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NORMAL VE SUBKLINIK Mﬁﬂsﬂ INEKLERIN MEME
DOKUSUNUN HUMORAL VE HUCRESEL SAVUNMA SISTEMLERI
UZERINDE ISIK VE ELEKTRON MIKROSKOPIK CALISMALAR®

lthami Gelik !

Resat N. Asti 2

Light and electron microscopic studies on the cellular and humoral
defensive systems of the mammary glands of normal and mastitic cows

Summary : This study was carried out to determine the
location and distribution of the defensive cells in normal
lactating bovine mammary gland, whether there was any
difference among five selected areas of the bovine udder.
Another aim of this study was determination of antigenic
stimulation on the defensive cell population.

As a material, tissue and milk samples taken from 10
noninfected lactating quarters and 10 subclinical mastitic
ones were used.

Quantitative cytologic analyses demonstrated a marked
and progressive increase in the concentration of the defensive
cells from milk-secreting parenchymal tissues to the distal
rosette region, near to the squamocolumnar junction in the
normal lactating bovine mammary gland. The highest plasma
cell concentrations were also found in the rosette area.

Antigenic stimulation caused a sharp increase in all
defensive cell concentrations. The most striking increase
occured in the epifh elium and subepithelial connective tissues
of Furstenberg's rosette. The increase in the plasma cell
population was more striking compared with the other cell
types.

Since the infectious agents generally reach at the pa-
renchymal tissues through the streak canal, Furstenberg's
rosette area which is highly populated with the defensive
cells may play an important role in preventing the mammary
tissues from invading mammary pathogens.

Ozet : Bu arastirma, normal yapiya sahip inek meme
dokusunda bulunan savunma hicrelerinin yerlestikleri
bélgelerin ortaya konmasi, bdlgeler arasindaki hiicre yo-
gunluklari farklaninin belirlenmesi ve memede olugan antjjenik
uyarimin bu hiicrelerin yogunluklan (zerindeki etkilerinin
tespit edilmesi amaciyla yapild..

Materyal olarak 10 adet normal, 10 adette subklinik

mastitisli olmak zere toplam 20 sagmal meme lobundan
alinan siit ve doku Srnegi kullanildi.

Yapilan hiiere sayimlari sonucunda normal sagmal inek
memesindeki savunma hicresi yogunluklarinin parangimden,
Furstenberg rozetinin distaline dogru gidildikge arttigi ve
¢ok katli yassi epitelin iki kath prizmatige déniistiigi béige
(Squamocolumnar junction) yakininda en ylksek seviyeye
ulastigi tespit edildi. Plazma hiicreleri bu bélgede en yiksek
yodunluga sahip olan hiicre tipiydi.

Memedeki antijenik uyarimin, biitiin savunma hicresi
tiplerinin yogunluklarinda énemli artiglara neden oldugu
saptand.. En énemli artiglarin, Furstenberg rozetinin epitel
ve bag dokularindaki savunma hiicrelerinde ortaya giktigji
gozlendi. Diger hiicrelerle kiyaslandiginda plazma hiic-
relerinde olusan artiglarin daha belirgin oldugu dikkati
gekti.

Girig

Ruminantlarda meme bezinin savunma sisteminin
oldukga karmagik bir yapiya sahip oldugu bildirilmektedir
(19,23,25). Mastitise kars gligli bir korunma sisteminin
geligtiritebilmesi, blytk oranda bu sistemin 6zelliklerinin
aydinlatiimasina baghdir (20).

Meme savunmasinda en 6énemli fonksiyonlar
hicresel ve humoral faktérler yerine getirmektedir
(1,5,20). Sut, erken kuru ddnem salgilari ve kolostrum
zerinde yapilan ¢ahigmalarla (3,4,12), memenin farkli
fizyolojik dénemlerinde ve yangida bu salgilardaki
hicresel ve humoral faktérlerde olugan degisiklikler
ortaya konmusgtur. Kolostrumda gegitli hiicre tiplerinin
varligi, 1844 yilindan beri bilinmesine ragmen, bunlarin
fonksiyonlari ve meme savunmasindaki énemieri
Gzerindeki bilgiler son yillarda yapilan ¢aligmalarla
elde edilmigtir. Ineklerin normal meme salgilarinda
notrofil, lenfosit, monosit/makrofaj, eozinofil ve epitel
hicrelerinin bulundugu bildirilmektedir (3,19).

Meme dokusunda lokalize olan savunma hiic-
relerinin memedeki dagilimlari ve lokalize olduklari

* Bu galigma Selguk Universitesi Aragtirma Fonu'nca desteklenmis olan doktora galismasindan ézetlenmistir.
1.Yrd. Dog. Dr. S. U. Veteriner Fakiltesi Histoloji-Embriyoloji Bilim Dali, Konya
2. Prot. Dr. S. U. Veteriner Fakdltesi Histoloji-Embriyoloji Bilim Dali, Konya

6

b

AT S RN

A,

2N TR




S.U. Vet. Fak. Derg. (1992), 8, 2, 6-11

bélgeierin belirlenmesi amaciyla yapilmig olan ¢a-
hgmalar, genellikle memebagi dokulari - Uzerinde
yogunlagmigtir (14,15,16). Bu galismalarda savunma
hiicresi  yogunluklarinin  memebagi sinusundan
Furstenberg rozetine dogru gidildikge arttidi ve bdigenin
memebag! kanalyla birlestigi bolgede en yliksek
seviyeye ulastigi tespit edilmistir. Nickerson ve ark.
(16), plazma hucreleri Gzerinde yaptiklart galigmada
bu hticre tipinin de ayni bdlgede en yiksek yoguniuga
ulastigini bildirmislerdir.

Bu galigmada, normal yapiya sahip olan meme
dokusunun, parangimini de kapsayan bes ayn bél-
gesindeki savunma hucresi yodunluklarinin belirlenerek,
memede olusan antijenik uyarimin bu hticre yogunlukiari
Uzerindeki etkisinin ortaya konmasi amaglanmigtir.

Materyal ve Metot

Bu galigmada Konya Et ve Balik Kurumu Kom-
binasi'na kesim igin getirilen Holstein irki 20 inedin
meme loplarindan alinan sit ve doku érnegi materyal
olarak kullanildi.

Uygun loplardan alinan st 6rneklerine California
mastitis testi (CMT) uygulanarak, test sonucu negatif
olan 10 ve test sonucu +2 pozitif olan 10 loptan ke-
simden Once usulline uygun olarak st érnekleri,
kesimden hemen sonra da beg ayri meme bdlgesinden
doku érnekleri alindi.

Steril kapakli cam tiplere alinan sit érneklerinden
once bakteriyolojik ekimler yapildi. Daha sonra her
st 6rneginden ikiger adet froti hazirlanarak havada
kurutuldu. Levowitz-Weber ydntemiyle (23) boyanan
frotilerde somatik hicrelerin sayimi yapilarak total
somatik hlicre sayilari ile nétrofil ylizdeleri be-
lirlendi.

CMT sonuglan negatif, bakteri izole edilemeyen,
total somatik hiicre sayilari 500.000'den az, nétrofil
oranlari % 25'ten dusUk olan loplar normal kabul edildi.
CMT sonuglari +2 pozitif, bakteri izolasyonu yapilan,
total somatik hiicre sayilari 800.000'den fazia ve %
60'tan daha yiksek oranda nétrofil igeren loplar ise
subklinik mastitisli kabul edildi (23).

Doku érnekleri memenin duktus papillaris, Furs-
tenberg rozeti, sinus papillaris, sinus laktiferus ve
parangim bdlgelerinden alinarak isik ve elektron

"~ mikroskop igin ayri tespit sivilarinda tespit edildi.

Isik mikroskopik incelemeler i¢in alinan doku 6r-
neklerinin takibi yapilarak parafinde bloklandi.
Bloklardan alinan 6 mikron kalinigindaki kesitler metil
green-pironin, hematoksilen-eozin ve triple yon-

temieriyle boyandi (6). Hicre sayimlan okuler kare
mikrometre (10X10 kare) yardimiyla X1000 bly(itmede
yapiidi. 1.44X10% mikrometrekarelik alan birim alan
(BA) kabul edilerek, hicre yodunluklan hiicre sa-
yisvbirim alan olarak (HS/BA) ifade edildi. Sayisal
veriler istatistiksel metodlarla (8) analiz edildi.

Elektron mikroskobu icin alinan doku érnekleri
Karnowsky (10) yontemiyle tespit edilerek, dereceli
alkoller ve propilen oksitten gegirildikten sonra Aral-
dit-M'de blokland. Bloklardan alinan ince kesitler Uranil
asetat ve kursun sitratla boyanarak, Calr Zeiss EM
9S5-2 model elektron mikroskopta incelendi.

Bulgular

Memebasi kanalinin oldukga kalin bir keratin katina
sahip olan gok katli yassi keratinize epitelle 6rttlu
oldugu gbzlendi. Keratin, kanal giridinde (Ostium
papillare) daha kalin ve agimsi yapidayken (Resim
1K), kanalin orta bélgesinde boyuna yerlesimili, birbirine
parale lamellerden olusmaktaydt.

Resim-1 Memebagi kanali deligi (Ostimum papilare). Lamina
epitelyalisle birlikte keratin katta da belirgin bir ka-
hinlagma gériilmekte. Le) Lamina epitelyalis, K) Keratin,
Tripie., X202, )

1 External orificium of the teat canal. Thickeness in
both the epithelial and keratin layers are seen. Le)
Epithelial layer, K) Keratin. Trichrome., X202.
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Resim-2 Memebasgi kanalinin orta bdigesi. Stratum korneumdaki
boyuna yerlegimli dar yariklar gériilmekte. K) Keratin,
Oklar) Yariklar. Hematoksilen-eozin., X410.

Fig. 2 Midportion of the teat canal. Longitudinally oriented
narrow fissures are seen. K) Keratin layer, Arrows)
Fissures. Hematoxylene-eosin., X410.

Furstenberg rozeti baglangicinda iki kath prizmatik
6zellik kazanan epitel (Resim 3 Sgj), bu 6zelligini sinus
papillaris, sinus laktiferus ve buraya acilan genis st
kanallarinda da devam ettirmekteydi.

X72,

Fig. 3 Streak canal-Furstenberg’'s rosette connection.
Lymphocyte infiltration area is seen. Dp) Streak canal,
Scj) Squamocolumnar junction, K) Keratin layer,

Arrows) Lymphocytes. Trichrome., X72.

Resim-3 Memebagit kanali-Furstenberg rozeti gecgis bdlgesi.
Epitelin iki katli pirizmatige déniistiigii béigede lenfosit
infiltrasyon alani gériilmekte. Dp) Duktus papillaris,
Scj) gecis bélgesi, K) Keratin, Oklar) Lenfositler. Triple.,

Resim-4 Meme paransimi. Alveol epitellerinin ince yapisi ve
interalveoler stromada bir plazma hiicresi gériilmekte.
Ger) Graniiler endoplazmik retikulum, Yd) Yag
damlacidi, G) Golgi organeli, Pl) Plazma hiicresi.
Kursun sitrat., 7920,

Fig. 4 Milk secreting deep parenchym. Ultrastructure of alveolar
epithelial cells and a plasma cell are seen. Ger) Rough
endoplasmic reticulum, G) Golgi apparatus, Yd) Lipid
droplet, Pl) Plasma cel!. Lead citrate., X7920.

Yangili paransim dokusundaise alveol lumenlerinin
daralirken, interalveoler septumlarin geniglemis oldugu
ve alveol lumenlerinde gesitli hiicre tiplerinin olugturdugu
topluluklarnin bulundugu dikkati gekti. Bazi yangih sinus
papillaris 6rneklerinde lumene komsu olan epitel
hicrelerine tutunmug halde koklara rastlandi. Bu
hicrelerin hiicre zarlarinin yirtilarak, sitoplazmik igerigin
epitel yizeyi ve lumene yayilmig oldugu dikkati ¢ekti

(Resim 5). "' : :

e
&

Resim-5 Sinus papillaris bélgesi. Bélge epitellerine tufinmusg
ve serbest haldeki koklarla epitel hiicrelerindeki de-
jenerasyonlar gériimekte. Ep) epitel hiicreleri, K) Koklar,
'zy) Hiicre zarindaki yirtilma. Kutsun sitrat.; X13750.

Fig. 5. Teat sinus. Cocci; free and attached to the degenerated
epithelial cells are seen. Ep) Epithel cells, K) Coccus,

zy) Torn in the cell membrane. Lead citrate., X13750.
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Yangih parangimdeki alveollerin bazilarinin lu-
menlerinde ¢ok sayida yag damlacigi ve kazeinifagosite
etmis olan nétrofillere rastlandt. Elektron mikroskopik
incelemelerde bu hicrelerin psédopodiarini blyik
oranda kaybetmis ve gekirdeklerinin hafifce sismis
oldugu dikkati gekti (Resim 6).

Normal memebagi kanalinin epiteli ve bag do-
kusunda rastlanmayan plazma hdcreleri, en yogun
olarak Furstenberg rozetinin bag dokusu ve epitel kati
icinde gbzlendiler (Resim 7). Bu hicrelere epitel ta-
bakasi iginde ender olarak lumene komgu durumda
da rastlandi. Rozet bdlgesinin lamina propriasinda
genellikle gok sayida hiicreden olugan gruplar halinde
bulunan bu hiicreler, parangimde ise tek tek yada az
sayida hicreden olugan gruplar halinde gozlendiler.
Parangimde alveol epitellerine yakin ve onlarin arasinda
lokalize olan plazma hicresine rastlanmadi. Butin
meme bdlgelerinde epiteliginde en sik rastlanan hiicre
tipi lenfositlerdi. Bu hiicrelerin rozet bélgesinde genis
infiltrasyon odaklari olusturduklari dikkati gekti.

Resim-6 Alveol liimeninde yag damlaciklarin fagosite etmis
" nétrofiller. N N2) Nétrofiller, L) Lipid damiaciklar.
Kursun sllrat  X9000.

Flg 6. Neutrophyls |ngested lipid droplets are seen in the
alveolar lumina. N N2) Neutrophyls, Lipid droplets.
Lead citrate,, X9000 -

Resim-7 Furstenberg rozeti bélgesinde epitel hiicreleri tarafindan
sariimig olan bir plazma hiicresi. Ep1 Ep,) Epitel
hiicreleri, Oklar) Hicre zarlarinin degme bolaelerl
Kursun sltrat . X8200,

Fig. 7 A plasma cell surrounded by the ';apilhelial. é;élls is
seen. Ep1 Ep2) Epithel cells, Arrows) Contacts belween
- .the cell membranes. Lead citrate., X8200

Hucre sayimlarindan elde edilen sonuglar
grafik 1'de ve bu degderlerin istatistiksel analiz sonuglan
tablo 1'de verilmisgtir.
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Grafik-1 Normal ve yangil meme dokusunun bes farkh bdigesinde belirlenen savunma hiicresi sayilari (HS/BA). Her bdlgede
soldakl siitun grubu normal, sagdaki grup ise subklinik mastitisii grubun ortalama hiicre sayilarini gostermektedir.
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Tablo-1 Normal ve yangill meme dokusunun bes ayrni bolgesinde
belirlenen hiicre sayilan ve bolgelerarasi yoguniuk
farklarinin 6nemini ortaya koymak amaciyla yapilan
LSD testi sonugiari.

1).
Tartisma ve Sonhug
Mastitis etkenleri genellikie memebagi kanalindan
girerek paransime ulagsmakta ve mastitise neden
olmaktadir (2). Memebag! kanali sfinkteri ve kanal

HOCRE TIPl BOLGELERDE SAPTANAN ORTALAMA HUCRE SAYILARI ; INEDG A
Furstenberg rozet  S.papllaris  S. lactiferus  Parangim dokusu . papillars keratininin bakteri girigine kargi gugld bir barlyer
(H/BA) (W8 (HSBA) (HSBA)  (HGBA) olusturdugu gesitli arastiricilar (7,11,13,24) tarafindan
vt s 0 o g I gés.terilmisti_r. Bu g.a'hsmadg, mepeba§| kanallpl_n
2 Lenlost o g 0F 172 i lamina propriasinda iki kat halinde dliz kas demetlerinin
= Nitofl ne 167 106 g0t ¢ bulundugu; keratin katin ostium papillarede daha kalin
O Mononikleer 258 26 25 e 125° ve agimsi yapiya sahip oldugu halde, kanalin orta
fagosit bélimunde daha ince ve birbirine paralel lamellerden
PlazmaH. 10512 0 e af @  olustudu tespit edildi. Lameiller arasinda gdzienen
33 Lenlosit 5.7 0 205 2¢ longitudinal yerlesimli dar yariklar, buraya ulagabilen
S Novolt 598 43 547 22 2.7; bakterilerin sinus papillaristeki stte ulagmalarini
< ’Mom:uuee, ae a8 514 a4 28 kolaylagtirabileceginden, memebasi kanalininbariyer
agosil

Ayni satirda degisik harflerle belirlenen ortalama degerler arasi
farklar istatistiksel y6nden 6nemlidir (P<0.05).

Sonuglara gére normal ve subklinik mastitisti meme
dokusunda en yliksek savunma hucresi yoguniuklari
Furstenberg rozetinde gorllmektedir (Grafik 1). En
distk hicre yoduniuklarn ise duktus papillariste ortaya
¢ikmaktadir. Normal yapiya sahip olan sinus papillaris,
sinus laktiferus ve parangim bolgeleri ise birbirine yakin
savunma hicresi yodunluklarina sahiptir. Rozet
bélgesinin bad dokusunda en sik rastlanan hdcre tipi
plasma hicreleri iken, epitel katinda lenfositlerdir.

Yangili grupta ise savunma hiicrelerinin yo-
guniukiarinda belirgin artiglarin meydana geldigi dikkati
gekmektedir. Duktus papillaris bdlgesindeki artiglar
dénemsiz (P>0.05) iken, Furstenberg rozetindeki ar-
tiglarin gak énemli (P<0.05) oldugu gériimektedir (Tablo

etkinliginin kanal giridinde daha gugli olabilecegi
sonucuna varildi. Nickerson ve Pankey'de (14),
yaptiklari bir ¢aligmada bu durumu wvur-
gulamiglardir.

Concha (3), sit ve diger meme salgilarindaki
hicresel faktérler yaninda, meme dokusunda bulunan
hicrelerin de lokal meme savunmasinda dikkate
alinmasi gerektigini, yangi baglangicinda memenin
belli bdlgelerinde yeterli sayi ve immun yetenege sahip
savunma hiicresi populasyonu bulunmasinin, lokal

savunma sisteminin gictini artiracagini bildirmigtir. ™
Nickerson ve Pankey (17), memebag! kanalindan *
giren antijenlere kargi olusan immun yanitta, oldukca *
kaln bir keratin katina sahip olan gok katl yassi epitelle -
drtlilen ve digiik savunma hticresi yoguniuguna sahip -
olan memebasgi kanalinin oldukg¢a diigiik bir hiicresel -

tepki olusturdugunu bildirmiglerdir. Bu nedenle
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arastinicilar (14,15), memenin antijenik uyarimakarst
asil tepkisinin, iki kath prizmatik epitelle 6ridlen
Furstenberg rozeti bélgesinde ortaya ¢iktigini kabul
etmektedirler. Bu galigmada da gerek normal ve gerekse
de yangili meme dokusunda en yiksek savunma
hiicresi yogunluguna bu bdlgede rastlanmasi, arag-
tincilarin (14,15) bulgularina uyum gdéstermektedir. «

Epitel kati icinde lokalize olan plazma hiicrelerinin
salgiladiklan antikorlari ya direkt olarak veya epitel
hiicreleri yoluyla bélge epiteli yizeyine ve site verdikleri
ileri strdimtgtir (16). Bu antikorlar, toksinleri nétralize
ederek, fagositozu kolaylagtirarak ya da bakterilerin
epitel hacrelerine tutunmalarim engelleyerek lokal
meme savunmasinda ¢ok énemli bir fonksiyon gér-
mektedirler. Ozellikle Furstenberg rozeti bélgesinde
epitel iginde plazma hucrelerine daha sik rastlandi.
Bazi hastaliklarin patogenezinde bakterilerin epitel
hiicrelerine tutunmalari, hastaligin ilkk evresini olug-
turmaktadir. Gudding ve ark. (9), Staphylococcus
aureusla olusturduklar deneysel mastitiste, koklarin
gogunlukla sinus papillaris bdlgesi epiteline tutundugunu
saptamiglardir. Preez (21) ise, inatgi memebagi kanali
enfeksiyonlu ineklerde yaptigi Scanning elektron
mikroskopik galismada, koklan epitel ylzeyindeki
cukurluklarda gézledigini bildirmigtir. Periyodik olarak
sUtlin siddetli akis etkisine maruz kalan bu bakterilerin,
bélge epitel hiicrelerine spesifik olarak tutunduklar
ayni aragtirict (21) tarafindan ifade edilmektedir. Bu
calismada yapilan elektron mikroskopik gdzlemlerde
sinus papillaris bélgesinde epitel hiicrelerine tutunmug
haldeki koklara rastladi§gimizdan, arastincinin gé-
riglerine katiimaktayiz.

Sat nétrofillerinin st yadt ve kazeinini fagosite
ettigi bilinmektedir (22). Hicre, bu maddeleri sin-
direbilmek amaciyla lizozomal enzimlerinin biyuk bir
kismini harcadijindan, daha sonra fagosite edilen
bakterilerin pargalanmasi iglemi gergeklesmemektedir
(22). Bu galigmada yangili paransim alveollerinin
lmenlerindeki nétrofillerin, gok sayida yag damlacigini
fagosite etmis oldugunu ve hafif dejenerasyon gos-
terdiklerini tespit ettigimizden, elde ettigimiz bulgular
bu aragtiricilanin bulgularint desteklemektedir. Nic-
kerson ve ark (18) bazi antibiyotik ve antibiyotik ta-
styicilannin da nétrofillerin yasama ve fagositoz
guglerinde kayiplara neden oldugunu bildirmektedir.
Bu durum, mastitis tedavisinde antibiyogram ya-
piimasinin énemini ortaya koymaktadir.

Sonug olarak, Furstenberg rozeti memenin lokal
savunmasinda antijenik uyarima kargt ilk bagisiklik
tepkisinin sekillendigi cok 6nemli bir bélgedir. Glgli
bir meme savunmasi igin bu bélgede yeterli sayi ve
immun yetenege sahip olan savunma hiicresi po-
pulasyonu bulunmasi mutlaka gereklidir.
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