile akut mastitisin indiiklendigi ¢aligmalarin bulgular1 ile
benzerlik gostermistir.(Jiang ve ark. 2018). Histopatolojik bulgulara ek olarak, LPS
grubundan elde edilen meme dokularinda kontrol grubu ile kiyaslandiginda MPO, IL-
1B, IL-6 ve IL-13 seviyelerinde de 6nemli bir artisin sekillendigi tespit edilmis ve akut
yangisal reaksiyonun varligi dogrulanmistir. LPS ile akut mastitisin indiiklendigi
benzer ¢aligmalarda meme dokularmda MPO, IL-1p, IL-6 ve TNF- a diizeylerinde bir
artisin meydana geldigi bildirilmistir (Jiang ve ark., 2018; Lai ve ark., 2017; Wang ve
ark., 2018). Takashima ve arkadaglar1 (2021), LPS uygulamasinin yapildig1 fare meme
dokularinda IL-6 ve TNF-a diizeylerinin artis gésterdigini, IL-1B ve IL-13 diizeyinde
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bir farkliligin sekillenmedigini ancak plazma seviyesinde bir artisin meydana geldigini
tespit etmislerdir. Akut mastitis modelinde, LPS grubunun TNF-a diizeyinde diger
gruplara kiyasla bir artig sekillense de istatistiksel analizler bu farkliligin anlaml
olmadigini tespit etmistir. Calisma kapsaminda beklentileri yansitmayan ve dnceki
literatiir verileri ile uyum igerisinde olmayan bu tablonun ELISA kiti veya uygulama
yontemi ile iliskili aksakliklardan veya orneklerin islenmesi sirasinda doku TNF

diizeyini etkileyen olasi proteaz aktivitelerinden kaynaklanabilecegi diistiniilmiistiir.

Akut mastitis olusturulan farelerin meme dokularindaki mast hiicreleri
incelendiginde, akut mastitisli ineck meme dokularma benzer sekilde, graniile,
degraniile ve toplam mast hiicre sayismin belirgin derecede artig gosterdigi tespit
edilmistir. Akut mastitisli inek meme dokularinda yerlesim gosteren graniile,
degraniile ve toplam mast hiicre sayilar1 sirasi ile 7,61; 2,44 ve 10,05 iken LPS ile akut
mastitisin olusturuldugu fare meme dokularinda bu degerler sirasi ile 5,02; 4,72 ve
9,74 olarak bulunmustur. Yapilan literatiir taramalarinda inek ve fare meme
dokularmda yerlesim gosteren mast hiicrelerinin sayisi ve faaliyetleri ile iligkili bir veri
mevcut olmadigr i¢cin, bu hiicrelerin farkli doku ve organlarda akut yangisal yanit
esnasinda aldiklar1 rolleri inceleyen ¢alismalar {izerinden 6rnekler verilecektir. Inek ve
fare meme dokularindan elde edilen veriler ile paralellik gosterecek sekilde, akut
yangisal yanit esnasinda mast hiicre sayisinda bir artisin sekillendigi cesitli caligmalar
ile ortaya konulmustur. Dong ve arkadaglar1 (2019), IP yolla tek doz LPS (1mg/kg)
uygulayarak indiikledigi noroinflamasyon modelinde ratlarin beyin dokusunda
yerlesim gdsteren mast hiicrelerinin sayismmin kontrol grubuna kiyasla artig
gosterdigini ortaya koymustur. Benzer sekilde, IP yolla tek doz LPS (ratlarda 2 mg/kg
ve farelerde 4 mg/kg) uygulamasmin rat ve fare beyin dokusunda yerlesim gosteren
mast hiicre sayisinda énemli bir artisa neden oldugu gosterilmistir (Wang ve ark.,
2020). Kiit travma ile akut akciger hasarinmn olusturuldugu ratlarin akciger dokularinda
toplam ve degraniile mast hiicre sayisinda onemli bir artisin sekillendigi rapor
edilmistir (Titiincii, Torun, & Ertugrul, 2020). Sekal ligasyon ve punksiyon ile sepsis
olusturulan ratlarda deri, trakea ve peritonda degraniile mast hiicre sayismda énemli
bir artisin sekillendigi gosterilmistir (Seeley ve ark., 2011). LPS grubundan elde edilen
meme dokularmin mast hiicre sayisinda meydana gelen belirgin artis, mast

hiicrelerinin akut yangisal cevap swasinda aktif olarak rol oynadiklarina isaret
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etmektedir. Meme dokusunda yerlesim gdsterenlere ek olarak, tez ¢alismasinda meme
lenf yumrularinda yerlesim gosteren mast hiicreleri de incelenmistir. Meme dokusunda
ki tabloya benzer sekilde, lenf yumrusu medullar sinuslarmda bulunan mast hiicre
sayisinda (23,4) da kontrol grubuna (3,4) gore belirgin bir artig tespit edilmistir.
Dokularda yerlesik halde bulunduklar1 bilinen mast hiicrelerinin LPS enjeksiyonu
sonrasinda yangmin indiiksiyonu ile hizli bir sekilde lokal lenf yumrularinda sayica
artmis olmasi1 bu hiicrelerin aktif bir sekilde mobilize olarak yangi bolgesine

ulagabildiklerinin ve yangisal cevaba katildiklarmin gostergesi olarak yorumlanmistir.

Tez ¢aligmasinda mast hiicrelerinin yanginmn varligi ve siddeti lizerindeki olas1
etkilerinin arastirilmasi i¢in bir mast hiicre stabilizatorii olan kromolin sodyum, IP ve
IM yolla in vivo fare deneylerinde kullanilmistir. IP veya IM yolla uygulanan kromolin
sodyumun ve dolayis1 ile mast hiicre stabilizasyonunun mastitisler tizerindeki olas1
etkilerinin irdelendigi literatiir bilgisine rastlanmamistir. Dolayisiyla, mast
hiicrelerinin degraniile olmasini engelleyen kromolin sodyumun benzer ¢calismalardaki
verilis yolu ve doz araligi takip edilmistir (Guimbal ve ark. 2021; Jiang ve ark., 2018;
Liao ve ark., 2010). Kromolin sodyumun lokal etkilerinin degerlendirilmesine ve bu
iki verilis yolunun etkinliginin karsilagtirilmasina olanak verecek sekilde
enjeksiyonlar geceklestirilmistir. Akut mastitis modelinde, tek basma kromolin
sodyum uygulamasmin yapildig1 gruplardan elde edilen meme dokularmin
mikroskobik incelemesinde akut yangisal degisikliklerin sekillenmedigi ve IP ve IM
yolla uygulanan kromolin sodyumun meme dokusunun MPO diizeyinde bir artisa
neden olmadig1 tespit edilmistir. Ek olarak, IP ve IM yolla kromolin sodyum
uygulamasmin kontrol grubu ile kiyaslandiginda IL-1B ve IL-13 diizeyinde bir
azalmaya neden oldugu gézlenmistir. Tiim bu bulgular degerlendirildiginde, IP ve IM
kromolin sodyum uygulamasmin kullaniminin giivenli oldugu ve meme dokusunda

akut yangisal reaksiyona yol agmadig tespit edilmistir.

Akut mastitis modelinde, kromolin sodyum ve LPS’in birlikte uygulandigi
meme dokularmin mikroskobik incelemesinde yanginmn siddetinin, yangmnin
dagiliminin ve meme dokusuna infiltre olan yangi hiicrelerinin sayisinm azaligi, kisaca
akut yangisal degisikliklerin hafifledigi gozlenmistir. Mikroskobik bulgular ile paralel
olacak sekilde, kromolin sodyum uygulamast dokularda MPO aktivitesinin, IL-1p ve

IL-13 diizeylerinin belirgin 6l¢iide azalmasma neden olmustur. Boylece, IP ve IM
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yolla kromolin sodyum uygulamasmin ve mast hiicre inhibisyonunun, farelerin LPS
ile indiiklenen akut mastitis modelinde koruyucu etkisinin oldugu ve akut yangisal
reaksiyonu belirgin 6l¢iide hafiflettigi gosterilmistir. Cesitli hastalik modellerinde ve
in vitro kosullarda kromolin sodyumun ve mast hiicre inhibisyonunun etkileri
gosterilmis olsa da meme dokusu iizerindeki etkileri ilk defa bu ¢aligma ile ortaya
konmustur. Ratlarda IP yolla LPS verilerek olusturulan sepsis modelinde 100 mg/kg
dozda uygulanan kromolin sodyumun serum IL-6 diizeyinde bir azalma ile
sonuglandigi ve ratlarin hayatta kalma siiresini uzattigi tespit edilmistir (Seeley ve ark.,
2011). Parakuat ile indiiklenen akciger hasar1 modelinde nebulizasyon yolu ile
uygulanan kromolin sodyumun serum IL-1B ve TNF-a diizeylerinde bir azalmaya
neden oldugu gosterilmistir (Harchegani ve ark., 2016). 0.3 uM dozda uygulanan
kromolin sodyumun, TNF-a ile aktive edilen insan mikroglia hiicrelerinden IL-1p ve
IL-6 da dahil olmak tizere pek ¢ok sitokinin ve kemokinin salmimmi engelledigi ortaya
konmustur (Wang ve ark., 2021). Farelerde ince bagirsakta olusturulan iskemi-
reperflizyon hasarini takiben intravendz yolla verilen ve 25 mg/kg olacak sekilde
hazirlanan kromolin sodyumun yangisal sitokin miktarmda, MPO aktivitesinde ve
mast hiicre sayisinda bir azalmaya neden oldugu tespit edilmistir (Gan ve ark., 2013).
Zhang ve arkadaslar1 (2013), intravendz yolla verilen kromolin sodyumun (25 mg/kg)
mast hiicre degraniilasyonunu engelleyerek akut akciger hasarini hafiflettigi ve IL-18,
IL-6 ve TNF-a miktarinda belirgin bir azalmaya neden oldugu gésterilmistir. 50 mg/kg
dozda intranasal olarak verilen kromolin sodyumun farelerde influenza viriis
enfeksiyonu swrasinda yangisal reaksiyonu hafiflettigi ve hayatta kalma siiresini
uzattig1 tespit edilmistir (Han ve ark., 2015). Benzer sekilde, ratlarn LPS ile
indiiklenen noéroinflamasyon modelinde 200 pg/pul dozda olacak sekilde hipotalamus
icerisine uygulanan kromolin sodyumun doku TNF-a ve IL-6 diizeylerinde bir
azalmaya neden oldugu gosterilmistir (Dong ve ark., 2019).

Kromolin sodyum uygulamasmmn LPS ile akut mastitisin indiiklendigi meme
dokularinda graniile, degraniile ve toplam mast hiicre sayisini azaltti§1 gozlenmistir.
LPS grubundan elde edilen fare meme dokularinda yerlesim gosteren toplam mast
hiicre sayis1 9,74 iken IM Kromolin + LPS ve IP Kromolin + LPS gruplarinin toplam
mast hiicre sayilarinin sirasi ile 4,80 ve 4,90 oldugu tespit edilmistir. LPS, IM

Kromolin + LPS ve IP Kromolin + LPS gruplarinda graniile mast hiicre sayisinin siras1
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ile 5,02; 3,82 ve 3,65 oldugu saptanmistir. LPS grubunun degraniile mast hiicre
sayismin 4,72; IM Kromolin + LPS grubundan elde edilen meme dokularinda
degraniile mast hiicre sayismin 0,91 ve IP Kromolin + LPS grubunun degraniile mast
hiicre sayismin 0,98 oldugu gozlenmistir. Degraniile mast hiicre sayisinda meydana
gelen azalma, kromolin sodyum uygulamasmin mast hiicre degraniilasyonunu etkili
bir sekilde inhibe ettigini gostermektedir. Mast hiicre sayisinda ve aktivitesinde
meydana gelen azalma MPO aktivitesinde, IL-1B, IL-6 (IP Kromolin + LPS grubu
icin) ve IL-13 diizeylerinde meydana gelen diisiis ile paralellik gostermektedir. Bu
durum kromolin sodyum uygulamasinm mast hiicreleri tarafindan da tiretildigi bilinen
proinflamatuvar sitokinlerin salinimini engellemesi ve akut yangisal reaksiyonu

hafifletmesi seklinde yorumlanmaistir.

Deksametazon, antiinflamatuvar ilaglarin etkinliginin arastirildigi in vivo ve in
vitro ¢aligmalarda pozitif kontrol olarak siklikla kullanilan bir ajandir (Lai ve ark.,
2017; Yu ve ark, 2020). Bu nedenle kromolin sodyumun ve mast hiicre
stabilizasyonunun yangisal siire¢ tizerindeki etkisinin karsilastirilabilmesi i¢in ¢aligma
gruplarina deksametazon dahil edilmistir. Mikroskobik incelemede, deksametazon ve
LPS enjeksiyonlarmin birlikte yapildigt meme bezlerinde tek basma LPS uygulanan
gruba kiyasla yanginin siddetinin son derece azaldigi tespit edilmistir. Ek olarak, LPS
ile akut mastitisin olusturuldugu meme dokular ile karsilastirildiginda, deksametazon
uygulamasmin IL-1pB, IL-13, IL-6 ve MPO diizeylerinde belirgin bir diisiise neden
oldugu saptanmistir. DEX + LPS ile IM Kromolin + LPS ve IP Kromolin + LPS
gruplarinin IL-13 ve IL-6 diizeyleri arasinda anlamli bir farkliligin bulunmadig tespit
edilmistir. Bu durum deksametazon ve kromolin sodyumun bu iki sitokinin {iretimi

tizerindeki etkilerinin benzer olmasi seklinde yorumlanmaistir.

Calismanin bir diger asamasinda, tedavisi uygun sekilde yapilmayan klinik
mastitis vakalarmin ve subklinik seyirli enfeksiyonlarin kronik mastitise ve meme
dokusunda fibrozis olusumuna neden olduklar1 bilindigi i¢in farelerde kronik mastitis
modeli olusturulmustur. Inek mastitis vakalarmnm biiyiik bir ¢ogunlugu subklinik -
kronik seyirli oldugu i¢in bu forma yonelik deneysel modellerin olusturulmasi son
derece onemli ve gereklidir. Farelerde kronik mastitisin indiiklendigi smirli sayida
calisma mevcuttur. Tuchscherr ve arkadaslar1 (2005), 10° - 10° CFU Kkapsiil (-) S.

aureus suslarint meme bas1 kanali yolu ile uyguladiklarinda meme dokusunda
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mononiikler hiicre ve nétrofil I6kosit infiltrasyonlart ile birlikte siddetli doku hasarmnin
sekillendigini ve kronik mastitisin indiiklendigini bildirmislerdir. Ancak bu ¢alismada
kronik yangisal siirecin en 6nemli karakteristiklerinden olan bag doku artisina iliskin
bir veri paylasilmamistir. Bir bagka ¢alismada, bakteriyel endotoksin uygulamasmi
takiben yapilan S.aureus inokiilasyonunun da farelerde kronik mastitisi indiikledigi
bildirilmis, fakat epitel hiicrelerinde sekillenen hiperplastik degisikliler haricinde
kronik yangisal bulgulardan bahsedilmemistir (Anderson, 1979). Bir bagka ¢alismada,
farelerde kronik mastitisin indiiklenmesi amaci1 ile 105 CFU/ml S. aureus siispansiyonu
direkt olarak derialt1 yolla girilerek meme dokusunun icerisine verilmistir (Bi ve ark.,
2020). Ayni calismada meme dokusunda sekillenen dejeneratif ve nekrotik
degisiklikle ile birlikte fibroblast proliferasyonunun arttigi, fibroblastlarda aktin ve
kollajen ekpresyonunun da artig gosterdigi bildirilmistir. Bu ¢aligmada kullanilan
metot son derece pratik ve basarili olsa da siispansiyonun meme dokusu igerisinde
homojen bir sekilde dagilim gostermemesi, bakteri kolonilerinin ¢evre dokulara
yayllmast ve meme dokusunda bakteri kolonilerinin istenilen konsantrasyona
ulasamamas1 gibi istenmeyen etkilere yol acabilecegi i¢in tez calismasinda tercih
edilmemistir. Mastitisi indiikleyen ajanlarin, LPS gibi, meme bas1 kanali yolu ile
verilmesi soliisyonun kanal sistemi ve alveoller boyunca yayilmasini, boylece yangisal
degisikliklerin sadece meme dokusu ile smirli kalmasini ve meme dokusundaki
trmanan enfeksiyon modeline yakinlik saglar. Tez calismasinda sayilan tim bu
sebeplerden otiirii, kronik mastitisin indiiklenmesi i¢in konsantrasyonu 0,2 pg/1 pl
olacak sekilde hazirlanan LPS soliisyonundan meme bas1 kanali yolu ile 50 pl enjekte
edilmistir. Kronik mastitis modeli i¢in bu enjeksiyonlar toplamda ii¢ kez tekrarlanmis
bdylece yangisal siirecin uzamasi saglanmis ve kronik mastitis basarili bir sekilde
olusturulmustur Bu yontem dahilinde fibrozin belirgin sekilde indiiklendigi bir kronik
mastitis modeli ilk defa raporlanmigtir. Kronik mastitis modelinde, kontrol grubunu
olusturan meme dokularmnm ortalama bag doku ytlizdesi %35,24 iken bu deger LPS ile
kronik mastitisin indiiklendigi meme dokularinda %17,37 olarak bulunmustur.
Histopatolojik bulgularmn yaninda, MPO aktivitesi ile birlikte profibrotik IL-1 ve IL-
13 diizeylerinde meydana gelen artis da kronik yangisal siirecin varligini destekler

niteliktedir.
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IL-1p’nin ¢esitli organlarda sekillenen fibrozis tablosunda 6nemli roller
oynadigi yapilan calismalar ile ortaya konmustur. /n vivo kosullarda IL-1B’nin
noétralizasyonunun farelerde pulmoner fibrozisi hafiflettigi ve artan IL-1f diizeylerinin
fibrozisin siddetini artirdig1 rapor edilmistir (Guo ve ark., 2013). Ek olarak, IL-1p’nin
gingival fibroblastlarda kollajen tiretimini artirdig1 (Lu ve ark., 2010) gosterilmistir.
Tez caligmasinda IL-1p diizeyinde meydana gelen artis, bu sitokinin meme dokusunda
kronik yangisal siirecte ve fibrozis olusumunda rol oynamasi seklinde yorumlanmastir.
Buna karsilik olarak, IL-1B’nmn tam tersine antifibrotik etkinlik gdsterdigini belirten
caligmalar da mevcuttur. Xiao ve arkadaslar1 (2008), IL-1B’ya maruz kalan kardiyak
fibroblastlarda MMP ekpresyonunun arttigmi ve bdylece dokularda ECM birikiminin
azaldigini yani IL-1B’nin anti-fibrotik gorevler {istlenebilecegini de gostermislerdir.
Ek olarak, IL-1B’nin TGF-1B ile indiiklenen myofibroblast olusumunu inhibe ettigi,
a-SMA ekpresyonunu azalttigi, kollajen lal (collagen lal, Collal) iiretimini de
azalttig1 bulunmustur (Mia, Boersema, & Bank, 2014).

Bir diger pro-fibrotik sitokin olan IL-13’lin in vivo kosullarda TGF-1B’y1
aktive ederek farelerde pulmoner fibrozis olusumuna katkida bulundugu gosterilmistir
(Lee ve ark., 2001). Pulmoner idiyopatik fibrozise sahip olan bireylerin bronkoalveoler
lavaj sivilarinda IL-13 diizeyinin artt1g1 rapor edilmistir (Park ve ark., 2009). Murray
ve arkadaslar1 (2008), IL-13{in idiyopatik pulmoner fibrozise sahip olan bireylerden
izole edilen akciger fibroblastlarinda a-SMA ve kollajen ekpesyonunu artirdigini
bildirmislerdir. Dahasi, IL-13’lin ¢esitli sinyallesme yolaklar1 vasitasi ile
myofibroblast olusumunu indiikledigi de gosterilmistir (Guo ve ark., 2015; Saito ve
ark., 2003). Bahsi gecen calismalarm bulgular1 ile uyumlu olacak sekilde, tez
calismasinda kronik mastitisin indiiklendigi meme dokularinm IL-13 diizeyinde bir
artisgin sekillendigi tespit edilmistir. Kronik mastitis modelinde, kontrol grubunu
olusturan meme dokularinin ortalama IL-13 degeri 16,09 pg/ml iken LPS ile kronik
mastitisin indiiklendigi meme dokularinda bu deger 19,67 pg/ml olarak bulunmustur
(p: 0,015). Kronik mastitisin indiiklendigi meme dokularinda sekillenen bu artis, bu
profibrotik sitokinin meme dokusunda kronik yangisal siiregte ve fibrozis olusumunda

onemli roller iistlendigini diistindiirmiistiir.

Tez calismas1 kapsaminda, profibrotik sitokin diizeyinde meydana gelen artigin

yan1 sira kronik yanginin indiiklendigi meme dokularinda MPO aktivitesinin de artig
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goriilmiistiir. Kronik mastitis modelinde, kontrol grubundan elde edilen meme
dokularmda 6lciilen ortalama MPO degeri 2,298 mU/ml iken bu deger LPS ile kronik
mastitisin indiiklendigi meme dokularinda 3,395 mU/ml olarak bulunmustur (p:
0,031). MPO aktivitesinde meydana gelen artis, diger organlarda sekillenen fibrozisi
konu alan arastirmalarda yangmin siddetinin belirlenmesi i¢in kullanilan yontemlerle
ve bulgularla uyum igerisindedir. Ornegin, yangisal bagirsak hastaligma sahip olan
bireylerin intestinal mukozasinda MPO aktivitesinin artig gosterdigi tespit edilmistir
(Chami, Martin, Dennis, & Witting, 2018). Kistik fibrozise sahip olan bireylerde artan
MPO aktivitesi ile bronsiktazi olusumu arasinda pozitif yonde bir iliski oldugu ortaya

konmustur (Dickerhof ve ark., 2017).

Tez ¢aligmas1 kapsaminda kronik mastitisin olusturuldugu meme dokularinin
IL-6 diizeyinde anlaml bir artis sekillenmese de farkli doku ve organlarda kronik
yangisal siire¢ esnasinda bu profibrotik sitokinin artig gosterdigini bildiren ¢aligmalar
da mevcuttur. Bleomisin ile akciger fibrozisinin indiiklendigi farelerde serum IL-6
diizeyinin artt1ig1 gosterilmistir (Shieh ve ark., 2019). Mast hiicreleri tarafindan tiretilen
IL-6’nin aterosklerozis olusumuna katkida bulundugu rapor edilmistir (Sun ve ark.,
2007). Pulmoner idiyopatik fibrozise sahip olan farelerden elde edilen bronkoalvoler
lavaj stvilarinda ve bu hayvanlarin akciger dokusundan izole elde edilen pulmoner
epitel hiicre kiiltiirlerinin slipernatantlarimda IL-18 ve IL-6 miktarinda artisin
sekillendigi tespit edilmistir (Aumiller ve ark. 2013). Benzer sekilde, pulmoner
idiyopatik fibrozise sahip olan bireylerin bronkoalveoler lavaj sivilarinda ve
serumlarinda IL-1p ve IL-6 diizeylerinin saglikli olan bireylere kiyasla daha yiiksek
oldugu gosterilmistir (Weng ve ark., 2019; Wilson ve ark., 2010). Tez ¢aligmasinda
kronik mastitisin indiiklendigi meme dokularmin IL-6 diizeyinde herhangi bir
degisiklik gozlenmemistir. Bu farkliligin meme dokusuna has bir 6zellik oldugu ve
uygulanan model dahilinde IL-6 diizeylerinde bariz farkliliklarin sekillenmedigi
diistinii Imiistiir.

LPS ile kronik mastitisin indiiklendigi fare meme dokularinda yerlesim
gosteren graniile, degraniile ve toplam mast hiicre sayisinin siddetle artis gosterdigi
tespit edilmistir. Kronik mastitis modelinde, kontrol grubunu olusturan meme
dokularmda yerlesim gosteren graniile, degraniile ve toplam mast hiicre sayilar1 siras1

ile 5,83; 2,37 ve 8,20 iken LPS ile kronik mastitisin olusturuldugu meme dokularinda
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bu degerler siras1 ile 10,93; 4,80 ve 15,73 olarak bulunmustur. Tez calismasinin
verileri ile paralellik gosterecek sekilde, kronik yangisal siiregte dokulardaki mast
hiicre sayisinmn artig gosterdigini bildiren ¢aligmalar da mevcuttur. Veerappan ve
arkadaglar1 (2013), idiyopatik pulmoner fibrozisli hastalarm, saglikli bireylere gore,
akciger dokusunda daha fazla sayida mast hiicresine sahip olduklarin1 gostermislerdir.
Mast hiicrelerine sahip olmayan farelerde fibrozisin olusturulmasina yonelik yapilan
deneylerde, bu hayvanlarmn akciger fibrozisinden korunduklar1 ancak ayni1 hayvanlara
trakea aracilig1 ile mast hiicreleri verildiginde fibrozisin sekillendigi ortaya konmustur
(Veerappan ve ark., 2013). Otozomal resesif polikistik bobrek hastaligina sahip olan
ratlarda karaciger dokusunda degraniile mast hiicre sayismm artis gosterdigi
bulunmustur (Jiang ve ark., 2018). Safra kanali ligasyonu ile hepatik fibrozisin
olusturuldugu ratlarda mast hiicre sayisinin artis gosterdigi saptanmistir (Hargrove ve

ark., 2016).

Tez calismasinda mast hiicre stabilizasyonunun kronik yangisal profile ve
ozellikle fibrozis olusumu iizerindeki etkilerinin degerlendirilmesi i¢in IP ve IM yolla
kromolin sodyum uygulamasi gerceklestirilmistir. Kromolin sodyum ve LPS
uygulamasmin birlikte yapildigi gruplarda meme dokusunda yerlesim gosteren
graniile, degraniile ve toplam mast hiicre sayisi ile birlikte fibrozisin siddetinin belirgin
derecede azaldigi tespit edilmistir. LPS grubundan elde edilen meme dokularmin
ortalama bag doku yiizdesi %17,37 iken bu degerin IM Kromolin + LPS grubunda
%11,60 ve IP Kromolin + LPS grubunda 7,12 oldugu tespit edilmistir. Bdylece, mast
hiicrelerinin ve mast hiicre irlinlerinin meme dokusunda sekillenen fibrozis ile
dogrudan iligkili oldugu ortaya konmustur. Profibrotik sitokin (IL-1B ve IL-13) ve
MPO diizeylerinde meydana gelen azalma da bu bulgular1 destekler nitelik
tasimaktadir. Mast hiicre stabilizasyonunun meme dokusundaki yangisal siirecte ve
fibrozis olusumunda aldigi rollerin irdelendigi baska bir calisma mevcut olmadigi i¢in,
kronik yangisal degisikliklerin sekillendigi diger doku ve organlar iizerinde yapilan
calismalarin verilerine bakildiginda; Kennedy ve arkadaslari (2014), safra kanali
ligasyonunun uygulandigi ratlarda kromolin sodyumun hepatik mast hiicrelerinin
sayisinda ve aktivitesinde belirgin bir azalmaya neden oldugunu ve artan mast hiicre
sayis1 ile biliyer hiperplazi arasinda pozitif yonde bir iliski oldugunu tespit etmistir.

Liao ve arkadaslar1 (2010), transversal aortik konstriksiyon uygulanarak asir1 basing
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yiikii ve myokardiyal fibrozis olusturulan farelerde kardiyak mast hiicrelerinin
sayisinda 6nemli bir artigin meydana geldigini, kromolin sodyum uygulamasmin mast
hiicre degraniilasyonunu engelledigini ancak mast hiicre sayisinda bir farkliligin
meydana gelmedigini ve myokardiyal fibrozisin siddetinin azaldigini ortaya
koymustur. Ratlarda unilateral {ireteral obstriiksiyon ile olusturulan renal fibrozis
modelinde bobrek dokusunda mast hiicre sayismin artig gosterdigi ve kromolin
sodyum uygulamasmin fibrozis olusumunu hafiflettigi gosterilmistir (Veerappan ve
ark., 2012). Ayni calismada, mast hiicrelerinden yoksun olan farelerin renal fibrozisten

korundugu bildirilmistir.

Tez ¢alismasinda inek meme dokularinda gézlenene benzer sekilde, fare meme
dokularmda da MCr, MCc, MCrc fenotipte mast hiicrelerinin bulundugu ilk defa
ortaya konmustur. Saglikli meme dokulari ile kiyaslandiginda akut mastitise sahip olan
meme dokularma MCr, MCc hiicrelerinin sayisinda belirgin bir artisin sekillendigi
tespit edilmistir. Akut mastitis modelinde, kontrol grubunu olusturan meme
dokularinda sayilan ortalama MCr ve MCc hiicre sayilar1 sirasi ile 2,87 ve 2,43 iken
LPS ile akut mastitisin indiiklendigi meme dokularinda bu degerlerin sirasi ile 4,27 ve
5,50 oldugu gozlenmistir. Benzer sekilde, kronik mastitisin indiiklendigi fare meme
dokularmda MCr, MCc, MCrc hiicrelerinin sayismm kontrol grubuna kiyasla artis
gosterdigi saptanmistir. Kronik mastitis modelinde, kontrol grubunun MCr, MCc ve
MCrc hiicre sayilar1 sirasi ile 7,13; 3,33 ve 3,17 iken kronik mastitisn olusturuldugu
meme dokularmda bu degerlerin siras1 ile 12,20; 8,20 ve 7,67 oldugu tespit edilmistir.
Kromolin sodyum uygulamasinin akut ve kronik mastitisin indiiklendigi meme
dokularmda MCr ve MCc hiicrelerinin sayisinda anlamli bir diisiise neden oldugu
goriilmiistiir. Bu bulgular MCr ve MCc hiicrelerinin yangmin hem akut hem de kronik

sathasmda 6nemli roller istlenebilecegini diistindiirmiistiir.

Takip eden deneylerde, akut ve kronik mastitis modeli gruplarmdan elde edilen
meme dokularmin triptaz ve kimaz diizeyleri 6l¢iilerek mast hiicresi spesifik bu
proteazlarin gruplar arasindaki olasi farkliliklar1 degerlendirilmistir. Akut ve kronik
mastitis modeli gruplarmdan elde edilen meme dokularmin triptaz ve kimaz diizeyleri
arasinda anlaml bir farkliligin bulunmadigi istatistiksel analizler ile ortaya konmustur.
Kromolin sodyum uygulamasinmn mast hiicre graniillerinde depolanan triptaz ve kimaz

miktarinda bir farkliliga sebep olmamasi ve graniil iceriginin dis ortama salinmasmi
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engellemesi, dokuda bulunan triptaz ve kimaz diizeylerini degistirmemektedir. Akut
ve kronik mastitis modeli gruplar1 arasinda triptaz ve kimaz diizeyleri agismmdan
anlaml bir farkliligin bulunmamasi, doku homojenatlarmin hazirlanmasi asamasinda
mekanik pargalanmaya maruz kalan mast hiicre graniillerinden triptaz ve kimazin
aciga ¢ikmasi ve kromolin sodyumun etki mekanizmasinmn bir sonucu olabilecegi
seklinde yorumlanmistir. Ek olarak, dig ortama salman triptaz enziminin yarilanma
Omriiniin 1,5-2,5 saat arasinda degiskenlik gOstermesi, bu calismanin bulgularmi
aciklayabilir niteliktedir (Payne, & Kam, 2004). Buna karsilik olarak, akut ve kronik
yangisal degisikliklerin sekillendigi dokularda triptaz ve kimaz diizeylerinin artis
gosterdigini rapor eden ¢alismalar da mevcuttur. Wang ve arkadaslar1 (2020), LPS ile
indiiklenen noroinflamasyon modelinde ratlarin beyin dokusundaki triptaz protein
seviyesinin artig gosterdigini ortaya koymustur. Pulmoner idiyopatik fibrozise sahip
olan bireylerin akcigerlerinde triptaz diizeyinin arttig1 da tespit edilmistir (Wygrecka

ve ark., 2013).

Calisgmanin {ciincii ve son basamaginda, kronik mastitise sahip olan meme
dokularinda artmis olan mast hiicrelerinin fibrozise dogrudan katki yapip
yapmadiklarini anlamak i¢in inek ve fare meme dokularindan izole edilen fibroblastlar
salt olarak triptaz ve kimaz enzimleri ile kiiltiire edilmis ve deneyler sonrasinda bu
hiicrelerin proliferasyon ve kollajen sentezleme kapasiteleri sorgulanmistir. Analizler
sonucunda ti¢ farkli dozda verilen triptaz ve kimazin fibroblastlarda proliferatif
kapasiteyi artirdig1 tespit edilmistir (Tablo 58 ve Tablo 59). Bu etkilerin selektif
olarak kimaz ve triptazdan kaynaklanip kaynaklanmadiginin anlasilmasi i¢in bu
proteazlarin hiicreye baglanmak i¢in kullandigi PAR-2 reseptorlerinin agonistleri ve
antagonistleri ile deneyler tekrarlanmistir. Antagonist uygulamalar1 sonrasinda
proliferatif kapasitenin azalmasi, agonistin ise tek basma triptaz gibi etki dogurmasi
elde edilen sonug¢larm bu enzimden kaynaklandigmi dogrulamistir. Triptaz ve kimaz
enzimlerinin farkli doku ve organlardan izole edilen fibroblastlar {izerinde proliferatif
etkiye sahip oldugu ve bu sekilde fibrozis olusumuna katkida bulundugu cesitli
calismalar ile ortaya konmustur. Akers ve arkadaslar1 (2000), triptaz enziminin P AR-
2 reseptorii araciligi ile insan akciger fibroblastlarinda proliferatif kapasiteyi artirdigini
ortaya koymustur. Benzer sekilde, triptaz enziminin insanlarin konjuktival

fibroblastlarmda (Asano-Kato ve ark., 2005) da benzer mitojenik etkiye sahip oldugu
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ortaya konmustur. Kimaz enziminin insan deri fibroblastlarinda, keloid ve hipertrofik
skar dokusundaki fibroblastlarda, bleomisin ile indiiklenen akciger fibrozisi modelinde
akciger fibroblastlarinda proliferatif kapasiteyi artirdig1 gosterilmistir (Chen ve ark.,

2017; Dong ve ark. 2012; Dong, Zhang, Ma, & Wen, 2014; Tomimori ve ark., 2003).

Hiicre kiiltiirii calismalarmin bir sonraki basamaginda, triptaz ve kimaz
enzimlerinin ECM sentezi lizerindeki etkilerinin anlasilmasi i¢in, kiiltiire edilen inek
ve fare meme fibroblastlar1 bu enzimler ile muameme edildikten sonra sentezledikleri
kollajen miktarlar1 6l¢iilmiistiir. Test sonucunda triptaz enziminin inek ve fare meme
fibroblastlarinda kollajen sentezini artirdigi, kimaz enziminin ise bu yonde bir
etkisinin bulunmadigi ortaya konmustur (Tablo 60 ve Tablo 61). Bu calismanin
sonucglarma paralel olacak sekilde, triptaz enzimi ve PAR-2 reseptor
interaksiyonlarmin kardiyak ve pulmoner fibroblastlarda kollajen sentezini artirdigi
gosterilmistir (Bagher ve ark., 2018; McLarty, Meléndez, Brower, Janicki, & Levick,
2011). Kimaz enzimi ile iligkili olarak, Dong ve arkadaslar1 (2014) kimaz enziminin
keloid fibroblastlarinin kollajen sentezini artirdigmi tespit etmistir. Benzer sekilde,
kimaz enziminin kardiyak fibroblastlar iizerinde de mitojenik etkiye sahip oldugu
gosterilmistir (Zhao ve ark., 2008). Fibroblastlar her bir organda, hatta ayn1 organin
birbirinden ayr1 kompartmanlarinda bile farkli bir fenotip sergileyebilen son derece
heterojen bir hiicre grubudur (Zeisberg, & Kalluri, 2012). Son derece 6zellesmis olan
bu hiicreler morfolojik Ozellikleri, yiizey antijenleri, proliferatif kapasiteleri ve
fonksiyonlar1 bakimindan 6énemli farkliliklar sergilemektedir (Mascharak, desJardins-
Park, & Longaker, 2021; Zou ve ark., 2021). Bu nedenle farkli hayvan tiirlerinden elde

edilen fibroblastlarin kimaz molekiiliine verecegi yanit da farklilik gdsterebilir.

Ozetlenecek olursa, mast hiicrelerinin meme dokusunda sekillenen akut ve
kronik yangisal siiregte aktif olarak rol oynadiklar1 ve fibrozisin siddeti ile artan mast
hiicre sayis1 arasinda dogrudan bir iligki oldugu tespit edilmistir. Kromolin sodyum
uygulamasi ile mast hiicre stabilizasyonunun yangiy1 hafiflettigi ve fibrozisin siddetini
azalttif1 ortaya konmustur. Triptaz ve kimaz enzimlerinin inek ve fare meme
fibroblastlarnda proliferatif kapasiteyi artirdigi, triptaz enziminin bu hiicrelerde
kollajen sentezini indiikledigi tespit edilmisti. Bu sonuclarin 1s13inda, mast
hiicrelerinin mastitisler sirasmda son derece onemli roller iistlenebilecekleri ortaya

konmustur. Hem yanginin hem de fibrozisin siddetinin hafifletilmesi i¢in bu hiicrelerin
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stabilizasyonunun yararli olabilecegi sonucuna varilmistir. Yapilacak sonraki
calismalarda mast hiicre stabilizatorlerinin mastitislerin tedavisinde etkin bir ajan
olarak klinik tedavi protokollerine dahil edilmesinin uygun olacagi kanisma

varilmigtir.
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7. SIMGELER VE KISALTMALAR
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COPD: Kronik Obstriiktif Akciger Hastaligi (Chronic Obstructive Pulmonary
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CRTy2: Thy Hiicreleri Tarafindan Ekprese Edilen Kemoatraktan Reseptor-Homolog
Molekiilii (Chemoattractant Receptor-Homologous Molecule Expressed on Tr2)
CXCL: Kemokin (C-X-C Motif) ligand1 [Chemokine (C-X-C motif) ligand]
CysLT1: Sisteinil-Lokotrien Tip 1 Reseptdr Antagonistleri (Cysteinyl-Leukotriene
Type 1 Receptor Antagonists )

DAMPs: Hasar Iliskili Molekiiler Motifleri (Damage Associated Molecular Patterns)
DEX: Deksametazon (Dexamethasone)

DMEM: Dulbecco's Modified Eagle's Medium

DPBS: Dulbecco’nun Fosfat Tamponlu Tuz Cozeltisi (Dulbecco’s Phosphate
Buffered Saline)

DSS: Disodyum siilfat (Disodium sulphate)

ECM: Ekstraseliiler Matriks (Extracellular Matrix)

EMT: Epitelyal-Mezenkimal Gegis (Epithelial to Mesenchymal Transition)
EndoMT: Endotelyal-Mezenkimal Gegis (Endothelial to Mesenchymal Transition)
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FceRI: Yiiksek Affiniteli IgE Reseptorii (The High-Affinity IgE Receptor)

FDA: Birlesik Devletler Gida ve ilag¢ Dairesi (U.S. Food and Drug Administration)
FGF-2: Fibroblast Biiyiime Faktorii-2 (Fibroblast Growth Factor-2)

GAG: Glikozaminoglikan (Glycosaminoglycan)

HDL: Yiiksek Yogunluklu Lipoprotein (High density lipoprotein, HDL)

HIF-1a: Hipoksi Ile Indiiklenen Faktor-1o (Hypoxia Inducible Factor-1a)

IBD: Yangisal Bagirsak Hastalig1 (Inflammatory Bowel Disease)

IFN-B: Interferon-B (Interferon-B)
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IgE: Immiinglobulin E (Immunglobulin E)

IL: Interlokin (Interleukin)

IM: Meme i¢i (Intramammary)

IP: intraperitoneal (Intraperitoneal)

LT: Lokotrien (Leukotriene)

LPS: Lipopolisakkarit (Lipopolysaccharide)

MCc: Kimaz (+) Mast Hiicreleri

MRGPRX2: MAS-iliskili G proteinine baglh reseptor-X2 (MAS-related G protein-
coupled receptor-X2)

MCr: Triptaz (+) Mast Hiicreleri

MCrc: Triptaz-Kimaz (+) Mast Hiicreleri

MHC: Major Histokompatibilite Kompleksi (Major Histocompatibility Complex)
MMP: Matriks Metalloproteinaz (Matrix Metalloproteinase)

MMT: Mezotelyal-Mezenkimal Gegis (Mesothelial to Mesenchymal Transition)
MPO: Myeloperoksidaz (Myeloperoxidase)

NGF: Sinir Biiyiime Faktorii (Nerve Growth Factor)

NK Hiicreleri: Dogal Oldiiriicii Hiicreler (Natural Killer Cells)

NLRs: NOD-Benzeri Reseptorler (NOD-Like Receptors)

nm: Nanometre

PAF: Platelet Aktive Edici Faktor (Platelet- Activating Factor)

PAMPs: Patojen-iliskili Molekiiler Motifler (Pathogen-Associated Molecular
Patterns)

PAR-2: Proteaz ile Aktive Edilen Reseptor-2 (Proteinase- Activated Receptor-2)
PBS: Fosfat Tamponlu Tuz Cozeltisi (Phosphate Buffered Saline)

PCR: Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction)

PDGF: Platelet-Kokenli Biiyiime Faktorii (Platelet-Derived Growth Factor)

pg: Pikogram

PGD:: Prostaglandin D, (Prostaglandin D,)

PLAs: Fosfolipaz As (Phospholipase Az)

PRRs: Motif Tanima Reseptorleri (Pattern Recognition Receptors)

RLRs: RIG-Benzeri Reseptorler (RIG-Like Receptors)

ROS: Reaktif Oksijen Tiirleri (Reactive Oxygen Species)

rpm: Dakikadaki Devir Sayis1 (Rounds Per Minute)

SCF: Stem Hiicre Faktorii (Stem Cell Factor)

SDF-1: Stromal Hiicre-Kokenli Faktor-1 (Stromal Cell-Derived Factor-1)
SFMT: Surf Field Mastitis Testi (Surf Field Mastitis Test)

TGF-B: Transforme Edici Biiylime Faktorii-f (Transforming Growth Factor-f3)
Tu2 hiicreleri: Yardimci T hiicreleri ( T helper 2 cells, Tu2)

TIMPs: MMP Enzimlerinin Dokudaki Inhibitrleri (Tissue Inhibitors of MMPs)
TLRs: Toll-Benzeri Reseptorler (Toll-Like Receptors)

TRAIL-R: TNF lliskili Apoptozis-indiikleyici Ligand (TNF-related Apoptosis-
Inducing Ligand)

U: Unite

VEGF: Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii (Vascular Endothelial Growth Factor)
W: Watt

WNT: Wingless/Int Sinyallesme Yolagi

YAP/TAZ: Yes-Associated Protein 1 (YAP)/Transcriptional Coactivator with PDZ-
Binding Motif (TAZ)
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ve LPS enjeksiyonlarmin yapildigi bir meme bezine ait olan lenf yumrusunun medullar
sinuslarinda yerlesim gosteren metakromazik mast hiicreleri. Toluidine blue boyama,
X400 DUYIIINE ......vveveeeeiieeiee ettt e e e e e e e e e ettt e e e eaaaeeaeeseeannnanes 122
Resim 77. Akut Mastitis Modeli, IP Kromolin + LPS Grubu. IP kromolin sodyum
ve LPS enjeksiyonlarmin yapildigi bir meme bezine ait olan lenf yumrusunun medullar
sinuslarinda yerlesim gosteren metakromazik mast hiicreleri. Toluidine blue boyama,
X400 DUYIIIINE .....coooveeeeeeeeiiiiiieeeeeee e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et e ee e ae e saaa et e e e aaeeeaeaaaaeas 122
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Resim 78. Akut Mastitis Modeli, DEX + LPS grubu. IP yolla deksametazon ve LPS
enjeksiyonlarmin yapildigi bir meme bezine ait olan lenf yumrusunun medullar
sinuslarinda yerlesim gosteren metakromazik mast hiicreleri. Toluidine blue boyama,
X400 DUYIIIINE ......cooooeeeeeeeeeeieeeeee e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et aaaaaaaaaaaaaaeas 122
Resim 79. Kronik Mastitis Modeli, Kontrol Grubu. Saglikli bir meme bezinde
alveollerin ve akitici kanallarm arasinda yerlesim gosteren metakromazik mast
hiicreleri. Toluidine blue boyama, x100 biiyiitme................cccoeeeeccvvrvvereneienaaaannn. 123
Resim 80. Kronik Mastitis Modeli, Kontrol Grubu. Saglikli bir meme bezinde
alveollerin ve akitict kanallarin arasinda yerlesim gosteren metakromazik mast
hiicreleri. Toluidine blue boyama, x200 biiytitme............ccccceeeeeeeeeeeiieeeieiieeeenennanns 123
Resim 81. Kronik Mastitis Modeli, Kontrol Grubu. Saglikli bir meme bezinde
alveollerin ve akitici kanallarm arasinda yerlesim gosteren metakromazik mast
hiicreleri. Toluidine blue boyama, x400 biiyiitme.................cccoeeeecerrveveieieiinaaaannn. 123
Resim 82. Kronik Mastitis Modeli, PBS grubu. PBS enjeksiyonlarinin yapildigi bir
meme bezinde alveollerin, kanallarin arasinda ve damarlarin ¢evresinde yerlesim
gosteren metakromazik mast hiicreleri. Toluidine blue boyama, x200 biiyiitme...... 123
Resim 83. Kronik Mastitis Modeli, PBS grubu. PBS enjeksiyonlarinm yapildig1 bir
meme bezinde alveollerin ve kanallar arasinda yerlesim gosteren metakromazik mast
hiicreleri. Toluidine blue boyama, x400 biiyiitme.................cccoeeeecccurieriieeniinaaaannn. 123
Resim 84. Kronik Mastitis Modeli, IM Kromolin Grubu. IM kromolin sodyum
enjeksiyonlarmin yapildigi bir meme bezinde dermiste, alveollerin ve kanallarin
arasinda yerlesim gosteren metakromazik mast hiicreleri. Toluidine blue boyama, x100
DULVEITING ..oooooieeeeeeeeeeeeeeee ettt e e e e e e e e e e e e ettt e eeeaaaeeeeas 123
Resim 85. Kronik Mastitis Modeli, IP Kromolin Grubu. IP kromolin sodyum
enjeksiyonlarinmn yapildigi bir meme bezinde alveollerin ve kanallarin ¢evresinde ve
interstisyel alanda yerlesim gosteren metakromazik mast hiicreleri. Toluidine blue
boyama, X400 DUYHIINE. ...............cceeeeeiieieieiiiiieeeeee e e e e e e e e e e e e e 124
Resim 86. Kronik Mastitis Modeli, LPS grubu. LPS enjeksiyonlar1 ile kronik
mastitisin indiiklendigi bir meme bezinde dermiste, alveollerin ve kanallarin arasinda
ve fibrotik alanlarda yerlesim gosteren metakromazik mast hiicreleri. Toluidine blue
boyama, X100 DUYHIINE. ...............cceeeeieieieiiiiiiieeeee e e e e et a e e e e e e e e e e 124
Resim 87. Kronik mastitis modeli, LPS grubu. LPS enjeksiyonlar1 ile kronik
mastitisin indiiklendigi bir meme bezinde alveollerin ve kanallarm cevresinde ve
fibrotik alanlarda yerlesim gosteren metakromazik mast hiicreleri. Toluidine blue
boyama, X400 DUYHIINE. ...............cceeeeeeiiieiiiiiieieee e e e e e e e e e e e e e 124
Resim 88. Kronik Mastitis Modeli, IM Kromolin + LPS grubu. IM kromolin
sodyum ve LPS enjeksiyonlarinm yapildig1 bir meme bezinde dermiste, alveollerin ve
kanallarin arasmda yerlesim gosteren metakromazik mast hiicreleri. Toluidine blue
boyama, X100 BUYIHIIE. ...............ccoueieieiciiiiiiiiiiiee e e e et e e e e e e e e e e e e 124
Resim 89. Kronik mastitis modeli, IM Kromolin + LPS grubu. IM kromolin
sodyum ve LPS enjeksiyonlarmin yapildigi bir meme bezinde alveollerin ve kanallarin
arasinda yerlesim gosteren metakromazik mast hiicreleri. Toluidine blue boyama, x200
DUIVEITING ..ooooeieeeeeeeeeeeee ettt e e e e e e e e e e e e ettt eeeeeeaaaeeeeeas 124
Resim 90. Kronik Mastitis Modeli, IM Kromolin + LPS grubu. IM kromolin
sodyum ve LPS enjeksiyonlarinin yapildigi bir meme bezinde alveollerin ve kanallarin
arasinda ve damarlarin ¢evresinde yerlesim gosteren metakromazik mast hiicreleri.
Toluidine blue boyama, X400 DUYIINE ...........ccoeeeeeeeeeeeeeiiiieiieiiiiiieieeaeens 124
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Resim 91. Akut Mastitis Modeli, IP Kromolin + LPS Grubu. IP kromolin sodyum
ve LPS enjeksiyonlarmm yapildig1 bir meme bezinde dermiste, alveollerin ve akitici
kanallarm ¢evresinde yerlesim gosteren metakromazik mast hiicreleri. Toluidine blue
boyama, X100 DUVIIIME. .........ccccceeeeeeeeeieieiiieieeeeeieeeeee s e e e e e e e e e e aeaaaaaaaeeaeeeenaes 125
Resim 92. Akut Mastitis Modeli, IP Kromolin + LPS Grubu. IP kromolin sodyum
ve LPS enjeksiyonlarmm yapildig1 bir meme bezinde dermiste, alveollerin ve akitict
kanallarm cevresinde yerlesim gosteren metakromazik mast hiicreleri. Toluidine blue
boyama, X100 DUVIIIME. .........ccccceeeeeeieeeeieeiiiieeeeeeeeeeeese e e e e e e e e e aeaaaeaaaeeeeeeeaees 125
Resim 93. Akut Mastitis Modeli, IP Kromolin + LPS Grubu. IP kromolin sodyum
ve LPS enjeksiyonlarinin yapildigi bir meme bezinde alveollerin ve akitici kanallarin
cevresinde yerlesim gdsteren metakromazik mast hiicreleri. Toluidine blue boyama,
X400 DUYIIINE .......cooveeeeeeeeieeiieeeeee e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeee s s eaansaeaaaeaaaaaaaeas 125
Resim 94. Kronik Mastitis Modeli, Kontrol Grubu. Saglikli bir meme bezine ait
olan lenf yumrusunun medullar sinuslarinda yerlesim gosteren metakromazik mast
hiicreleri. Toluidine blue boyama, x400 biiyiitme................ccccoeeecccuvvvereiiienenaaaannn. 125
Resim 95. Kronik Mastitis Modeli, LPS grubu. PBS enjeksiyonlarinin yapildigi bir
meme bezine ait olan lenf yumrusunun medullar sinuslarinda yerlesim gosteren
metakromazik mast hiicreleri. Toluidine blue boyama, x400 biiyiitme ................... 125
Resim 96. Kronik Mastitis Modeli, IP Kromolin Grubu. IP kromolin sodyum
enjeksiyonlarmin yapildigir bir meme bezinde medullar sinuslarda yerlesim gosteren
metakromazik mast hiicreleri. Toluidine blue boyama, x400 biiyiitme ................... 125
Resim 97. Kronik mastitis modeli, IM Kromolin + LPS grubu. IM yolla kromolin
sodyum ve LPS enjeksiyonlarmin yapildigi bir meme bezinde medullar sinuslarda
yerlesim gosteren metakromazik mast hiicreleri. Toluidine blue boyama, x400 biiyiitme

Resim 98. Kronik mastitis modeli, IP Kromolin + LPS grubu. IP yolla kromolin
sodyum ve meme basi kanali yolu ile LPS’in verildigi bir meme bezinde medullar
sinuslarda yerlesim gosteren metakromazik mast hiicreleri. Toluidine blue boyama,

X400 DUYIIINE .....vvveeeeeiiieeee ettt e e e e e e e ettt e e eaaaeaeeessesnnnenes 126
Resim 99: Saglikli bir meme bezinde alveoller arasinda yerlesim gosteren triptaz (+)
mast hiicreleri (oklar). Streptavidin-Biotin peroksidaz, DAB, x200 biiyiitme............... 3

Resim 100: Akut mastitisli meme dokusunda alveoller arasinda yerlesim gosteren
triptaz (+) mast hiicreleri (oklar) Streptavidin-Biotin peroksidaz, DAB, x200 biiyiitme
.......................................................................................................................... 126
Resim 101: Kronik mastitisli bir meme bezinde alveollerin arasinda yerlesim gosteren
triptaz (+) mast hiicreleri (oklar). Streptavidin-Biotin peroksidaz, DAB, x200 biiyiitme

.......................................................................................................................... 126
Resim 102: Saglikli meme bezinde alveollerin arasinda yerlesim gosteren kimaz (+)
mast hiicreleri (oklar). Streptavidin-Biotin peroksidaz, DAB, x200 biiyiitme........... 126

Resim 103: Akut mastitisli bir meme bezinde alveollerin arasmda yerlesim gosteren
kimaz (+) mast hiicreleri (oklar). Streptavidin-Biotin peroksidaz, DAB, x200 biiyiitme
.......................................................................................................................... 127
Resim 104: Kronik mastitisli bir meme dokusunda alveollerin arasinda yerlesim
gosteren kimaz (+) mast hiicreleri (oklar). Streptavidin-Biotin peroksidaz, DAB, x200
DUIVUIEING ..ot e e e e ettt s s e s e e e e e e eeaeaaaeaaeeeeeeeeeneanes 127
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Resim 105: Triptaz (iist resim) ve kimaz (alt resim) boyama sonuglarina gore triptaz-
kimaz (+) mast hiicresi fenotipinin belirlenmesi. Dikdortgenler igerisine alinan mast
hiicreleri hem triptaz hem de kimaz antikoru ile pozitif boyananlardir ve triptaz-kimaz
(+) mast hiicre fenotipine sahiptirler. Ucgen ve daire ile isaretlen hiicreler sirasiyla
triptaz (+) ve kimaz (+) fenotipindeki mast hiicreleridir. Streptavidin-Biotin
peroksidaz, DAB, X200 BUYHIINE ...............uuuueuuuiiiiiiieiaeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeevavaavveeeaes 127
Resim 106. Akut Mastitis Modeli, Kontrol Grubu. Saglikli bir meme bezinde
alveollerin arasinda yerlesim gosteren triptaz (+) bir mast hiicresi. Streptavidin-Biotin
Peroksidaz, DAB, X400 BUYIHIINE. ..............cccoeeiiieiiiiiiiiiiiieeeee e 127
Resim 107. Akut Mastitis Modeli, PBS Grubu. PBS enjeksiyonunun yapildig1 bir
meme bezinde alveollerin arasinda ve interstisyel alanda yerlesim gosteren triptaz (+)
mast hiicreleri. Streptavidin-Biotin Peroksidaz, DAB, x400 biiyiitme..................... 128
Resim 108. Akut Mastitis Modeli, IM Kromolin Grubu. IM kromolin sodyum
enjeksiyonunun yapildigi bir meme bezinde alveollerin arasinda ve interstisyel alanda
yerlesim gdsteren triptaz (+) mast hiicreleri. Streptavidin-Biotin Peroksidaz, DAB,
X400 DUYEIIINE .....coooeeeeeeeeeeieeete e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eaaaaa s e e e e aaaaeaaaaaaaens 128
Resim 109. Akut Mastitis Modeli, IP Kromolin Grubu. [P kromolin sodyum
enjeksiyonunun yapildigi bir meme bezinde alveollerin arasinda ve interstisyel alanda
yerlesim gdsteren triptaz (+) mast hiicreleri. Streptavidin-Biotin Peroksidaz, DAB,
X400 DUYEIIINE .....cooooveeeeeeeveeeeeee e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et e e e eaa et e e e e aaaaaaaaaaaaeas 128
Resim 110. Akut Mastitis Modeli, LPS Grubu. LPS enjeksiyonu ile akut mastitisin
indiiklendigi bir meme bezinde alveollerin arasinda ve interstisyel alanda yerlesim
gosteren triptaz (+) mast hiicreleri. Streptavidin-Biotin Peroksidaz, DAB, x400
DUIVIIIING .ot e e ettt e e s e e e e e e eaaaaaaaaaaeaeeeeeesaseasnnes 128
Resim 111. Akut Mastitis Modeli, IM Kromolin + LPS grubu. IM kromolin
sodyum ve LPS enjeksiyonlarmin yapildig1 bir meme bezinde alveollerin arasinda ve
interstisyel alanda yerlesim gdsteren triptaz (+) mast hiicreleri. Streptavidin-Biotin
Peroksidaz, DAB, X400 DUYUIMe............ccceeeeeieeeeeieeieiiieiieeeeeeeiieseene e e e e e 128
Resim 112. Akut Mastitis Modeli, IP Kromolin + LPS grubu. IP kromolin sodyum
ve LPS enjeksiyonlarmm yapildigi bir meme bezinde alveollerin arasinda ve
interstisyel alanda yerlesim gdsteren triptaz (+) mast hiicreleri. Streptavidin-Biotin
Peroksidaz, DAB, X400 DUYUIMe. ...........ccoeeeeeeeeeeeieeiiiiieieeeieeisee e e e e e e 128
Resim 113. Akut Mastitis Modeli, DEX + LPS grubu. IP Deksametazon ve LPS
uygulamasmin yapildig1 bir meme bezinde alveollerin arasinda ve interstisyel alanda
yerlesim gosteren triptaz (+) mast hiicreleri. Streptavidin-Biotin Peroksidaz, DAB,
X400 DUYIIIINE .....ccooeeeeeeeeeeeeeeeee e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et eeaaaaeaeaaaaaaaas 129
Resim 114. Akut Mastitis Modeli, Kontrol Grubu. Saglikli bir meme bezinde
interstisyel alanda yerlesim gosteren kimaz (+) mast hiicreleri. Streptavidin-Biotin
peroksidaz, DAB, X400 DUYIIMNE ................ccoueeiieiiiiiiiiiiiieieeeee e e 129

Resim 115. Akut Mastitis Modeli, PBS grubu. PBS enjeksiyonlarmin yapildigi
saglikli bir meme bezinde interstisyumda ve bir akitici kanalin ¢evresinde yerlesim
gosteren kimaz (+) mast hiicreleri. Streptavidin-Biotin peroksidaz, DAB, x200 biiyiitme
.......................................................................................................................... 129
Resim 116. Akut Mastitis Modeli, PBS grubu. PBS enjeksiyonlarmin yapildig:
saglikli bir meme bezinde akitic1 kanal ¢evresinde yerlesim gosteren kimaz (+) bir
mast hiicresi. Streptavidin-Biotin peroksidaz, DAB, x400 biiyiitme........................ 129
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Resim 117. Akut Mastitis Modeli, IP Kromolin Grubu. IP kromolin sodyum
enjeksiyonlarmin yapildigi bir meme bezinde alveollerin arasinda yerlesim gosteren
kimaz (+) mast hiicreleri. Streptavidin-Biotin peroksidaz, DAB, x400 biiyiitme .....129
Resim 118. Akut Mastitis Modeli, LPS grubu. LPS enjeksiyonlari ile akut mastitisin
indiiklendigi bir meme bezinde alveollerin ve kanallarm arasinda yerlesim gosteren
kimaz (+) mast hiicreleri. Streptavidin-Biotin peroksidaz, DAB, x200 biiyiitme .....129
Resim 119. Akut Mastitis Modeli, LPS Grubu. LPS enjeksiyonlar1 ile akut
mastitisin indiiklendigi bir meme bezinde alveollerin ve kanallarin arasinda yerlesim
gosteren kimaz (+) mast hiicreleri. Streptavidin-Biotin peroksidaz, DAB, x400 biiyiitme
.......................................................................................................................... 130
Resim 120. Akut Mastitis Modeli, LPS grubu. LPS enjeksiyonlar1 ile akut
masititisin indiiklendigi bir meme bezinde damarlarm cevresinde yerlesim gosteren
kimaz (+) mast hiicreleri. Streptavidin-Biotin peroksidaz, DAB, x400 biiyiitme .....130
Resim 121. Akut Mastitis Modeli, IM Kromolin + LPS grubu. IM kromolin
sodyum ve LPS enjeksiyonlarmin yapildigi bir meme bezinde alveollerin ve kanallarin
arasinda yerlesim gosteren kimaz (+) mast hiicreleri. Streptavidin-Biotin peroksidaz,
DAB, X200 DUYIIINE .....oooveeieeeeeeeieeeiiiiieeee e e ettt e e e e e e e e e e e e e eenenes 130
Resim 122. Akut Mastitis Modeli, IP Kromolin + LPS grubu. IP kromolin sodyum
ve LPS enjeksiyonlarinin yapildigi bir meme bezinde alveollerin ve kanallarin
arasinda yerlesim gosteren kimaz (+) mast hiicreleri. Streptavidin-Biotin peroksidaz,
DAB, X200 DUYITINE .....ooooeeeeeeeeieieiiiieeeee e e ettt e e e e e e e e e e e e e e eenanes 130
Resim 123. Akut Mastitis Modeli, IP Kromolin + LPS grubu. IP kromolin sodyum
LPS enjeksiyonlarinin yapildigi bir meme bezinde alveollerin ve kanallarin arasinda
yerlesim gosteren kimaz (+) mast hiicreleri. Streptavidin-Biotin peroksidaz, DAB,
X400 DUYIIINE .....vvveeeieieieeiee ettt e e e e e e e e e ettt e e e aaaaaeeeesaeennanes 130
Resim 124. Akut mastitis modeli, DEX + LPS grubu. IP yolla deksametazon ve LPS
enjeksiyonlarmin yapildigi bir meme bezinde alveollerin ve kanallarin arasinda
yerlesim gosteren kimaz (+) mast hiicreleri. Streptavidin-Biotin peroksidaz, DAB,
X400 DUYIIINE .....vvveieieieieeiee ettt e e e e e e e e e ettt e e e e aaaeeeeesaesnnnanes 130
Resim 125. Akut Mastitis Modeli, Kontrol Grubu. Saglikli bir meme bezinde
alveollerin arasinda yerlesim gosteren triptaz-kimaz (+) bir mast hiicresi. Streptavidin-
Biotin Peroksidaz, DAB, X400 BUYIHIINE. .........ccceeeeeeeeeeiieiiiiiiieeieeeeiiiieeeeee s 131
Resim 126. Akut Mastitis Modeli, PBS Grubu. PBS enjeksiyonunun yapildig1 bir
meme bezinde alveollerin arasinda ve interstisyel alanda yerlesim gosteren triptaz-
kimaz (+) mast hiicreleri. Streptavidin-Biotin Peroksidaz, DAB, x400 biiyiitme......131

Resim 127. Akut Mastitis Modeli, LPS Grubu. LPS enjeksiyonu ile akut mastitisin
indiiklendigi bir meme bezinde alveollerin arasinda ve interstisyel alanda yerlesim
gosteren triptaz-kimaz (+) mast hiicreleri. Streptavidin-Biotin Peroksidaz, DAB, x400
DUIVUIIING ..ot e e ettt s e e e e e aaaeaaaaaaaaaeeeeeeraeeasanes 131
Resim 128. Akut Mastitis Modeli, IM Kromolin Grubu. IM kromolin sodyum
enjeksiyonunun yapildigi bir meme bezinde alveollerin arasinda ve interstisyel alanda
yerlesim gosteren triptaz-kimaz (+) mast hiicreleri. Streptavidin-Biotin Peroksidaz,
DAB, X400 DUYIIINE ......coeeeeveeeiceeeeeeee e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaaaaaeas 132
Resim 129. Akut Mastitis Modeli, [P Kromolin Grubu. [P kromolin sodyum
enjeksiyonunun yapildigi bir meme bezinde alveollerin arasinda ve interstisyel alanda
yerlesim gosteren triptaz-kimaz (+) mast hiicreleri. Streptavidin-Biotin Peroksidaz,
DAB, X400 DUYIIINE ......coovveveeeiiieeeeeeeee e e e e e e e e e e e e e et a e e e aaeaaaaeas 132
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Resim 130. Akut Mastitis Modeli, IM Kromolin + LPS grubu. IM kromolin
sodyum ve LPS enjeksiyonlarmin yapildig1 bir meme bezinde alveollerin arasinda ve
interstisyel alanda yerlesim gosteren triptaz-kimaz (+) mast hiicreleri. Streptavidin-
Biotin Peroksidaz, DAB, X400 BUYIHINE ........cccceeeeeeeeeeiieiiiiiiieeeeeeeeeiieeee e 132
Resim 131. Akut Mastitis Modeli, IP Kromolin + LPS grubu. IP kromolin sodyum
ve LPS enjeksiyonlarmm yapildigi bir meme bezinde alveollerin arasinda ve
interstisyel alanda yerlesim gosteren triptaz-kimaz (+) mast hiicreleri. Streptavidin-
Biotin Peroksidaz, DAB, X400 BUYIHINE ........cccceeeeeeeeeeeieieiiiiiieeeeeeiiieeeee e 133
Resim 132. Akut Mastitis Modeli, DEX + LPS grubu. IP Deksametazon ve LPS
enjeksiyonlarmin yapildigi bir meme bezinde alveollerin arasinda ve interstisyel
alanda yerlesim gosteren triptaz-kimaz (+) mast hiicreleri. Streptavidin-Biotin
Peroksidaz, DAB, X400 DUYIIMe. ............coeeeeieeeeeeieieiiiiiieeeeeeeieese e e 133
Resim 133. Kronik Mastitis Modeli, Kontrol Grubu. Involiisyona ugramis saglikli
bir meme bezinde alveollerin arasinda ve interstisyel alanda yerlesim gosteren triptaz
(+) mast hiicreleri. Streptavidin-Biotin Peroksidaz, DAB, x400 biiyiitme................ 133
Resim 134. Kronik Mastitis Modeli, PBS Grubu. PBS enjeksiyonlarinin yapildigi
ve involiisyona ugramig bir meme bezinde alveollerin arasinda ve interstisyel alanda
yerlesim gosteren triptaz (+) mast hiicreleri. Streptavidin-Biotin Peroksidaz, DAB,
X400 DUYIIINE .....vveeieiiiiieeee ettt e e e e e e e e e ettt eeeaaaeaeeeseeennnanes 133
Resim 135. Kronik Mastitis Modeli, LPS Grubu. LPS enjeksiyonlar1 ile kronik
mastitisin indiiklendigi bir meme bezinde alveollerin arasinda ve interstisyel alanda
yerlesim gosteren triptaz (+) mast hiicreleri. Streptavidin-Biotin Peroksidaz, DAB,
X400 DUYIIINE .....vvveeeeeiiiieeee ettt e e e e e e e e e ettt e e e eaaaaeaeeseeennanes 134
Resim 136. Kronik Mastitis Modeli, IM Kromolin Grubu. IM kromolin sodyum
enjeksiyonlarinm yapildigr bir meme bezinde alveollerin arasmda ve interstisyel
alanda yerlesim gosteren triptaz (+) mast hiicreleri. Streptavidin-Biotin Peroksidaz,
DAB, X400 DUYIIINE .....ooooeeeeeeeeieieiiiiieeee et ettt e e e e e e e e e e e e e e eenanes 134
Resim 137. Kronik Mastitis Modeli, IP Kromolin Grubu. IP kromolin sodyum
enjeksiyonlarinm yapildigr bir meme bezinde alveollerin arasmda ve interstisyel
alanda yerlesim gosteren triptaz (+) mast hiicreleri. Streptavidin-Biotin Peroksidaz,
DAB, X400 DUYIIINE .....ooooeeeeeeeeeeiiiiiieeee e e ettt e e e e e e e e e e e e s eenenes 134
Resim 138. Kronik Mastitis Modeli, IM Kromolin + LPS Grubu. IM kromolin
sodyum ve LPS enjeksiyonlarmin yapildigi bir meme bezinde alveollerin arasinda ve
interstisyel alanda yerlesim gdsteren triptaz (+) mast hiicreleri. Streptavidin-Biotin
Peroksidaz, DAB, X400 BUYIHIE...............cccoeeeeeiiiiiiiiiiiiieeee e 134
Resim 139. Kronik Mastitis Modeli, IP Kromolin + LPS Grubu. IP kromolin
sodyum ve LPS enjeksiyonlarmin yapildigi bir meme bezinde alveollerin arasinda ve
interstisyel alanda yerlesim gdsteren triptaz (+) mast hiicreleri. Streptavidin-Biotin
Peroksidaz, DAB, X400 BUYIHIINE. ...............ccoueieeeiiiiiiiiiiiieeeee e ee e 134
Resim 140. Kronik Mastitis Modeli, Kontrol Grubu. Saglikli ve involiisyona
ugramig bir meme bezinde yag hiicrelerinin arasinda ve alveollerin g¢evresinde
yerlesim gosteren kimaz (+) mast hiicreleri. Streptavidin-Biotin peroksidaz, DAB,
X400 DUYIIINE ......vveeeeeeiiiieeee ettt e e e e e e e e e ettt e e e e aaaaeeeeseeennnanes 134
Resim 141. Kronik Mastitis Modeli, PBS grubu. Meme bas1 kanali1 yolu ile PBS
enjeksiyonlarmin yapildigi meme bezinde yag hiicrelerinin arasinda ve bir akitict
kanalin g¢evresinde yerlesim gosteren kimaz (+) mast hiicreleri. Streptavidin-Biotin
peroksidaz, DAB, X200 BUYIIME ...........ccccoeeeeieeeeeeiiiieiiiiiiieeeiieieeseeae e e e e 135
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Resim 142. Kronik Mastitis Modeli, LPS grubu. LPS enjeksiyonlar1 ile kronik
mastitisin indiiklendigi bir meme bezinde alveollerin ve kanallarin ¢evresinde yerlesim
gosteren ¢ok sayida kimaz (+) mast hiicresi. Streptavidin-Biotin peroksidaz, DAB,
X400 DUYIIIINE .....ccoooeeeeeeeeeiieeeetee e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeaaeaa st e e e aaaaaaaaaaaaaas 135
Resim 143. Kronik Mastitis Modeli, IM Kromolin grubu. IM kromolin sodyum
enjeksiyonlarmin yapildig1 bir meme bezinde bir akitict kanalin ¢evresinde yerlesim
gosteren kimaz (+) mast hiicreleri. Streptavidin-Biotin peroksidaz, DAB, x400 biiyiitme
.......................................................................................................................... 135
Resim 144. Kronik Mastitis Modeli, I[P Kromolin Grubu. IP kromolin sodyum
enjeksiyonlarmin yapildigi bir meme bezinde kimaz (+) mast hiicreleri. Streptavidin-
Biotin Peroksidaz, DAB, X400 Bliyiitme ..............cccccuueeeiiiiieeieeeieieiiiiiiieeeeeeeaenns 135
Resim 145. Kronik Mastitis Modeli, IM Kromolin + LPS Grubu. IM kromolin
sodyum ve LPS enjeksiyonlarinin yapildig:1 bir meme bezinde alveollerin ve akitici
kanallarin ¢evresinde yerlesim gdsteren kimaz (+) mast hiicreleri. Streptavidin-Biotin
peroksidaz, DAB, X400 BUYIHIINE ................ccoeuemiiiiiiiiiiiiiiiiieee e e e 135
Resim 146. Kronik mastitis modeli, IP Kromolin + LPS Grubu. IP kromolin
sodyum ve LPS enjeksiyonlarmin yapildigi bir meme bezinde alveollerin ve akitici
kanallarin ¢evresinde yerlesim gosteren kimaz (+) mast hiicreleri. Streptavidin-Biotin
peroksidaz, DAB, X400 BUYIHIINE ................ccoeuemiiiiiiiiiiiiiiiiiieee e e 135
Resim 147. Kronik Mastitis Modeli, Kontrol Grubu. Involiisyona ugramis saglkli
bir meme bezinde alveollerin arasinda ve interstisyel alanda yerlesim gosteren triptaz-
kimaz (+) mast hiicreleri. Streptavidin-Biotin Peroksidaz, DAB, x400 biiyiitme.....136
Resim 148. Kronik Mastitis Modeli, PBS Grubu. PBS enjeksiyonlarmin yapildig:
ve involiisyona ugramis bir meme bezinde alveollerin arasinda ve interstisyel alanda
yerlesim gosteren triptaz-kimaz (+) mast hiicreleri. Streptavidin-Biotin Peroksidaz,
DAB, X400 DUVIIIME ........cooeeeeeeeeieiiieieeieeee e e e e e e e e e e e ee e e eeeeeeeaa e s e e e aaaaaaaaas 136
Resim 149. Kronik Mastitis Modeli, LPS Grubu. LPS enjeksiyonlar1 ile kronik
mastitisin indiiklendigi bir meme bezinde alveollerin arasinda ve interstisyel alanda
yerlesim gosteren triptaz-kimaz (+) mast hiicreleri. Streptavidin-Biotin Peroksidaz,
DAB, X400 DUVIIIME ........cooeeeeeeeeieiiiiieeieeee e e e e e e e e e e e e e e e e e s e e aaaeaaaaeas 136
Resim 150. Kronik Mastitis Modeli, IM Kromolin Grubu. IM kromolin sodyum
enjeksiyonlarmin yapildigi bir meme bezinde alveollerin arasinda ve interstisyel
alanda yerlesim gosteren triptaz-kimaz (+) mast hiicreleri. Streptavidin-Biotin
Peroksidaz, DAB, X400 DUYIitme. .............cceeeeieeeeeeeiieiiiiiiieeeeeeiiieeeee e e e 137
Resim 151. Kronik Mastitis Modeli, IP Kromolin Grubu. IP kromolin sodyum
enjeksiyonlarmin yapildigi bir meme bezinde alveollerin arasinda ve interstisyel
alanda yerlesim gosteren triptaz-kimaz (+) mast hiicreleri. Streptavidin-Biotin
Peroksidaz, DAB, X400 DUYIIMe.............ccoeeeeieeeeeeieieiiiieieeeeeeeiieeenn e e e e 137
Resim 152. Kronik Mastitis Modeli, IM Kromolin + LPS Grubu. IM kromolin
sodyum ve LPS enjeksiyonlarmin yapildig1 bir meme bezinde alveollerin arasinda ve
interstisyel alanda yerlesim gosteren triptaz-kimaz (+) mast hiicreleri. Streptavidin-
Biotin Peroksidaz, DAB, X400 BUYIHIINE .........cccceeeeeeeeeeeiiiiiiiiiiieeeeeiieeneae s 137
Resim 153. Kronik Mastitis Modeli, IP Kromolin + LPS Grubu. IP kromolin
sodyum ve LPS enjeksiyonlarmin yapildig1 bir meme bezinde alveollerin arasinda ve
interstisyel alanda yerlesim gosteren triptaz-kimaz (+) mast hiicreleri. Streptavidin-

Biotin Peroksidaz, DAB, X400 BUYIHIINE ........cccoeeeeeeeeeeiiiiiiiiiieeiieeeiiieeeee e 138
Resim 154: Saglikli bir meme bezinde bag doku alanlari ( ) ve alveoller (pembe),
Masson’s Trichrome boyama, x100 bliylitme ..................oovvvvruuiiiiiiiiaaiaaaeeaeaaanann, 138
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Resim 155: Olympus Stream Motion programi ile saglikli bir meme bezinde tespit
edilen bag doku alanlar1 (siyah). Masson’s Trichrome boyama, x100 biiyiitme...... 138
Resim 156: Olympus Stream Motion programi kullanilarak saglikli bir meme bezinde
tespit edilen parankimatoz alanlar (kirmizi). Masson’s Trichrome boyama, x100

DULVEITING ..ooooviiieeeeeeeeeeeee et ettt e e e e e e e e e e e e ettt eeeeaaaeeeeas 138
Resim 157: Akut mastitise sahip olan bir meme bezinde bag doku alanlar1 (mavi) ve
alveoller (pembe). Masson’s Trichrome boyama, x100 biiyiitme........................... 138

Resim 158: Olympus Stream Motion programi kullanilarak akut mastitise sahip olan
bir meme bezinde tespit edilen bag doku alanlar1 (siyah). Masson’s Trichrome
boyama, X100 DUVIIIME. .........cccceeeeeeeeeeeiieieeieeeeeieeeie e se e e e e e e e e e aaaaaeaaaeeaeeeaaees 139
Resim 159: Olympus Stream Motion programi kullanilarak akut mastitise sahip olan
bir meme bezinde tespit edilen parankimatoz alanlar (kirmizi). Masson’s Trichrome

boyama, X100 DUYHIINE. ...............cceeeeeiiiieiiiiiieeeee e e e e e e e e e 139
Resim 160: Kronik mastitise sahip olan bir meme dokusunda bag doku alanlar1 ( ),
ve alveoller (pembe). Masson’s Trichrome boyama, x100 biiyiitme....................... 139

Resim 161: Olympus Stream Motion programi kullanilarak kronik mastitise sahip
meme bezinde tespit edilen bag doku alanlar1 (siyah). Masson’s Trichrome boyama,
XLOO DUYEIIINE ......ccooveeeeeeeeeeeieeeeeeee e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aa st eeaaeeaaaaaaaeas 139
Resim 162: Olympus Stream Motion programi kullanilarak kronik mastitise sahip
olan bir meme bezinde tespit edilen parankimatoz alanlar (kirmizi). Masson'’s
Trichrome boyama, X100 DUVIIME.................cceeeeieeieiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee e 139
Resim 163. Akut Mastitis Modeli, Kontrol Grubu. Saglikli bir meme bezinde
interstisyel bag doku alanlar1 ( ); meme alveolleri ve salgi materyalleri (pembe).
Massons’s Trichrome boyama, x100 DUYGIME ................oouvvvurriiiiiiiiiiaaiaaaeeaeaaaaenn, 139
Resim 164. Akut Mastitis Modeli, Kontrol Grubu. Saglikli bir meme bezinde
interstisyel bag doku alanlar1 ( ); meme alveolleri ve salgi materyalleri (pembe).
Massons’s Trichrome boyama, x200 DUYUtME .............c.couvveeveieiiieeeeaiiaeeieiiiiieeneen, 140
Resim 165. Akut Mastitis Modeli, Kontrol Grubu. Saglikli bir meme bezinde
interstisyel bag doku alanlar1 ( ); meme alveolleri ve salgi materyalleri (pembe).
Massons’s Trichrome boyama, x400 DUYIHIME ................oovvvvuvriiriiiiiiiaaeaaaeeaeaaeaann, 140
Resim 166. Akut Mastitis Modeli, Kontrol Grubu. Olympus Stream Motion
programi kullanilarak tespit edilen bag doku alanlar1 (siyah). Massons’s Trichrome
boyama, X400 DUYHIINE. ..............cccueeeeeeiieiciiiiieeeee et e e e e e e e e 140
Resim 167. Akut Mastitis Modeli, PBS grubu. PBS enjeksiyonlarmin yapildigi
saglikli bir meme bezinde interstisyel bag doku alanlar1 ( ); meme alveolleri ve
salg1 materyalleri (pembe). Massons’s Trichrome boyama, x100 biiyiitme............. 140
Resim 168. Akut Mastitis Modeli, PBS Grubu. PBS enjeksiyonlarmin yapildig:
saglikli bir meme bezinde interstisyel bag doku alanlar1 ( ); meme alveolleri ve
salgi materyalleri (pembe). Massons’s Trichrome boyama, x200 biiyiitme............. 140
Resim 169. Akut Mastitis Modeli, PBS grubu. PBS enjeksiyonlarmin yapildigi
saglikli bir meme bezinde interstisyel bag doku alanlar1 ( ); meme alveolleri ve
salg1i materyalleri (pembe). Massons’s Trichrome boyama, x400 biiyiitme............. 140
Resim 170. Akut Mastitis Modeli, PBS Grubu. Olympus Stream Motion program1
kullanilarak tespit edilen bag doku alanlar1 (siyah). Massons’s Trichrome boyama,
X400 DUVIIIINE ......ccoeeeeeeeeeieeiieiieeeeeeee e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeaeaa st s e aaeeaaeaeeaens 141

205



Resim 171. Akut Mastitis Modeli, LPS grubu. LPS enjeksiyonlarinmn yapilarak akut
mastitisin indiiklendigi bir meme bezinde interstisyel bag doku alanlari ( ); meme
alveolleri ve salg1 materyalleri (pembe). Massons’s Trichrome boyama, x40 biiyiitme
.......................................................................................................................... 141
Resim 172. Akut Mastitis Modeli, LPS Grubu. LPS enjeksiyonlar1 yapilarak akut
mastitisin indiiklendigi bir meme bezinde interstisyel bag doku alanlari ( ); meme
alveolleri ve salgi materyalleri (pembe). Massons’s Trichrome boyama, x200 biiyiitme
.......................................................................................................................... 141
Resim 173. Akut Mastitis Modeli, LPS grubu. LPS enjeksiyonlar1 yapilarak akut
mastitisin indiiklendigi bir meme bezinde interstisyel bag doku alanlari ( ); meme
alveolleri ve salgi materyalleri (pembe). Massons’s Trichrome boyama, x400 biiyiitme
.......................................................................................................................... 141
Resim 174. Akut Mastitis Modeli, LPS grubu. Olympus Stream Motion programi
kullanilarak tespit edilen bag doku alanlar1 (siyah). Massons’s Trichrome boyama,
X400 DUYIIINE ...ttt e e e e e e e e ettt e e e e eaaaaeeeeeennnanes 141
Resim 175. Akut Mastitis modeli, IP Kromolin Grubu. IP kromolin sodyum
enjeksiyonunun yapildigi saglikli bir meme bezinde interstisyel bag doku alanlari
( ); meme alveolleri ve salgi materyalleri (pembe). Massons’s Trichrome boyama,
X200 DUYUIINE ...ttt e e e e e e e e e ettt e e e aaaaaeeeeeennnnnes 141
Resim 176. Akut Mastitis Modeli, I[P Kromolin Grubu. IP kromolin sodyum
enjeksiyonunun yapildigi saglikli bir meme bezinde interstisyel bag doku alanlari
( ); meme alveolleri ve salgi materyalleri (pembe). Massons’s Trichrome boyama,
X400 DUYIIINE ...ttt e e e e e e e e e ettt e e e aaaaeeeeeeeennnnes 142
Resim 177. Akut Mastitis Modeli, IP Kromolin Grubu. Olympus Stream Motion
programi kullanilarak tespit edilen bag doku alanlar1 (siyah). Massons’s Trichrome
boyama, X400 DUVIIIE. ........ccccceeeeeeeeeeeiiiiieeeeeeeisee e ee e s e e e e e e e e e e aaaaeeeaeeeeeeaaanes 142
Resim 178. Akut Mastitis modeli, IM Kromolin Grubu. IM kromolin sodyum
enjeksiyonunun yapildigi saglikli bir meme bezinde interstisyel bag doku alanlar1
( ); meme alveolleri ve salgi materyalleri (pembe). Massons’s Trichrome boyama,
XLOO DUYEIIINE ... ete e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et eaeaaaaeaaaaaaaans 142
Resim 179. Akut Mastitis modeli, IM Kromolin Grubu. IM kromolin sodyum
enjeksiyonunun yapildigi saglikli bir meme bezinde interstisyel bag doku alanlari
( ); meme alveolleri ve salgi materyalleri (pembe). Massons’s Trichrome boyama,
X400 DUYEIIINE .....coooeeeeeeeeeeieeeeete e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et e e eear et s e e e eaaaaaaaaaaaens 142
Resim 180. Akut Mastitis Modeli, IM Kromolin Grubu. Olympus Stream Motion
programi kullanilarak tespit edilen bag doku alanlar1 (siyah). Massons’s Trichrome
boyama, X400 DUYHIINE. ..............cceueeeeeiieeieiiiiiiieeeeee e e e e e e e et eeeaeae e 142
Resim 181. Akut Mastitis Modeli, IM Kromolin + LPS Grubu. IM kromolin
sodyum ve LPS enjeksiyonlarmin yapildigi bir meme bezinde interstisyel bag doku
alanlari ( ); meme alveolleri ve salgi materyalleri (pembe). Massons’s Trichrome
boyama, X200 DUYHIINE. ..............cceueeeieeieeieiciiiiiieeeee e e e e e e e eeee e e e e e e e e 142
Resim 182. Akut Mastitis Modeli, IM Kromolin + LPS Grubu. IM kromolin
sodyum ve LPS enjeksiyonlarmin yapildigi bir meme bezinde interstisyel bag doku
alanlari ( ); meme alveolleri ve salgi materyalleri (pembe). Massons’s Trichrome
boyama, X400 DUVIIIME. ........cccceeeeeeeiiieeiiiiiiiieeeeieeesse s e e e e e e e e e e eeeaeaeeeeeaeeananes 143
Resim 183. Akut mastitis modeli, IM Kromolin + LPS Grubu. Olympus Stream
Motion programi kullanilarak tespit edilen bag doku alanlar1 (siyah). Massons’s
Trichrome boyama, X400 DUYIIINE................uuuuuueeieieieaeeaaeeaeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaaaaaeeeenanns 143
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Resim 184. Akut Mastitis Modeli, IP Kromolin + LPS Grubu. IP kromolin sodyum
ve LPS enjeksiyonlarinin yapildigi bir meme bezinde interstisyel bag doku alanlar1
( ); meme alveolleri ve salgi materyalleri (pembe). Massons’s Trichrome boyama,
X400 DUYIIIINE ......oooeeeeeeeeeeeeeiieeeeee e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eee et aetansaaaaaaaaaaaaaaaens 143
Resim 185. Akut Mastitis Modeli, IP Kromolin + LPS Grubu. Olympus Stream
Motion programi kullanilarak tespit edilen bag doku alanlar1 (siyah). Massons’s
Trichrome boyama, X400 DUVIIME................cceeeeeieeieiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeieeeeees 143
Resim 186. Akut Mastitis Modeli, DEX + LPS Grubu. IP yolla deksametazon ve
meme bagi kanali yoluyla LPS enjeksiyonlarmin yapildigi bir meme bezinde
interstisyel bag doku alanlar1 ( ); meme alveolleri ve salgi materyalleri (pembe).
Massons’s Trichrome boyama, x100 DUyiitme ..............cccceeeeieieieeeeeeiieeiecciinennnnn, 143
Resim 187. Akut Mastitis Modeli, DEX + LPS Grubu. IP yolla deksametazon ve
LPS enjeksiyonlarinin yapildigi bir meme bezinde interstisyel bag doku alanlari
( ); meme alveolleri ve salgi materyalleri (pembe).Massons’s Trichrome boyama,
X200 BDUYIIINE .....vvveeeeeiiiiee ettt e e e e e e e e ettt e e e e aaaeaeeeesesnnnenes 143
Resim 188. Akut Mastitis Modeli, DEX + LPS Grubu. IP yolla deksametazon ve
meme basi kanali yoluyla LPS enjeksiyonlarmin yapildigi bir meme bezinde
interstisyel bag doku alanlar1 ( ); meme alveolleri ve salgi materyalleri (pembe).
Massons’s Trichrome boyama, x400 DUYHIINE ..............c.oevveeeeiiiiieeeeaiieieiiiiiieeeen, 144
Resim 189. Akut Mastitis Modeli, DEX + LPS Grubu. Olympus Stream Motion
programi kullanilarak tespit edilen bag doku alanlar1 (siyah). Massons’s Trichrome
boyama, X400 DUVIIIME. .........cccceeeeeeeeeeeeieiieieeeeeieeeeeeese e e e e e e e e e e e e aaaaaaeeeeeeenees 144
Resim 190. Kronik Mastitis Modeli, Kontrol Grubu. Saglikli bir meme bezinde
interstisyel bag doku alanlar1 ( ); meme alveolleri ve salgi materyalleri (pembe).
Massons’s Trichrome boyama, x40 BUYGIMe .............c.ccccuveeeeeiiiiieieeeiieeeieciiieeeen, 144
Resim 191. Kronik Mastitis Modeli, Kontrol Grubu. Saglikli bir meme bezinde
interstisyel bag doku alanlar1 ( ); meme alveolleri ve salgi materyalleri (pembe).
Massons’s Trichrome boyama, x200 DUYIIME ..............ccoevvvvvvrriiniiiiiiiaiaeeeaaeeaaeann, 144
Resim 192. Kronik Mastitis Modeli, Kontrol Grubu. Saglikli bir meme bezinde
interstisyel bag doku alanlar1 ( ); meme alveolleri ve salgi materyalleri (pembe).
Massons’s Trichrome boyama, x400 DUYtMe .............cccueeeeeeiiieiieeeeiieieieiiieeeeees, 144
Resim 193. Kronik Mastitis Modeli, Kontrol Grubu. Olympus Stream Motion
programi kullanilarak tespit edilen bag doku alanlar1 (siyah).Massons’s Trichrome
boyama, X400 DUVIIIME. .........cccceeeeeeeeeeeieeiieieieeeeeeeeee s e e e e e e e e e e e e e aaaaaeeeeeaaaees 144
Resim 194. Kronik Mastitis Modeli, PBS Grubu. PBS enjeksiyonlarnm yapildigi
bir meme bezinde interstisyel bag doku alanlar1 ( ); meme alveolleri ve salgi
materyalleri (pembe). Massons’s Trichrome boyama, x400 biiyiitme..................... 145
Resim 195. Kronik Mastitis Modeli, PBS Grubu. PBS enjeksiyonlarinin yapildigi
bir meme bezinde interstisyel bag doku alanlar1 ( ); meme alveolleri ve salgi
materyalleri (pembe). Massons’s Trichrome boyama, x400 biiyiitme..................... 145
Resim 196. Kronik Mastitis Modeli, PBS Grubu. PBS enjeksiyonlarnm yapildig:
bir meme bezinde interstisyel bag doku alanlar1 ( ); meme alveolleri ve salgi
materyalleri (pembe). Massons’s Trichrome boyama, x400 biiyiitme..................... 145
Resim 197. Kronik Mastitis Modeli, PBS Grubu. Olympus Stream Motion programi
kullanilarak tespit edilen bag doku alanlar1 (siyah). Massons’s Trichrome boyama,
X400 DUYIIIINE .......cooveeeeeeeeieiieeeeee e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeee et eaaaaeaaaaaaaans 145
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Resim 198. Kronik Mastitis Modeli, IM Kromolin Grubu. IM kromolin sodyum

enjeksiyonlarmin yapildigi bir meme bezinde interstisyel bag doku alanlar1 ( );
meme alveolleri ve salgi materyalleri (pembe). Massons’s Trichrome boyama, x100
DUIVUIIING .ot e e e e e e ettt e e e s e e e e aaeaaaaaaaaeeeeeeseesesanes 145
Resim 199. Kronik Mastitis Modeli, IM Kromolin Grubu. IM kromolin sodyum
enjeksiyonlarmin yapildigi bir meme bezinde interstisyel bag doku alanlar1 ( );
meme alveolleri ve salgi materyalleri (pembe). Massons’s Trichrome boyama, x400
DUIVUIEING ..ot e e ettt e s e e e e e e e e aaaaaaaaeeeeeeseeeaeane 145

Resim 200. Kronik Mastitis modeli, IP Kromolin Grubu. IP kromolin sodyum
enjeksiyonlarmin yapildigi bir meme bezinde interstisyel bag doku alanlar1 (mavi
renk); meme alveolleri ve salgi materyalleri (pembe). Massons’s Trichrome boyama,
X400 DUYIIIINE ......ccooveeeeeeeeieiiieeeeee e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eee e st eaaaaaaaaaaaaeas 146
Resim 201. Kronik Mastitis Modeli, IP Kromolin Grubu. Olympus Stream Motion
programi kullanilarak tespit edilen bag doku alanlar1 (siyah).Massons’s Trichrome
boyama, X400 DUYHIINE. ...............cceeeeeiiiieiiiiiiieeeee e e e e e e e e e e 146
Resim 202. Kronik Mastitis Modeli, LPS Grubu. LPS enjeksiyonlar1 yapilarak
kronik mastitisin indiiklendigi bir meme bezinde interstisyel bag doku alanlar1 ( );
meme alveolleri ve salgi materyalleri (pembe). Massons’s Trichrome boyama, x100
DULVEITING ..oooviieeeeeeeeeeeeeeeee ettt e e e e e e e e e e e e ettt eeeeeaaaeeeeas 146
Resim 203. Kronik Mastitis Modeli, LPS Grubu. LPS enjeksiyonlar1 yapilarak
kronik mastitisin indiiklendigi bir meme bezinde interstisyel bag doku alanlar1 ( );
meme alveolleri ve salgi materyalleri (pembe). Massons’s Trichrome boyama, x200
DUIVEITING ..oooiiiieeeeeeeeeeeeee ettt e e e e e e e e e e e e ettt e eeeaaaaeeeens 146
Resim 204. Kronik Mastitis Modeli, LPS Grubu. LPS enjeksiyonlar1 yapilarak
kronik mastitisin indiiklendigi bir meme bezinde interstisyel bag doku alanlar1 ( );
meme alveolleri ve salgi materyalleri (pembe). Massons’s Trichrome boyama, x200
DULVEITING ..ooooiiieeeeeeeeeeeeee ettt e e e e e e e e e e e e ettt e e eeeaeaeeeens 146
Resim 205. Kronik Mastitis Modeli, LPS Grubu. LPS enjeksiyonlar1 yapilarak
kronik mastitisin indiiklendigi bir meme bezinde interstisyel bag doku alanlar1 ( );
meme alveolleri ve salgi materyalleri (pembe). Massons’s Trichrome boyama, x400
DUIVEITING ..ooooeieeeeeeeeeeeeeee ettt e e e e e e e e e e e e e ettt e e e e eaaeaeeeeas 146
Resim 206. Kronik Mastitis Modeli, LPS Grubu. Olympus Stream Motion programi
kullanilarak tespit edilen bag doku alanlar1 (siyah). Massons’s Trichrome boyama,
X400 DUVTIIINE .......ccooeeeeeeeeeeeiiieeeeee e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeaasaa s e s e aeaaaaaaaens 147
Resim 207. Kronik Mastitis Modeli, IM Kromolin + LPS Grubu. IM kromolin
sodyum ve LPS enjeksiyonlarinin yapildigi bir meme bezinde interstisyel bag doku
alanlar1 ( ); meme alveolleri ve salgi materyalleri (pembe). Massons’s Trichrome
boyama, X100 DUYIIIME. .........ccceeeeeeeeeeeeiiiiieiieeeeeeeeeesee s e e e e e e e e e e aaaaaaeeaeeeeaens 147
Resim 208. Kronik Mastitis Modeli, IM Kromolin + LPS Grubu. IM kromolin
sodyum ve LPS enjeksiyonlarinin yapildigi bir meme bezinde interstisyel bag doku
alanlar1 ( ); meme alveolleri ve salgi materyalleri (pembe). Massons’s Trichrome
boyama, X400 DUVIIIME. .........cccceeeeeeeeeeeeeiiiiiieeeeeeeeeseee e e e e e e e e e e aaaaaaeeaeeeaaens 147
Resim 209. Kronik Mastitis Modeli, IM Kromolin + LPS Grubu. Olympus Stream
Motion programi kullanilarak tespit edilen bag doku alanlar1 (siyah). Massons’s
Trichrome boyama, X400 DUYHIINE .............eeeeiieiieeeeeeeeeeeeiiieeeeeeee s 147
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Resim 210. Kronik Mastitis Modeli, IP Kromolin + LPS Grubu. IP kromolin
sodyum ve LPS enjeksiyonlarinin yapildig1 bir meme bezinde interstisyel bag doku
alanlar1 ( ); meme alveolleri ve salg1 materyalleri (pembe). Massons’s Trichrome
boyama, X100 DUVIIIME. ........ccccceeeeeeeeeeeieiiieieeeeeeeeeee s e e e e e e e e e e e aaaaeaaeeeaeeeanaes 147
Resim 211. Kronik Mastitis modeli, IP Kromolin + LPS Grubu. IP kromolin
sodyum ve LPS enjeksiyonlarinin yapildig1 bir meme bezinde interstisyel bag doku
alanlar1 ( ); meme alveolleri ve salgi materyalleri (pembe). Massons’s Trichrome
boyama, X200 DUVIIIME. ........ccccceeeeeeeeeeeieiiieeeeeeeeee e s e e e e e e e e e e e aaaaaaaeeeeeeeaanes 147
Resim 212. Kronik Mastitis Modeli, IP Kromolin + LPS Grubu. IP kromolin
sodyum ve LPS enjeksiyonlarinin yapildig1 bir meme bezinde interstisyel bag doku
alanlar1 ( ); meme alveolleri ve salgi materyalleri (pembe). Massons’s Trichrome
boyama, X400 DUVIIIE. .........ccccceeeeeeeeeeeiiiiieieeeeeeeeeeee e s e e e e e e e e e e e aaaaaaaeeeeeeaenaes 148
Resim 213. Kronik Mastitis Modeli, [P Kromolin + LPS Grubu. Olympus Stream
Motion programimda tespit edilen bag doku alanlar1 (siyah). Massons’s Trichrome
boyama, X400 DUYHIINE. ..............cceueeeieeieeieeiiiiiiieeee e e e et eae e e e e e 148
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