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Sekil 2.1.
Sekil 2.2.
Sekil 2.3.
Sekil 4.1.

Sekil 4.2.

Sekil 4.3.

Sekil 4.4.

Sekil 4.5.

Sekil 4.6.

Sekil 4.7.

Sekil 4.8.

Sekil 4.9.

Sekil 4.10.

Sekil 4.11.

SEKIiLLER

Kedilerin kronik gingivostomatitisi, proliferatif form (Lee ve
ark., 2020).

Kedilerin kronik gingivostomatitisi, palatoglossal bolgede Ulser
(Soltero-Rivera ve ark., 2023).

Submukozal hiicre infiltrasyonlari, X10, Barr:100um, (Lee ve
ark., 2020).

Kontrol grubuna ait kedi oral mukoza, tum katmanlar normal
gorinimde, H&E, X4, Barr:200um.

Calisma grubuna ait kedi oral mukozasi, epitelde gorilen
akantozis (beyaz yildiz), nekrotik alanlar (siyah yildizlar) ve
bakteri kiimeleri (siyah oklar), (Olgu no: 8), H&E, X10, Barr:
100um.

Calisma grubuna ait kedi oral mukozasinda goriilen yangisal
hiicre infiltrasyonlari: lenfosit (sar1 oklar), plazma hiicresi (siyah
oklar), mott hiicresi (kirmiz1 oklar), (Olgu no: 3), H&E, X40,
Barr:20pum.

Calisma grubuna ait kedi oral mukozasinda goriilen yangisal
hiicre infiltrasyonlari: notrofil 16kositler (siyah oklar) ve
mononiiklear hiicre infiltrasyonlar1 (kirmiz1 oklar), (Olgu no:1),
H&E, X40, Barr:20pum.

Calisma grubuna ait kedi oral mukozasi, lamina propriada yer
alan displazik sekilli bag doku proliferasyonu (yildizlar) ve yeni
damar olusumlar (oklar), (Olgu no: 2), H&E, X4, Barr:200um.
Calisma grubuna ait kedi oral mukozasi, damar c¢evresinde
yangisal hiicre infiltrasyonlari, vaskulitis (siyah oklar), (Olgu no:
6), H&E, X20, Barr:50um.

Calisma grubuna ait kedi oral mukozasi, submukozada bulunan
kistik (siyah oklar) ve hiperplazik (beyaz ok) tukuruk bezleri,
(Olgu no: 25), H&E, X10, Barr:100um.

Calisma grubuna ait kedi oral mukozasi, lamina propriada mast
hicreleri (oklar), mast hicrelerinin belirgin metakromatik
graniilleri  (kii¢iiltiilmiis resim) (Grade 3), (Olgu no:20),
Toluidine Blue, X20, Barr:50pum.

Calisma grubuna ait kedi oral mukozasi, submukozada daginik
yerlesimli mast hiicreleri (oklar), mast hiicrelerinin belirgin
metakromatik graniilleri (kiigiiltiilmiis resim), (Olgu no:22),
(Grade 2), Toluidine Blue, X20, Barr:50um.

Calisma grubuna ait kedi oral mukozasi, intraepitelyal alandaki
mast hicreleri (oklar), mast hiicrelerinin belirgin metakromatik
graniilleri (kii¢iiltiilmiis resim), (Olgu no:16), Toludine Blue,
X40, Barr:20um.

Kontrol grubuna ait kedi oral mukoza, epitel katmanindaki
stratum spinozum hiicreleri arasinda hafif glikojen birikimleri
(ok), PAS, X20, Barr:50pm.
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Sekil 4.12.

Sekil 4.13.

Sekil 4.14.

Sekil 4.15.

Sekil 4.16.

Sekil 4.17.

Sekil 4.18.

Sekil 4.19.

Sekil 4.20.

Sekil 4.21.

Sekil 4.22.

Sekil 4.23.

Sekil 4.24.

Sekil 4.25.

Kontrol grubuna ait kedi oral mukoza, lamina propriada PAS
pozitifligi gérilmemekte, PAS, X20, Barr:50um.

Calisma grubuna ait kedi oral mukozasi, akantotik epitel katmani
igerisindeki, kontrol grubuna kiyasla daha yogun goziiken
glikojen birikimleri (oklar), (Olgu no:7), PAS, X20, Barr:50um.
Calisma grubuna ait kedi oral mukozasi, PAS pozitif reaksiyon
gosteren notrofil 16kositler (siyah oklar), biloblu nétrofil 16kosit
(kiigtltiilmiis resim), (Olgu no:15), PAS, X40, Barr:20um.
Calisma grubuna ait kedi oral mukozasi, PAS pozitif reaksiyon
gosteren makrofajlar (oklar), yakinlastirilmis PAS pozitif
makrofaj (kiigliltiilmiis resim), (Olgu no:9), PAS, X20,
Barr:50um.

Calisma grubuna ait kedi oral mukozasi, tiikiirik bezleri
cevresinde PAS pozitif reaksiyon gosteren yangisal hiicreler
(oklar), (Olgu no:19), PAS, X40, Barr: 20pum.

Kontrol grubuna ait kedi oral mukozasi, A: bazal membran
hizasinda anti CD79a’ya karst immunopozitiflik gosteren
lenfositler (ok), B: submukozada anti CD79a’ya karsi bir
immunoreaktivite gorilmemekte, DAB, X10, Barr: 100um.
Calisma grubuna ait kedi oral mukozasi, intraepitelyal alanda
anti CD79a immunopozitifligi gosteren hiicreler (oklar), (Olgu
no:3), DAB, X20, Barr: 50um.

Calisma grubuna ait kedi oral mukozasi, lamina propria
katmanina infiltre olan yangisal hiicrelerde siddetli anti CD79a
immunopozitifligi gosteren hiicreler (oklar), (Olgu no:6), DAB,
X20, Barr: 50pm.

Caligma grubuna ait kedi oral mukozasi, yangisal hiicre
infiltrasyonu igerisindeki Mott hucrelerinde anti CD79a
pozitifligi (oklar), Russel cisimcikleri iceren Mott hiicresinin
yakindan goriintiniimii (kiigtiltiilmiis resim), (Olgu no:19), DAB,
X20, Barr: 50um.

Calisma grubuna ait kedi oral mukozasi, submukozal alandaki
damar cevrelerinde lokalize olan anti CD79a’ya Kkarsi
immunopozitiflik gosteren B lenfositler (oklar), (Olgu no:16)
DAB, X20, Barr: 50um.

Calisma grubuna ait kedi oral mukozasi, submukozal alanda yer
alan tiikiiriik bezleri (yildizlar) ¢evresindeki yangisal hiicrelerde
siddetli anti CD79a immunopozitifligi gosteren hiicreler (oklar),
(Olgu no:23) DAB, X20, Barr: 50um.

Kontrol grubuna ait kedi oral mukozasi, CD3’e karsi
immunoreaktivite gorilmemekte. DAB, X20, Barr: 50um.
Calisma grubuna ait kedi oral mukozasi, submukozal alana
infiltre olan yangisal hiicrelerde siddetli anti CD3 ekspresyonu
gosteren hiicreler (oklar), (Olgu no:19), DAB, X40, Barr: 20um.
A: Kontrol grubuna ait kedi oral mukozasi, lamina propriada anti
IBA1’e karst immunoreaktivite gorilmemekte B: Calisma
grubuna ait kedi oral mukozasi, lamina propriada gevsek bag
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Sekil 4.37.
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doku proliferasyonu igerisindeki yangisal hiicrelerde anti IBA1
ekspresyonu, (oklar), (Olgu no:20), DAB, X40, Barr: 20um.
Calisma grubuna ait kedi oral mukozasi, submukozadaki
yangisal hiicre infiltrasyonu igerisindeki makrofajlarda giiclii
anti IBA1 ekspresyonu (oklar), (Olgu no:1), DAB, X40, Barr:
20um.

Kontrol grubuna ait kedi oral mukozasi, epitel katmanda hafif
derecede anti mTOR immunopozitifligi gosteren bazal hiicreler
(ok), DAB, X40, Barr: 20um.

Kontrol grubuna ait kedi oral mukozasi, lamina propria
katmaninda hafif siddette anti mTOR ekspresyonu gosteren
damar endotelleri (oklar), DAB, X40, Barr: 20um.

Calisma grubuna ait kedi oral mukozasi, epitel katmanda anti
mTOR’a kars1 immunopozitif spinozum hiicreleri (kirmizi oklar)
ve lamina propriada anti mTOR’a karsi immunopozitif yangisal
hlcreler (siyah oklar), (Olgu no:6), DAB, X40, Barr: 20pm.
Calisma grubuna ait kedi oral mukozasi, submukozada anti
mTOR ekspresyonlar1 gosteren yangisal hiicreler (oklar), (Olgu
no:19), DAB, X40, Barr: 20pm.

Calisma grubuna ait kedi oral mukozasi, lamina propriada yeni
olusan damar endotellerinde anti mTOR immunopozitifligi
(oklar), (Olgu no:20), DAB, X40, Barr: 20um.

Calisma grubuna ait kedi oral mukozasi, submukozada yer alan
tukdrak bezleri cevresinde, anti mTOR ekspresyonu gosteren
yangt hiicreleri (oklar), immunopozitif yangi hiicreleri
(kiigtiltiilmiis resim), (Olgu no:23), DAB, X20, Barr: 50um.
Kontrol grubuna ait kedi oral mukozasi, epitel katmani igerisinde
anti FKBP12 ekspresyonu gosteren hucreler (oklar), DAB, X40,
Barr: 20pm.

Kontrol grubuna ait kedi oral mukozasi, submukozada yer alan
damar endotellerinde hafif siddette anti FKBP12 ekspresyonu
(oklar), DAB, X20, Barr: 50um

Calisma grubuna ait kedi oral mukozasi, submukozada anti
FKBP-12 ekpresyonu gosteren yangisal hiicreler (oklar), (Olgu
no:24), DAB, X20, Barr: 50um.

Calisma grubuna ait kedi oral mukozasi, submukozada yeni
olusan damar endotellerinde (siyah oklar) ve bu damar
cevrelerindeki yangisal hiicrelerde (kirmizi oklar) anti FKBP12
immunopozitifligi, (Olgu no:6), DAB, X40, Barr: 20um.
Calisma grubuna ait kedi oral mukozasi, anti FKBP12
immunopozitifligi gosteren epitel hiicreleri (siyah oklar), lamina
propria (yildiz) ve submukozadaki tiikiiriik bezi cevresinde
(kirmiz1 ok), anti FKBP-12 ekspresyonu gdsteren yangisal
hicreler, (Olgu no:25), DAB, X10, Barr:100um.

Kontrol grubuna ait kedi oral mukozasi, epitel katmanda giiclii
anti EGFR ekpresyonu sergileyen hiicreler, DAB, X20, Barr:
S50pum.
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Sekil 4.39.

Sekil 4.40.

Sekil 4.41.

Sekil 4.42.

Akantotik epitelde anti EGFR immunopozitifligi (yildiz),
submukozal alandaki yangisal hiicrelerde anti EGFR
ekspresyonu (oklar), (Olgu no:9), DAB, X20, Barr: 50um.
Pozitif (A-G) ve negatif (H) kontrol, A: rat, anti FKBP12
ekspresyonu gosteren purkinje hticreleri (siyah oklar), B: rat, anti
IBA1 ekspresyonu gosteren mikroglia hiicreleri (kirmizi oklar),
C: rat, dalak, anti CD79a ekspresyonu gosteren hiicreler (koyu
kirmiz1 oklar), D: kedi, dalak, anti CD79a ekspresyonu gdsteren
hlcreler (mavi oklar), E: rat, ovaryum, anti mTOR ekspresyonu
gosteren hucreler (beyaz oklar), F: kedi, ovaryum, anti mTOR
ckspresyonu gosteren hiicreler (sar1 oklar), G: rat, dalak, anti
CD3 ekspresyonu gosteren hiicreler (kahverengi oklar), DAB,
X20, 50um. H: negatif kontrol, DAB, X10, Barr: 100 um.
Histopatolojik parametreler arasindaki iligkilerin egilimini
gosteren 1s1 grafigi.

Immunohistokimyasal — parametreler arasindaki iliskilerin
egilimini gosteren 1s1 grafigi.
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AMBRA1

ATM
BCR
°C
CHS
DAB
Deptor

EF3
EGFR
FAT
FCGS
FCoV
FCV
FDA/EMA

FeLV
FHV
FIvV
FKBP12
FRAP
FRB
FRL
GM-CSF

H&E
HER1

HER?2
HER3
HER4

HIFla
IBAl

IHC
kDa
MHCII
MKH
mLST8
mSIN1

SIMGELER ve KISALTMALAR

Activating molecule in beclin-1 regulated autophagy protein 1 (Beclin-1
Duiizenlemeli Otofaji Aktivasyon Molekdli 1)

Ataxia Telangiectasia Mutated (Ataksi Telanjiektazi Mutant1)

B Cell Receptor (B hiicre reseptori)

Santigrat

Chédiak-Higashi Syndrome

3,3'-diaminobenzidin

DEP- domain-containing mTOR-interacting protein (DEP domain igeren
mTOR ile etkilesen protein)

Elongation factor 3 (uzama faktori 3)

Epidermal Growth Factor Receptor (Epidermal Buyume Faktori Reseptori)
Focal Adhesion Targeting

Feline Chronic Gingivostomatitis (Kedilerin Kronik Gingivostomatitisi)
Feline Corona Virus

Feline calicivirus

Food and Drug Administration/ European Medicines Agency (Gida ve ilag
Dairesi/ Avrupa Ila¢ Ajansi)

Feline Leukemia Virus

Feline Herpes Virus

Feline Immunodeficiency Virus

FK506 Binding Protein 12 (FK506 Baglayici Protein 12)

FKBP12 rapamisin associated protein

FKBP12-rapamycin binding

Feline Resorptive Lesion (Kedi Rezorptif Lezyon)

Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor (Granilasit- Makrofaj
Koloni- Uyarici Faktor)

Hematoksiklen & Eozin

Human Epidermal Growth Factor Receptor 1 (Insan Epidermal Biiyiime
Faktort Reseptora 1)

Human Epidermal Growth Factor Receptor 2 (Insan Epidermal Biiyiime
Faktor Reseptorl 2)

Human Epidermal Growth Factor Receptor 3 (Insan Epidermal Biyiime
Faktort Reseptora 3)

Human Epidermal Growth Factor Receptor 4 (Insan Epidermal Biiyiime
Faktort Reseptora 4)

Hypoxia-Inducible Factor 1 alpha (hipoksiye duyarli faktor 1o)

lonized Calcium Binding Adapter Molecule 1 (Iyonize Kalsiyum Baglama
Adaptor Molekuill)

Immunohistochemistry (Immdinohistokimya)

Kilodalton

Major Histocompatibility Complex Class Il (Majér doku uyum kompleksi I1)
Mezenkimal kok hiicreler

Mammalian Lethal with Sec13 protein 8

Mammalian stress-activated protein Kkinase interacting protein 1
(Memelilerde Stresle Aktive Edilen Protein Kinaz ile Etkilesen Protein 1)
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mTOR

MTORC1
MTORC?2
NK
NSAID
PAS

PBS
PIKK

PP2A
PRAS40

Protor-1
Raptor

Rictor
S6K
SLE
SREBP

TCR
TH1
TH17
TH2
TREG
TSC1-2
ap-TCR
v5-TCR
4EBP1

Mechanistic/Mammalian Target Of Rapamycin
kompleksinin memeli/mekanistik hedefi)

mMTOR complex 1 (mTOR kompleks 1)

MTOR complex 2 (IMTOR kompleks 2)

Natural killer

Nonsteroid antiinflamatuar

Periodic Acid Schiff
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OZET

Kedilerin Kronik Gingivostomatitisi Uzerine Patolojik Incelemeler

Bu tez ¢caligmasinda, kedilerin kronik gingivostomatitisinin patogenezi, ¢esitli molekiil
ve biyobelirteglerin  birbiriyle olan iliskileri FCGS’li  (Kedilerin  kronik
gingivostomatitisi) kedilerin oral mukozalarina ait biyopsi doku bloklar1 iizerinden
incelenmigtir. Caligmanin amaci, mTOR (mammalian target of rapamycin) sinyal
yolunun FCGS patogenezindeki roli ve bu yolun FKBP12 proteini ile olan
etkilesimini ortaya koyarak, mTOR inhibitorleri aracilifiyla alternatif terapdtik
stratejilere yeni bir bakis agis1 kazandirmaktir. Bu amagla ¢alismada, 5°i kontrol olmak
tizere 30 kediye ait oral biyopsi dokular1 Toluidin Blue (TB), Periyodik Asit-Schiff
(PAS) Hematoksilen-Eozin (H&E) ve immunohistokimyasal (IHC) olarak boyanarak
incelenmistir. Histopatolojik incelemelerde TB boyamalarda mast hicreleri
gradelendirilmis ve FCGS kesitlerinde kontrol grubuna kiyasla siddetli bir artis oldugu
gbzlenmistir. PAS boyal1 kesitler kontrol grubu ile karsilastirildiginda epitel katman
ve yangisal hiicrelerde belirgin bir PAS pozitifligi mevcudiyeti dikkati ¢ekmistir.
Immunohistokimyasal analizlerde, ¢alisma grubunda CD3, CD79a, IBA1, mTOR ve
FKBP12 ekspresyonlarinin kontrol grubuna kiyasla arttigi goriilmiistiir. CD3 ile
CD79ave mTOR ile FKBP12’nin istatiksel olarak pozitif yonlii korelasyonlart dikkati
¢cekmis; mTOR ile FKBP12 arasindaki pozitif korelasyonun, istatistiksel anlamlilik
esigine ¢ok yakin olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli bir iligki diizeyine
ulagamadigi belirlenmistir. Sonug olarak bu ¢alismada, mTOR ve FKBP12 proteininin
benzer lokalizasyonlarda ekspresyon gdstermesinin ortaya konmasi bu benzerligin
FCGS patogenezinde Onemli bir rol istlenebilecegini, dolayisiyla mTOR
inhibitorlerinin, FCGS hastaliginin yonetiminde potansiyel terapdtik ajanlar olarak
degerlendirilebilecegini akla getirmistir.

Anahtar Kelimeler: FKBP12 Proteini, Histopatoloji, immunohistokimya, Kedilerin
kronik gingivostomatitisi, mMTOR
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ABSTRACT

Pathological Investigations of Feline Chronic Gingivostomatitis

In this thesis, the pathogenesis of feline chronic gingivostomatitis (FCGS) and the
interrelationships among various molecules and biomarkers were investigated using
oral mucosal biopsy tissue blocks obtained from cats affected by FCGS. The aim of
the study was to elucidate the role of the mammalian target of rapamycin (mTOR)
signaling pathway in the pathogenesis of FCGS and its interaction with the FKBP12
protein, thereby providing a novel perspective on alternative therapeutic strategies
involving mTOR inhibitors. For this purpose, oral biopsy tissues from a total of 30
cats, including 5 control animals, were examined using Toluidine Blue (TB), Periodic
Acid-Schiff (PAS), Hematoxylin—Eosin (H&E), and immunohistochemical (IHC)
staining methods. In histopathological evaluations, mast cells were graded in TB-
stained sections, and a marked increase in mast cell numbers was observed in FCGS
tissues compared with the control group. In PAS-stained sections, prominent PAS
positivity was noted in both the epithelial layer and inflammatory cells in the FCGS
group relative to controls. Immunohistochemical analyses demonstrated increased
expression of CD3, CD79a, IBA1, mTOR, and FKBP12 in the FCGS group compared
with the control group. Statistically positive correlations were identified between CD3
and CD79a, as well as between mTOR and FKBP12; however, although the positive
correlation between mTOR and FKBP12 was very close to the threshold of statistical
significance, it did not reach a statistically significant level. In conclusion, the
demonstration that mTOR and FKBP12 proteins exhibit expression in similar
localizations suggests that this similarity may play an important role in the
pathogenesis of FCGS. Accordingly, these findings indicate that mTOR inhibitors may
be considered as potential therapeutic agents in the management of FCGS.

Keywords: Feline Chronic Gingivostomatitis, FKBP12 Protein, Histopathology,
Immunohistochemistry, mTOR
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1. GIRIS

Kedilerin kronik gingivostomatitisi (Feline chronic gingivostomatitis-FCGS)
gingiva, kaudal veya bukkal mukoza gibi yiizeylerde, siddeti degiskenlik gosteren
kronik-proliferatif bir yangisal hastaliktir. Klinik olarak agiz i¢inde hiperemi, tilser,
hipersalivasyon, anoreksi ve kilo kaybi1 gibi semptomlarla seyreden bu hastalik,
etkilenen kedilerde yasam kalitesini ciddi sekilde diisiirmekte ve ¢ogu vakada agresif
tedavi protokollerine ragmen iyilesme sinirli kalmaktadir. Hastaligin etiyopatogenezi
hélen tam olarak aydinlatilamamis olmakla birlikte, Feline Calicivirus (FCV), Feline
Leukemia Virus (FeLV), Feline Immunodeficiency Virus (FIV) gibi viral
enfeksiyonlar, bakteriyel kolonizasyon, dental plak, genetik yatkinlik ve immun
disregiilasyon gibi bir¢ok faktoriin rol oynayabilecegi diistiniilmektedir (Bellows,
2022; Lommer ve Verstraete, 2003). FCGS’de histopatolojik olarak genellikle lamina
propria ve submukozada belirgin lenfoplazmasitik infiltrasyon, epitelyal hiperplazi,
ulserasyon ve granilasyon dokusu olusumu goézlenmektedir. Bu yangisal yanitin
ortaya ¢ikmasinda, T ve B lenfositler, plazma hiicreleri, makrofajlar ve mast hiicreleri
gibi yangisal-immunolojik hiicrelerin etkili oldugu bildirilmektedir (Ozer, 1999;
Winer ve ark., 2016).

MTOR (mechanistic/mammalian target of rapamycin) sinyal yolu, hiicresel
blytme, proliferasyon, metabolizma ve immun yanit gibi bir¢ok biyolojik siireci
duzenleyen merkezi bir yolaktir. Sitozolde bulunan FKBP12 proteini ise, rapamisin ile
kompleks olusturarak mTOR"un aktivitesini inhibe eden énemli bir immunofilindir.
MTOR-FKBP12 etkilesiminin yangisal hastaliklarda kritik rol oynadig1 gosterilmistir
(Banaszynski ve ark., 2005; Saxton ve Sabatini, 2017). Fakat bu etkilesimin FCGS’nin
patogenezinde bir rolinun olup olmadigi heniiz yeterince arastiritlmamistir. Bu tez
caligmasinda, kronik gingivostomatitis tanisi almis kedilere ait biyopsi Ornekleri
histopatolojik ~ ve  immunohistokimyasal  yontemlerle  degerlendirilmistir.
Immunohistokimyasal olarak yangili dokularda: CD79a, CD3, lbal, mTOR, FKBP12
ve EGFR antikorlarinin ekspresyonlar1 incelenerek bu antikorlarin FCGS
patogenezindeki potansiyel rolleri ve birbirleri ile olan iligkileri arastirilmistir. Bu

sayede, hastaligin molekiiler mekanizmalarina 1s1k tutulmasi amacglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Ag1z Boslugu ve Mukozasi

Agiz boslugu, birbirinden farkli histolojik o6zellik gosteren, dudaklardan
baslayip lateralden bukkal mukoza, dorsalden damak, ventral kisimdan ise dille
smirlandirilan ve farenkse kadar uzanan bir bosluktur. Agiz boslugu, dis vestibiil ve
asil agiz boslugu olmak tizere iki kisimdan olusur. Dis vestibiil dudak ve yanaklarla
siirlidir. Asil agiz boslugu ise sert damak, yumusak damak, dil ve agiz tabanindan
olusur (Squier ve Brogden, 2011). Agiz boslugu ¢ogunlukla mekanik etkilere, sicak
veya soguga ayrica pH degisikliklerine devamli maruz kalan bir yapidir. Buna ek
olarak dil tizerinde bulunan tat tomurcuklari ile tat alma veya susuzluk gibi duyusal
degisimleri de algilayabilir. Yutma, besini geri ¢ikarma gibi refleks olaylar ve tiikiiriik

salgilama da bu dokunun karmagikligina katki saglar (Bergmeier, 2018).

Ag1z mukozasi, mukoperiosteumun 6zel bir formu olan dis eti haricinde, agiz
yuzeyini kaplayan ve agiz i¢i mikroflorasinin dengede tutulmasina katki saglayan bir
dokudur. Ayrica agiz ortamu ile derin dokular arasinda ana bariyer gorevi goriir. Ag1z
mukozasinin ana yapisi epitel katmani, propria katmani ve submukoza olmak lzere
tige ayrilir. Epitel katmani ¢ok katli bir yassi epitelden olusur ve ayri katmanlar halinde
diizenlenmis, farkli morfolojilere sahip ¢ok sayida hiicre tipi igerir. Epitel hticreleri
birbirine sikica tutunmustur ve bazal tabaka izerine oturan hiicre gruplari sirasiyla
asagidan yukar1 olmak fiizere spinozum, granulozum ve kornifiye tabaka olarak
siralanmigtir. En derin katmandaki bazal hiicreler (progenitdr hiicreler) mitotik hiicre
bolinmesine sahiptir ve burada olgunlasan hiicreler yiizeye gé¢ etmek amaciyla
terminal farklilagma gecirir. Farklilagma geciren hiicreler, yilizeyden dokiilen
hiicrelerin yerini alir. Bu olay agiz mukozasinin kendi kendini yenileyen bir doku
oldugunu kanitlamaktadir. Cogalmadan farklilasmaya gegisin mikroRNA’lar
tarafindan kontrol edildigi diistiniilmektedir (Bergmeier, 2018). Propria katmaninda
ise kan damarlari, yogun bag doku ve kolajen bulunur. Submukoza, gevsek bag
dokusu, tiikiiriik bez ve kanallari, kan damarlari, kas lifleri, lenfatiklerden olusur
(Bellows, 2022).



Ag1z mukozasini kaplayan ¢ok katli yassi epitel, her bir ana mukoza tipinin
islevini yansitan olgunlagsma modeline gore bazi 6nemli bolgesel farkliliklar gosterir.
Bu farkliliklar, fonksiyon ve histolojik gériinime gore kategorize edilebilir. Buna gore
ag1z mukozasinda; mastikatoér mukoza, ortlici mukoza ve 6zellesmis mukoza olmak
Uzere Ug tip mukoza gorilur. Mastikator mukoza ¢igneme fonksiyonunu yerine getiren
sert damak ve gingivada bulunur. Hafif hareketli olmasi sebebiyle ¢igneme
fonksiyonunu yerine getirirken mukozanin korunmasini saglar ve keratinize ¢ok kath
yassi epitel ile doselidir. Buradaki keratinize epitel derinin keratinize epiteline benzer
bir yapidadir ve keratinositlerden koken alir. Keratinositler, yogun keratin lifleri ile
paketlenerek korneum katmanini olusturmak amaciyla birbirine baglanir. Bu yap1
mekanik hareketlere, gesitli mikroorganizmalara veya kimyasal zedelenmelere karsi
onemli bir koruma saglar (Bergmeier, 2018). Dudaklar, agiz tabani, yumusak damak
ve yanaklarin i¢ kismi ise Ortiicii mukoza ile kaplidir ve bu mukoza diger
mukozalardan farkli olarak keratinize olmayan ¢ok katli yassi epitel ile doselidir. Dilin
dorsal kismi cok sayida tat tomurcugu ve duyusal sinir uglari icermesi sebebiyle

Ozellesmis mukoza olarak adlandirilir (Bellows, 2022).

Agiz mukozasmin g¢esitli islevleri vardir ve bunlarin en Onemlisi agiz
boslugunun daha derin dokularin1 ve bezlerini korumaktir. Diger islevler arasinda
duyusal alg1, sentez ve mukozada yer alan bezlerden salgi ger¢eklestirilmesidir. Ayrica
normalde agiz boslugunda, dokulara ulasabildikleri taktirde enfeksiyona neden
olabilecek yerlesik bir mikroorganizma popiilasyonu bulunur. Bu organizmalarin ¢ogu
dokular Uzerinde toksik etkisi olan maddeler Uretir. Agiz mukozasinin epiteli
mikroorganizmalarin tutunmasina karsi ana bariyer gorevi goriir ve bu gorevi ile
mukozanin bagisiklik sisteminin koruyucu etkilerine de katkida bulunur (Squier ve
Kim Brogden, 2011).

2.2. Gingiva (Dis Eti)

Gingiva, disin baglayici dokusu periodontu olusturan yapilardan biridir ve
cenelerin alveolar ¢ikintilarini kaplayarak disi ¢evreler. Keratinize epitel ile kapli olan
gingiva, sindirim kanalinin epitel tabakasindan farkli olarak emme kapasitesine sahip

degildir. Ancak bitisigindeki dokulari, mikroorganizmalarin ve diger yabanci



maddelerin zararlarindan koruyan fizyolojik gegirgen bir bariyer gorevi gorir. Gingiva
fizyolojik olarak pembe renklidir ve bazen pigmentli de olabilir (Bellows, 2022).

Histolojik olarak gingiva, epitel ve bag dokudan olusur. Epitel doku yapisi
geregi agirlikli olarak hiicresel yapida iken, bag dokusu daha az hiicresellik gosterir.
Bag doku ¢ogunlukla lifli ve lifsiz proteinler, buyume faktort, mineral, lipit ve sudan
olusan kompleks bir yapidan olusur. Bu iki bilesen, gingivitis ve periodontitis
gelisimiyle iligkili en erken yanitlarin diizenlenmesinden sorumludur (Bartold ve ark.,
2000). Gingiva, serbest ve bagl gingiva olmak tizere ikiye ayrilmaktadir. Serbest
gingiva, marjinal gingivanin koronal kenaridir. Bagli gingiva ise marjinal gingivanin
apikalinde yer alir ve normalde alveol kemiginin periosteumuna siki bir sekilde
baglanir. Bagli gingiva c¢igneme esnasinda olusan basinca dayanacak sekilde
keratinize edilmistir. Bagh gingivanin genisligi, agiz igerisindeki bdlgelere gore
degisiklik gostermektedir. Bu alan maksiller kopek dislerinde en genis sekilde yer
kaplamaktadir (Bartold ve ark., 2000; Bellows, 2022).

Gingiva olugu (sulkus), gingiva ile dis arasinda bulunan si1g bir bosluktur. Oluk
derinligi genellikle 1 mm’nin altindadir fakat bu derinlik kedilerde, kedinin disine ve
biiyiikliigiine gore degisir (Bellows, 2022). Periodontal hastaliklarda anormal hale
gelen oluk, periodontumun tahrip olmasi nedeniyle apikal olarak daha da genisler ve

cep olarak adlandirilir (Niemiec, 2010).

2.3. Kedilerin Kronik Gingivostomatitisi

Kedilerin  kronik gingivostomatitisi (FCGS), etiyolojisi tam olarak
bilinmediginden dolay1 iyi tanimlanamamis bir hastaliktir. Gingiva, kaudal veya
bukkal mukoza gibi agiz mukozasinin farkli yiizeylerinde siddetli kronik yangi ve

ulserasyon ile karakterizedir.

2.3.1. Etiyopatogenez

FCGS’nin etiyolojisi kesin olarak anlasilamamakla birlikte yapilan

arastirmalar genetik yatkinlik, ¢cevresel stres, otoimmunite, diyet, dis hastaliklari, asiri



duyarlilik (plak bakterilerine karsi reaksiyon, gida alerjileri), viral veya bakteriyel
enfeksiyon dahil olmak iizere ¢ok faktorli bir etiyolojiden siiphelenildigini

gostermektedir (Bellows, 2022;Lee ve ark., 2020).

FCGS’ye sahip kedilerin lokal olarak ve sistemik dolasiminda T lenfosit
sayilarinda tespit edilmesi, hastaligin viral etkenlerden kaynaklanan antijenik uyarima
kars1 bir bagisiklik yaniti oldugunu diisiindiirmektedir (Bellows, 2022; Winer ve ark.,
2016). FCGS ile iliskilendirilen viral etkenler arasinda kedi kalisiviriis (FCV), kedi
I6semi virls (FeLV), kedi herpesvirls (FHV), kedi immun yetmezlik viris (FIV) ve
kedi korona virlsu (FCoV) yer almaktadir (Lommer ve Verstraete, 2003). Bahsedilen
virisler i¢in iyi bilinen risk faktorleri arasinda kedilerin serbest dolagim imkant,
barinaklar veya bir evde yasayan kedi sayisinin fazla olmasi gibi ¢cok kedinin aym

ortami paylasmasi yer almaktadir (Peralta ve Carney, 2019).

Kedilerin kronik gingivostomatitisinin etiyolojisinde bakterilerin oynadigi rol
belirsizdir. Baz1 vakalarin antibiyotiklerle tedavi yapildiginda klinik olarak iyilestigi
fakat tedavi sonlandirildiginda tekrar ettigi goriilmiistiir. Bazi arastirmacilar ise
bakterilerin FCGS’nin patogenezinde ikincil bir rol oynadigi hipotezini ortaya
koymuslardir (Harvey, 2004). Buna karsilik bazi aragtirmacilar ise hastaligin
patogenezinde bakterilerin daha baskin bir rol oynadigini ve hastaligin bakteriyel
plaga karsi gelisen hiperimmun bir yanit oldugu hipotezini 6ne stirmektedirler
(Williams ve Aller, 1992; Diehl ve Rosychuk, 1993).

Klinik olarak saglikli kediler ile FCGS’li kedilerin oral mikrobiyomunun
arastirildigr bir ¢alismada, saglikli kedilerin oral mikrobiyomunda en ¢ok bulunan
bakteri cinsleri Prevotella spp., Porphyromonas spp., Moraxella spp. ve
Fusobacterium spp. olarak saptanmistir (Rodrigues ve ark., 2019). En yaygin tiirlerin
ise sirasiyla Capnocytophaga canimorsus, Xanthomonadaceae ve Bergeyella spp.
oldugu belirtilmistir (Sturgeon ve ark., 2014). Buna karsin, gingivostomatitisten
etkilenen kedilerde ise Spirochaetes, Bacteroidetes (Dewhirst ve ark., 2015) ve
Peptostreptococcaceae (Harris ve ark., 2015) familyasinin baskin durumda oldugu
gosterilmistir. Spirochaetes’lerin, agiz boslugunda yaygin olarak goriildiigii ve cogu

tlirde gingivitis gelisimine katki sagladig: bildirilmistir (Hennet ve Harvey, 1991). Bu



organizmalara karst olusturulan yangisal yanitin ise genellikle plazmasitik bir
infiltrasyon ile karakterize oldugu belirtilmistir (Fox ve ark., 1996). Spirochaetes’ler
rutin bakteriyolojik muayenelerde kiiltiire edilemedigi i¢in kedilerde yapilan bir¢ok
bakteriyolojik ¢alismada varliklarinin degerlendirilemedigi goériilmektedir. White ve
ark. (1992), yaptiklari bir ¢aligmada kronik mukogingival hastaliklara sahip olan 29
kediden sadece ikisinin histopatolojik kesitlerinde Spirochaetes varligina dair kanit
bulmuslardir. Baska bir ¢alisma, Pasteurella multocida subsp. multocida etkenlerinin,
hastaliga maruz kalan kedilerde kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede daha yaygin
oldugunu gostermistir (Dolieslager ve ark., 2011). Buna ragmen belirtilen tim
mikrobiyal etkenlerin FCGS etiyopatogenezindeki rolii kesin olarak anlasilamamustir.
Ciinkii bu patojenlerin ¢ogu, klinik olarak kronik gingivostomatitis belirtileri olmayan
kedilerden de izole edilmistir. Ek olarak hastaligin olusturulmasi i¢in deneysel bir
model {iretme girisimleri de basarisiz olarak sonuglanmigtir (Knowles ve ark., 1991;
Reubel ve ark., 1992).

FCGS’ye sahip kedilerde etiyolojinin immunolojik bir anormallik olup
olmadigini aragtiran az sayida ¢alisma mevcuttur. Harvey (1991), yaptigi bir calismada
FCGS lezyonlar ile Chédiak-Higashi (CHS) sendromuna sahip vizonlarin lezyonlar
arasindaki benzerliklere dikkat ¢ekmistir. Otozomal resesif olan bu sendrom,
notrofillerin yeterli diizeyde islev yapamamasina ve sistemik ndtropeniye neden
olmaktadir. CHS ayrica iran kedilerinde de tanimlanmistir. Ancak, Chédiak-Higashi
sendromu olan kediler erken baslayan periodontal hastalik ve dis kayb1 belirtileri
gosterirken, FCGS’ de bu tur belirtiler bildirilmemistir (Prieur ve Collier, 1987). Ek
olarak, FCGS’li kedilerin nétrofillerinin islevini analiz eden galismalarda 6nemli bir

anormalligin goriilmedigi belirtilmistir (Harvey ve Campbell, 1989).

Son yillarda FCGS hakkinda ¢ok sayida ¢alisma yayinlanmis olup, bunlarin
bliyilk ¢ogunlugu etiyopatogenez veya terapotik yaklagimlara odaklanmistir.
Kaydedilen ilerlemeye ragmen, hastalifin etiyolojisi bilinmemektedir ve mevcut
tedaviler rasyonel bir temele sahip degildir (Lee ve ark., 2020; Rodrigues ve ark.,
2019; Rolim ve ark., 2017).



2.3.2. Klinik Bulgular

Kedilerin kronik gingivostomatitisi, evcil kedilerin %26’sin1 etkileyen kronik
bir agiz mukozasi hastaligidir (Girard ve ark., 2009; Healey ve ark., 2007). Gingiva,
kaudal veya bukkal mukoza gibi agiz mukozasinin farkl yiizeylerinde siddetli kronik
yangi ve liilserasyon ile karakterizedir. Bu yangi ve iilserasyon, gida aliminda azalma
sonucu anoreksi ve genel durum bozuklugu, kilo kayb1, pityalizm, disfaji, agiz kokusu
(halitozis) ve dis gicirdatma gibi klinik belirtilere sebep olur (Bellows, 2022). Kedi
duydugu agr1 nedeniyle 6z bakimini yapamaz hale gelir bu nedenle tiiylerini
yalayamaz ve tiiyler genellikle karmagsik bir halde gorunir (Bellows, 2022; Soltero-
Rivera ve ark., 2023). Ayrica etkilenen kedilerde siklikla siddetli ve yaygin
periodontitis buna ek olarak, dis rezorpsiyonu da goriilebilir (Kouki ve ark., 2017;
Krumbeck ve ark., 2021). Insisiv ve kanin dislerin gingivasindan daha ¢ok premolar
ve molar dislerin gingivasinin daha siddetli etkilendigi bildirilmektedir (Ozer, 1999).
Damak ve farinks yangisi genellikle mevcut degildir. Kaudal stomatitis, FCGS’den
etkilenen kedilerin %85’inde mevcuttur. Mandibular lenfadenopati yaygindir. Nadiren

bu sendrom tek tarafli olarak goriiniir (Bellows, 2022).

Klinik olarak hastaligin proliferatif ve iilseratif olmak iizere iki formu vardir.
Bazen hastaligin proliferatif formu dilin geri ¢ekilmesini onleyecek kadar siddetli
olabilir (Sekil 2.1.) (Lee ve ark., 2020). Veteriner tip alaninda, rapor edilen vakalarin

oo

prevalansinin %0,7 ile %12 arasinda degistigi bilinmektedir (Winer ve ark., 2016).
2.3.3. Makroskobik Bulgular

Kedilerin kronik gingivostomatitisinde makroskobik olarak agiz mukozasinda
eritem, Ulserasyon, kanama ve gingival hiperplazi gorulmektedir (Williams ve Aller.,
1992). Agresif bir davranis sergileyen bu hastalik sadece dis etini etkileyebildigi gibi
ag1z mukozasmin cesitli bolgelerine yayilim gosteren stomatitis formlarina kadar
degiskenlik gosterebilir. Bazi kedilerde, yangi sadece dis etinden baslayarak
mukogingival sinir1 asan ve alveolar mukozaya kadar uzanan molar disler etrafinda
belirgin goriinmektedir. Diger kedilerde ise kesici disler, kopek disler, premolar ve

molar disler etrafinda 360° derecelik eksen boyunca belirgin gingivitis ve periodontal



hastalik gozlemlenir. Lezyonlar Ulseratif, proliferatif ve hiperemik sekilde genellikle
agzin kaudal kisimlarinda yogunlasir, bunun yaninda palatoglossal kivrimlari da
etkiler (Sekil 2.2.) (Soltero-Rivera ve ark., 2023). Siddetli olgularda fibrindz

eksudasyon ve kotl kokulu purulent bir akinti gézlenebilir (Sakis ve ark., 2019).

Kaudal stomatitis, FCGS’den etkilenen kedilerin %85’inde mevcuttur
(Bellows, 2022). Yangisal reaksiyon sebebiyle siklikla odontoklastik reabsorpsiyon
gozlenir ve bu durum dis kaybina yol agabilir (Sakis ve ark., 2019).

/,

Sekil 2.2. Kedilerin kronik gingivostomatitisi, palatoglossal bolgede tlser (Soltero-
Rivera ve ark., 2023).



2.3.4. Mikroskobik Bulgular

Mikroskobik olarak mukoza epitelinde siddeti degismekle birlikte hiperplazi,
akantozis ve hiperkeratoz gozlemlenir. Ayrica epitelde siklikla genis alanlara yayilan
vakuoler dejenerasyon, spongiyozis, ulser ve nekrozlara rastlanir. Genellikle siddetli
olgularda, epitel ylizeyinde ¢ok sayida makrofaj, notrofil ve lenfosit iceren eksudatif
bir birikim yer almaktadir. Bu birikime, intraepitelyal alanda da hafif ila orta derecede
rastlanabilir. Lamina propria ve submukozada, perivaskdler/interstisyel alana dagilan,
yogun bir yangisal hicre infiltrasyonu gorilir. Bu yangisal hiicre infiltrasyonu
icerisinde lenfosit, plazma hucresi, mast hiicresi, makrofaj ve notrofil lokositler
bulunur. Ek olarak infiltrat icerisinde hafif ila orta yogunlukta Mott (aktiflesmis
plazma hicreleri) hiicrelerine de rastlanabilir. Ilerlemis olgularda, yangisal hiicrelerin
submukozal alanda iskelet kast liflerinin ¢evresine kadar uzandigi goriilebilir. Ayrica
submukozal alanin grandlasyon dokusu ve fibrinonekrotik debris ile dolu oldugu
gozlenebilir (Sekil 2.3.) (Ozer, 1999). Histopatoloji, malignitenin dislanmasinda

onemli bir avantaj saglar (Bellows, 2022).
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Sekil 2.3. Submukozal hiicre infiltrasyonlari, X10, 100um, (Lee ve ark., 2020).



2.35. Tam

FCGS hastaliginin tanisi, klinik muayene, laboratuvar testleri, radyografik
inceleme ve biyopsi gibi yéntemlerle konur. Kedinin oral muayenesinde agiz kokusu,
salya artis1, dis eti yangisi, mukozada sislik ve kanamanin goriilmesi klinik olarak tani
konulmasi i¢in yeterlidir. Ayrica, intraoral radyografiler kullanilarak dislerin ve ¢ene
kemiginin durumu degerlendirilir bu sayede yangi veya yapisal bozukluklar
g6zlemlenir. Fakat FIV veya FeLV gibi bircok durumda da gingivitis gelisebilecegi
icin ek testler ile bu hastaliklar dislanmalidir. Hastaligin dogrulanmasi, siddetinin
belirlenmesi ve tumor gibi nedenlerin elenmesi amaciyla histopatolojik inceleme
gereklidir (Bellows, 2022; Ozer, 1999).

2.3.6. Tedavi

FCGS tedavisi, genellikle medikal ve cerrahi bir yaklasim gerektirir. Medikal
tedavi cogunlukla tek basina fayda saglamayabilir bu nedenle cerrahi olarak dis
cekimleri gerekebilir. FCGS, bagisiklik aracili yangisal bir hastalik oldugundan,
medikal tedavinin amaci bagisikligi baskilamak veya bagisikligin modiilasyonunu
saglamak olmaktadir. Bu nedenle olusan yangiyr kontrol altina almak igin
kortikosteroidler ve siklosporin gibi immunsupresif ilaglarin  kullanimi 6ne
¢ikmaktadir. Agriy1 yonetmek i¢in nonsteroid antiinflamatuar ilaclar (NSAID’ler) ve
gerektiginde antibiyotikler verilmektedir. FCGS’li kedilerde dis eti yangisinin
siddetine bagli olarak, etkilenen dislerin ¢ekilmesinin klinik belirtileri 6nemli Sl¢iide
azalttig1 diisiiniilmektedir. Ek olarak, agiz hijyenine dikkat edilmesi, dis temizligi ve
diizenli veteriner kontrolleri tedavi silirecinin bir parcasidir. Ayrica, virlislerin
potansiyel rolii goz Oniinde bulundurularak, bu enfeksiyonlar varliginda antiviral
tedavi, as1 ve rekombinant kedi interferon omega da Onerilmektedir (Krumbeck ve
ark., 2021; Lommer, 2003; Winer ve ark., 2016).

Mezenkimal kok hucreler (MKH), son zamanlarda FCGS igin alternatif bir
tedavi olarak kullanilmaktadir. MKH’ler fibroblast benzeri, ¢cok potansiyelli kok
hicrelerdir. T hucre proliferasyonunun inhibe edilmesi, B hiicre fonksiyonunun

degistirilmesi, antijen sunan hiicrelerde major histo uyum kompleks II (MHCII) nin
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downregiilasyonu ve dendritik hiicre olgunlagsmasinin inhibe edilmesi gibi
immunmodulator etkilere sahiptir (Arzi ve ark., 2016). Yapilan bir ¢alismada hem
otolog hem de allojenik olarak yag dokusundan tiiretilmis MKH’lerin direncli FCGS
vakalarinda intravendz olarak verilmesinin, kedilerde etkinliginin sonuglari
bildirilmistir (Arzi ve ark., 2016). Yedi kedi {izerinde otolog yag dokusundan
tiiretilmis MKH’lerle yapilan tedavide, 6 ila 24 ay siiren izleme donemi boyunca
%71,4’liik bir olumlu yanit orani ile sonuglandigi bildirilmektedir. Bu olumlu sonuglar
%42,8 oraninda klinik remisyon, %28,6 oraninda ise belirgin iyilesme olarak
saptanmistir. Aksine %28,6 oraninda ise tedaviye yanitin olmadigi bildirilmektedir
(Arzi ve ark., 2016). Bu ¢alismada desteklemektedir ki tedavi sureci, her kedinin klinik

durumuna gore degisebilir ve tedaviye cevap genellikle bireyseldir (Lee ve ark., 2020).

2.4. Rapamisinin Memelilerdeki Hedefi (NTOR) Yolag:

Anabolik ve katabolik metabolizmalar arasinda anahtar rol {istlenen rapamisin
protein kompleksinin memeli/mekanistik hedefi (mechanistic/mammalian target of
rapamycin, mTOR), hiicre i¢i sinyal kaskatlarinda merkezi bir noktaya yerlesmis olan

hiicre i¢i bir serin/treonin protein kinazdir (Kugukoner, 2013).

2.4.1. mTOR’un Tarihgesi

Kanada’dan bir grup bilim insan1 1964 yilinda, yeni antimikrobiyal ajanlar
kesfetmek amaciyla izole bir Giliney Pasifik Adasi olan Rapa Nui’ye (yerli halkin
diliyle) giderek toprak Ornegi toplamiglardir. Bu Orneklerden birinde bir toprak
bakterisi olan Streptomyces hygroscopicus izole edilmistir. Sehgal ve meslektaslar
1975 yilinda bu bakterinin yeni bir makrolid grubu antifungal tirettigini kesfetmislerdir
(Martel ve ark., 1977; Vezina ve ark., 1975). Bu ajan, kesfedildigi yer olan Rapa Nui
Adast’nin adiyla anilarak rapamisin (sirolimus) olarak adlandirilmistir. Bu bilesigin
daha ileri diizey analiz sonucu, FKBP12 proteiniyle bir kompleks olusturarak hiicre
biiylimesi ve ¢ogalmasi icin gerekli sinyal yollarini inhibe ettigini ortaya koymustur
(Chung ve ark., 1992). Ancak rapamisinin tam etkisi, 1994 yilina kadar tam olarak
anlagilamamistir. O yil yapilan biyokimyasal ¢aligmalarda, rapamisin-FKBP12

kompleksinin memelilerdeki dogrudan hedefinin rapamisinin mekanistik (6nceden
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memeli olarak adlandirilmistir) hedefi (mTOR) oldugu belirlenmistir (Sabatini ve ark.,
1994). Ayrica, mTOR’un, daha 6nce maya genetik taramalarinda rapamisin direnci
i¢in tanimlanan TOR/DRR genlerinin homologu oldugu gosterilmistir (Kunz ve ark.,
1993). Bu kesiflerden sonraki 20 yil1 askin siirede, diinya ¢apinda bir¢ok laboratuvarda
yapilan ¢alismalar, mTOR protein kinazinin g¢evresel kosullarla hiicre biiyiimesini
koordine eden hem hiicresel hem de organizmal fizyolojide temel rol oynayan blylk
bir dkaryotik sinyal agini1 olusturdugunu ortaya koymustur (Saxton ve Sabatini, 2017).
MTOR’un islevi ve diizenlenmesinin birgok yonii son zamanlarda agiklifa kavusmus

olsa da, yanitlanmasi gereken hala bir¢ok soru bulunmaktadir.
2.4.2. mTOR’un Yapisi ve Ozellikleri

mTOR, 290 kilodalton (kDa) agirhiginda atipik bir serin/treonin protein kinaz
olup fosfatidil inozitol kinaz iliskili kinaz (PIKK) ailesinin bir Gyesidir (Yang ve Guan,
2007). Yapisal olarak antiparalel a sarma yapilarindan olusan Huntingtin, Elongation
factor 3 (EF3), Protein fosfataz 2A (PP2A) ve The yeast kinase TOR1 (HEAT)
proteinlerinin 20 ardisik tekrarlarindan olusmaktadir. mTOR’un amino ucunda yine
her biri PIKK ailesinin tiyesi oldugu bilinen ve FRAP (FKBP12 [FK506 binding
protein 12]- rapamisin associated protein), ATM (ataxia telangiectasia mutated),
TRAP (transformation/transcription domain-associated protein) gibi proteinlerden
olusan FAT bolgesi bulunmaktadir. mTOR yapisindaki kinaz domain ise FKBP12-
rapamycin binding (FRB) bdlgesi ile FAT C terminus (FATC) bolgeleri arasinda yer
almaktadir. Sonug olarak mTOR’un kinaz etkinliginden sorumlu olan kisimlar FRB,

FAT ve FATC olarak gosterilmektedir (Huang ve Houghton, 2003).

mTOR, hiicre icinde mTOR kompleks 1 (mTORC1) ve mTOR kompleks 2
(mTORC2) olmak iizere iki ayri multiprotein kompleksi halinde bulunmaktadir
(Saxton ve Sabatini, 2017). Bu komplekslerin bazi proteinleri ortaktir fakat rapamisine
kars1 duyarliliklart arasinda belirgin farkliliklar bulunmaktadir. mMTORCL1, rapamisin
tarafindan secici bir sekilde inhibe edilirken, mTORC2’nin rapamisine duyarsiz
oldugu bilinmektedir (Sabatini ve ark., 1994;Vezina ve ark., 1975). mTORC1
kompleksi, mMTOR, mLST8 (mammalian lethal with Sec13 protein 8), Deptor (DEP-

domain-containing mTOR-interacting protein), Raptor (regulatory-associated protein
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of mMTOR), PRAS40 (prolinerich AKT substrate 40 kDa) olmak (izere 5 proteinden
olusmaktadir. Raptor, mTOR’a bagli proteinleri toplayarak mTORC1’in aktive
olmasimi saglamaktadir. PRAS40 ve Deptor proteinleri ise mTORC1 kompleksinde
negatif feed-back gorevi gérmektedirler. Ayni1 zamanda bu kompleksin aktivasyonunu
bloke ettikleri bilinmektedir (Suto ve Karonitsch, 2020; Yang ve Guan, 2007).

mTORC2 kompleksinin ise mMTORCL1 ile ortak olan: mTOR, mLST8 ve Deptor
proteinlerinin yani sira Rictor (rapamycin-insensitive companion of mTOR), mSIN1
(mammalian stress-activated protein kinase inte-racting protein) ve Protor-1 (protein
observed with Rictor-1) olmak tizere toplam 6 farkli proteinden olustugu bilinmektedir
(Peterson ve ark., 2009). Deptor proteini mTORC1 kompleksinde de oldugu gibi
mTORC?2 aktivasyonunu bloke ettigi goriilmektedir (Peterson ve ark., 2009). mLST8
proteini ise bu kompleks i¢in hayati 6nem tagimaktadir ve bu proteinin eksikliginde
mTORC2’nin  aktivasyonu bozulmaktadir. mTORC1, hicre buyumesi ve
metabolizmasini kontrol ederken, mTORC?2 hiicre ¢cogalmasini ve hayatta kalmay1

kontrol etmektedir (Huang ve Houghton, 2003).

2.4.3. mTOR Kompleksinin Fizyolojik Fonksiyonlari

Bir hicrenin boliinebilmesi igin protein, lipit ve niikleotit Gretimi gibi anabolik
olaylar1 arttirmasi, bunun yaninda otofaji gibi c¢esitli katabolik olaylar1 baskilamasi
gerekmektedir. Bu siireclerin tamaminin diizenlenmesinde mTOR merkezi bir rol
oynamaktadir. mTOR bu roli, hiicre ici besin seviyesi, enerji durumu, oksijen duizeyi
ve stres gibi cevresel sinyaller sonucunda birgok molekiille etkilesime gegerek

meydana getirmektedir (Saxton ve Sabatini, 2017; Yang ve Guan, 2007).

2.4.3.1. Protein Sentezi

Ribozomlarda protein translasyonunun kontroliinden sorumlu olan Ribosomal
S6 kinase (S6K), mTOR tarafindan fosforillendiginde aktifleserek protein
translasyonunu baslatir. Eukaryotic translation initiation factor 4E-binding protein 1
(4EBP1), mRNA translasyonundan sorumludur ve ayni sekilde mTOR tarafindan

fosforillendiginde, aktive olarak mRNA translasyonunu baglatir. Dolayisiyla protein
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sentezi, S6K ve 4EBP1 molekiilleri {izerinden gerceklesmektedir. mTOR
kompleksinin stimulasyonu ile hiicre biyumesi, proliferasyonu ve hucrenin boyutsal
olarak genislemesi pozitif yonde etkilenmektedir (Chung ve ark., 1992; Dorrello ve
ark., 2006; Holz ve ark., 2005).

2.4.3.2. Lipit Sentezi

Biiytimekte olan hiicre, yeni zar olusumu igin lipitlere ihtiya¢ duymaktadir.
Yag asitleri, hiicrenin yapisi ve iletisimini saglamalarinin yaninda birer enerji kaynagi
olarak da gorev almaktadirlar. Buna ek olarak yag asidi tiretimi yardimci, regulatuvar
ve hafiza T hiicreleri gibi immun hiicrelerin ¢ogalmasi ve farklilagmasi igin biiyiik

onem tagimaktadir (Thomson ve ark., 2009).

Lipit ve kolesterol homeostazinda gorevli proteinleri kodlayan genlerin
ekspresyon faktorlerinden biri olan, sterol duyarli element baglayici proteinler,
(SREBP) mTOR’un uyarimi ile etkinlesir. mTORC1, SREBP araciligiyla yeni lipit
sentezini tesvik etmektedir. SREBP, normalde diisiik sterol seviyelerinde aktive
olmaktadir. Fakat, mMTORC1 sinyali hem S6K1’e bagl bir mekanizma yoluyla (Diivel
ve ark., 2010) hem de Lipinl’in fosforilasyonu yoluyla SREBP’yi bagimsiz olarak
aktive edebilir. Lipinl, mTORCI1 sinyalinin yoklugunda SREBP’yi inhibe etmektedir
(Peterson ve ark., 2011). mTOR kompleksinin rapamisin ile inhibisyonu, adi gegen
proteinin aktivitesini azaltmaktadir. Bunun sonucunda da adipogenez inhibe
olmaktadir (Li ve ark., 2016).

2.4.3.3. Glikoliz Artisi

Hiicre i¢indeki glikoz seviyeleri yeterli oldugunda, mTOR ve hipoksiye duyarl
faktor 1o (HIF1a) glikolizi tesvik etmektedir (Semenza, 2013). mTORC1, glikoliz ve
de novo yag asidi sentezi i¢in gerekli olan genlerin ekspresyonunu artirir. Ayrica,
mTORCI1 araciligiyla pentoz fosfat yolundaki bazi enzimlerin de iiretimi artar (DUvel

ve ark., 2010).
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2.4.3.4. Otofaji

Otofaji, hiicre ic¢indeki yapilarin otofagozomlar igine alinip, lizozomlar
tarafindan parcalanmasi siirecidir. Herhangi bir besin yetersizliginde, ¢esitli anabolik
faaliyetlerin siirdiiriilmesi otofaji ile saglanir. mMTORCL, 6ézellikle otofaji olmak lizere
protein katabolizmasini baskilayarak hiicre biiyiimesini destekler (Saxton ve Sabatini,
2017). Besin agisindan zengin kosullarda mTORCI1, Activating molecule in beclin-1
regulated autophagy protein 1 (AMBRA) adli proteini fosforile ederek aktivasyonunu
saglamaktadir. AMBRA1de otofaji iliskili genlerin hiicre membranina baglanmasini
onleyerek, otofagozom olusumunu inhibe etmektedir (Kim ve ark., 2011). Sonug
olarak, mTORC1 inhibisyonunun otofajiyi artirdigt buna ek olarak mTORCI1

aktivasyonunun otofajiyi azalttig1 gosterilmistir (Yang ve Guan, 2007).

2.4.35. Immun Sistemin Diizenlenmesinde mTOR’un Rolii

mTOR, immun sistemin diizenlenmesinde kritik rol oynayan merkezi bir
hiicresel yolak olarak bilinmektedir. Hem dogustan gelen hem de kazanilmis bagisiklik
yanitlar iizerinde 6nemli etkilere sahiptir. mTOR, 6zellikle mMTORC1 ve mTORC2
olmak iizere iki ana kompleks araciligiyla bagisiklik hiicrelerinin fonksiyonlarini
dizenler. mTORC1, hucresel metabolizma ve buyumeyi kontrol ederken, mTORC2
hiicre motilitesi, hayatta kalma sinyalleri ve hiicresel sekil degisikligi iizerinde etkili
olmaktadir. Bu iki kompleks, bagisiklik hiicrelerinin proliferasyonu, diferansiyasyonu
ve aktivasyonunu etkileyerek bagisiklik yanitlarinin diizenlenmesinde 6nemli bir iglev

gorur (Duvel ve ark., 2010; Perl, 2015; Saxton ve Sabatini, 2017).

mTORC1, T hucreleri ve makrofajlar gibi cesitli bagisiklik hucrelerinin
aktivasyonunda, ¢ogalmasinda ve farklilasmasinda kritik bir rol oynar (Thomson ve
ark., 2009). T hiicrelerinin farklilasabilmesi i¢in ii¢ ana sinyal gerekli olmaktadir.
Birincisi T hiicre reseptdrlerinin aktive olmasi digerleri ise kostimiilator sinyallerin
alinmas1 ve sitokinlerin etkisinin goriilmesidir. Bu ii¢ sinyalin hepsi de mTOR
tarafindan diizenlenen sireclerdir (Giimiis ve ark., 2019). Aktive olmus mTOR, T
hiicrelerinin  sinyal yollariyla etkilesime girerek hiicrenin diferansiyasyon,

proliferasyon gibi hayati fonksiyonlarini diizenlemektedir (Perl, 2015). mTORC1,
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TH1 ve TH17 hiicrelerinin sayisini artirirken, CD8+ hafiza T hiicrelerinin sayisini
diistirmektedir. mTORC?2 ise TH2 hiicrelerinin aktivitesini artirmaktadir. Buna bagh
olarak mTOR inhibisyonu; TH1, TH2 ve TH17 hiicrelerinin sayisinin diismesine,
TREG hiicrelerinin ise artmasina yol agar (Coquillard ve ark., 2015). TREG hicreleri,
viicudun kendi dokularma karsi bagisiklik tepkisini engelleyerek otoimmun
hastaliklarin gelismesini 6nlemektedir. Bu sebeple organ nakillerinde, organ reddini
engellemek i¢in mTOR inhibitérleri kullanilmaktadir (Coquillard ve ark., 2015).
mTORC?2 ise, T hiicrelerinin hayatta kalmasin1 ve etkili bir sekilde caligmasini
saglayan sinyal yollarim1 diizenler. Ayrica mTORC2, bagisiklik hiicrelerinin
migrasyonunu da kontrol eder. Bu 6zellik, inflamasyonun diizenlenmesi ve bagisiklik
yanitinin hedeflenen boélgelerde yogunlagmasini saglamak i¢in 6nemlidir (Sarbassov

ve ark., 2006).

Makrofajlar, iki sekilde polarize olabilmektedir. Birincisi inflamatuvar M1
fenotipi ikincisi ise antiinflamatuvar M2 fenotipidir. Ilging bir sekildle mTOR, T
hicrelerinde inflamatuvar bir etki saglarken, makrofaj polarizasyonunu

antiinflamatuvar 6zellik gésteren M2 fenotipine yonlendirir (Perl, 2016).

B hiicrelerinin gogalmasi igin mTOR gereklidir. mTOR inhibe edildiginde ise,
B hiicre reseptorlerinin fonksiyonu engellenir. Farelerde yapilan ¢alismalarda, mTOR
inhibisyonunun S6K1 aktivasyonunu ve DNA sentezini engelledigi gosterilmistir
(Thomson ve ark., 2009). Ayrica, B hiicrelerinin lipopolisakkaride kargt duyarliligi da
MTOR araciligiyla diizenlenir (Li ve ark., 2015). mTOR’un bagka bir gérevi hem
notrofillerin kemotaksisi hem de kemokinez surecinde rol oynamasidir. Granulosit
makrofaj koloni uyarici faktor (GM-CSF), kemotaksisi baslatan molekiildiir ve ayrica
16kositlerin gocii icin gerekli olan aktin filamentlerinin iiretimini de arttirmaktadir

(Thomson ve ark., 2009).
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Tablo 2.1. mTOR yolaginin bagisiklik sistemi lizerine etkileri.

Hucre tipi MTOR etkisi

T helper 1 (Thl) mTORCI ile etkinligi ve sayisi artar.

T helper 2 (Th2) mTORC?2 ile etkinligi artar.

T helper 17 (Th17) mTORCI ile etkinligi ve sayisi artar.

Regulatuvar T hiicre mTORCI ile etkinligi ve sayis1 azalir.

CDB8+ hafiza T hiicresi mTORCL ile etkinligi azalir.

B hiicresi Hiicre ¢ogalmasi ve lipopolisakkaride olan yanitt mTOR ile artar.
Makrofaj M1 fenotipinden ¢cok M2 fenotipine farklilasmay1 arttirir.
Notrofil mTOR kemotaksis, kemokinezis, IL-8’¢ verilen yaniti diizenler.

Sonug olarak, mTOR yolaginin bagisiklik sistemi tizerinde 6nemli etkiler
yaptig1 bilinmektedir. Bagisiklik hiicrelerinin metabolik durumunu, proliferasyonunu
ve fonksiyonlarmi etkileyerek, bagisiklik yanitlarmin diizgiin - bir sekilde
stirdiiriilmesini  saglamaktadir. Ancak, mTOR’un asir1 aktivasyon g0dstermesi,
otoimmun hastaliklar, inflamasyon ve kanser gibi patolojik durumlarin ortaya ¢ikma
ihtimalini arttirabilir. Bu nedenle bu yolak tzerindeki sinyaller, bagisiklik yanitinin

saglikli bir sekilde ortaya ¢ikmasi icin kritik neme sahiptir (Yang ve Guan, 2007).

2.4.3.6. mTOR’un Patofizyolojik Olaylardaki Rolii

Adaptif bagisiklik sistemi, 6zellikle T ve B lenfositlerinin fonksiyonlarina
baglidir. mTOR, adaptif bagigiklik yanitinin diizenlenmesinde anahtar bir sinyal
yoludur. Bu yolaktaki diizensiz sinyaller, bagisiklik fonksiyonlarinin diizgiin bir
sekilde ¢aligmasini engelleyerek immunolojik hastaliklarin  gelismesine  yol
acabilmektedir. mTOR yolaginin, sistemik lupus eritematozus gibi otoimmun
hastaliklarda asir1 aktivite gosterdigi bilinmektedir. Bu da otoimmun hastaliklarin
tedavisinin daha karmasik bir hale gelmesine neden olabilmektedir. Bu nedenle
MTOR’un inhibe edilmesi, TREG hiicrelerinin artisin1 saglayarak otoimmun
hastaliklarin tedavisinde potansiyel bir strateji olarak kabul edilmektedir. Ornegin,
organ nakli sonras1 organ reddini engellemek amaciyla mTOR inhibitorleri kullanilir.
Bu inhibitorler, bagisiklik yanitin1 baskilayarak transplante edilen organin reddini

engeller (Coquillard ve ark., 2015; Eng ve ark., 1984; Perl, 2015).
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Kardiyak hipertrofi, kalp kasi hiicrelerinin boyutunun artmasiyla karakterize
edilen bir durumdur ve genellikle asir1 egzersiz veya inflamasyon gibi patolojik
durumlarla iliskilidir (Zachary ve McGavin, 2012). PI3K/Akt/mTOR sinyal yolu,
fizyolojik ve patolojik kalp hipertrofisi sirasinda 6nemli bir rol oynar. Bu yolak, kalp
kast hiicrelerinin boyutunu, inflamasyon diizeyini ve yeni kan damarlarinin olusumunu
diizenler. Ozellikle mTOR, kardiyomiyositlerin hayatta kalmasin1 saglayarak kalp
kasinin biiyiimesine yol acabilmektedir. Fakat asir1 aktivasyon kalp yetmezligine
neden olabilmektedir. Bu nedenle mTOR sinyal yolunun dizenlenmesi,
kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisinde bir hedef olarak dikkat ¢gekmektedir (Saxton
ve Sabatini, 2017).

mTOR sinyal yolu, adipoz doku olusumu ve adipogenezde esas rol oynar
(Yang ve Guan, 2007). Adipogenez, yag hiicrelerinin gelisimini ve ¢ogalmasini
tanimlamaktadir. In vitro yapilan caligmalarda, mTORCI1’in etkinliginin inhibe
edilmesinin, yag hiicrelerinin hayatta kalmasini ve c¢ogalmasimi engelleyerek
adipogenezi tamamen bloke ettigi gosterilmistir. Buna karsilik, mTORC1’in asir1
aktivasyonu, adipogenezin artmasina dolayisiyla obeziteye neden olmaktadir. Asir
yag hiicresi iiretimi ise insiilin direncine yol agmaktadir. Insiilin direnciyle birlikte
viucutta glikoz metabolizmas: bozulur ve sonucunda hepatik glikoz ve trigliserit
birikimi olugur. Bunun sonucunda hiperglisemi ve hiperlipidemi meydana gelir (Perl,
2015). Bir ¢alismada (Pende ve ark., 2000), mTORC1’in ayn1 zamanda, insiilin
salgilanmasini diizenleyen pankreas B hiicreleri iizerinde de dnemli bir etkiye sahip
oldugu gosterilmistir. Bu etki, B hiicrelerinden insiilin salgilanmasini kontrol eden bir

pozitif diizenleyici olarak gorev yapmaktadir.

Norodejeneratif hastaliklar, ndronlarda toksik proteinlerin birikmesine yol
acan bozukluklarla karakterizedir. Bu proteinlerin yeterince temizlenememesi,
hicresel zedelenmeye ve sonucunda hicre 6limine neden olur. Norodejeneratif
hastaliklarin cogunda, hiicre i¢i protein yikiminin diizenlenmesinde bir azalma oldugu
ve bunun da otofaji yolunun etkili ¢alismamasi ile iligkili oldugu bulunmustur (Kim
ve ark., 2011;Sarkar ve Rubinsztein, 2008). Otofaji, hiicresel atiklarin ve bozulmus
proteinlerin yikimini saglayan bir siirectir ve mTORCI1 bu silirecin en 6nemli

diizenleyicisidir (Duvel ve ark., 2010). mTORCL1 inhibisyonunun nérodejenerasyonun
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siddetini azalttig1 gozlemlenmistir (Sarkar ve Rubinsztein, 2008). Bu bulgular, mMTOR
sinyal yolunun norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde potansiyel bir hedef

olabilecegini gostermektedir.

mTOR sinyal iletim yolu, kanserin gelisimi ve ilerlemesinde 6nemli bir etkiye
sahiptir. Onkojenik uyarim ya da timor baskilayici proteinlerin yetersizligi nedeniyle
anormal mTOR aktivasyonu, bir¢ok in vitro hiicre hattinda ve in vivo murin ksenograft
modellerinde tiimor biiylimesine, metastaz ve anjiyogenez gelisimine yol agmaktadir
(Faivre ve ark., 2006; Hanahan ve Weinberg, 2011). Bu durum, mTOR’un tiimor
hiicrelerinin hayatta kalmasi, cogalmasi ve metastaz yapmasi i¢in gerekli olan temel

biyolojik siire¢leri tetikledigini gostermektedir.

mTORC1 ve mTORC2, farkli molekiiler bilesenler araciligiyla kanserin
gelisiminde rol oynamaktadir. Ozellikle, mTORC1’in gesitli sinyalizasyon
bilesenlerindeki genetik degisiklikler, kanserli hastalarda sik¢a gozlemlenmektedir
(Perl, 2015). PI3K, Akt ve TSC1/2 gibi genlerdeki mutasyonlar, mTOR sinyal yolunun
disregiilasyonuna ve dolayisiyla kanserin gelismesine katkida bulunmaktadir (Feng ve
ark., 2005). Bu genetik mutasyonlar, mTOR’un etkinligini artirarak, kanser
hiicrelerinin biliylimesini ve hayatta kalmasini saglayan siiregleri uyarmaktadir.
mTOR’un ribozom biyogenezini arttirmasi, hiicrelerin biitytiimesini sirdurebilmesi i¢in
gerekli olan makro yap1 ve mekanizmalarin saglanmasina katkida bulunur. Bu sayede,

tiimorlerin bitylimesini kolaylastirdig: bilinmektedir (Yang ve Guan, 2007).

MTORC2’nin de kanser gelisiminde 6nemli bir rol oynadigi saptanmustir.
mTORC2’nin bir bileseni olan Rictor’un, 6zellikle gliom gibi kanser tiirlerinde asir1
eksprese edildigi bildirilmistir (Hietakangas ve Cohen, 2008; Masri ve ark., 2007).
Artan mTORC2 sinyal yolunun, kanser htcrelerinin agresyonunu arttirdigi ve

metastaz yapmalarini kolaylastirdig1 gosterilmistir (Masri ve ark., 2007).
2.5. FKBP-12 Proteini

FKBP12 (FK506 binding protein 12), 12 kDa molekiiler agirliga sahip, hiicre

ici lokalizasyon gosteren ve immunofilin ailesine ait bir proteindir. Bu protein, gesitli
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protein katlanmasi ve konformasyonel diizenlenmesinde gorev alir. FKBP12’nin en
dikkat ¢eken ozelligi, immunosupresif ajanlar olan takrolimus (FK506) ve sirolimus
(rapamisin) ile ylksek affiniteyle baglanabilmesidir. Bu ilaglarla olusturdugu
kompleksler araciligryla sinyal iletim yollarimi diizenlemektedir. Ornegin, rapamisin-
FKBP12 kompleksi, hiicre biiyiimesi, proliferasyonu, otofaji ve metabolizmay1 kontrol
eden merkezi bir serin-treonin kinaz olan mTOR’un (mammalian target of rapamycin)
aktivitesini inhibe eder. Bu etkilesim, yalnizca mTORC1 kompleksine 6zgldir ve
translasyonel kontrol, hiicre siklusu ve immun yanit gibi siireglerde kritik rol oynar.
Ayrica FKBP12 proteini, TGF-f reseptorleri gibi ¢esitli hlicre i¢i proteinlerle
etkileserek kalsiyum sinyallemesi ve hiicresel diferensiyasyon gibi bir¢ok fizyolojik
slirecin diizenlenmesinde rol alir. FKBP12’nin immun yanit, doku rejenerasyonu,
fibrozis ve neoplazi gibi ¢esitli patofizyolojik durumlarla iliskili oldugu gosterilmistir
(Aghdasi ve ark., 2001; Banaszynski ve ark., 2005; Hausch ve ark., 2013; Kang ve
ark., 2008).

2.6. CD3

T lenfositleri, kemik iliginden kdken alip timusta olgunlasarak periferik kan ve
sekonder lenfoid dokularda gorev yapan bagisiklik sistemi hiicreleridir. T lenfositleri
icin kesin olan bir biyobelirteg mevcuttur. Bu da polimorfik antijen baglayici molekiil
olan TCR (T hiicre reseptorii)’dir. Bu molekil, T lenfositlerinin antijen 6zgilliigini
belirler ve disiilfit baglariyla bagli heterodimerlerinin bilesimine gore, ap-TCR ya da
v3-TCR olarak siniflandirilir (Thomson ve ark., 2009). Memelilerin, periferal
kanlarindaki T lenfositlerinin ¢ogunda of-TCR bulunmaktadir. Fakat gevis
getirenlerde ve domuzlarda, bu lenfositler periferal kanda sirasiyla sadece %10-50 ve
%10 oranlarindadir. Her iki TCR’de, CD3 ile iliskilidir ve birlikte TCR-CD3
kompleksini olustururlar (Zachary ve McGavin, 2012). CD3, T lenfositlerinin
yuzeyinde bulunan, T hiicre reseptoriiniin (TCR) sinyal iletimine yardimci olan 6nemli
bir protein kompleksidir. CD3 kompleksi, TCR tarafindan antijenik taninma {izerine
i¢ ortama sinyal iletimini saglamaktan sorumludur. Ayrica T hiicresi cogalmasina ve
sitokin salinimina neden olur. Purkinje hiicrelerinde ve aktive olmus dogal 6ldiiriicii

(natural killer) hiicrelerinde zayif bir ekspresyon disinda, CD3 yalnizca T hiicrelerinde
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bulunur ve T lenfositlerinin belirlenmesinde kullanilir (Naeim ve ark., 2018; Zachary
ve McGavin, 2012).

2.7. CD79a

B lenfositlerinin gelisimleri, birincil lenfoid dokularda antijen bagimsiz olarak,
sekonder lenfoid dokularda ise antijen bagimli asamalarda ger¢eklesir. B lenfositleri,
kemik iligi ve Peyer plaklari gibi birincil dokularda gelisirken, dalak ve lenf diigiimleri
gibi sekonder dokularda lenfoid follikiller icinde bulunurlar (Zachary ve McGavin,
2012). B hiicrelerinin patojenler ve diger yabancit maddelere yaniti, hiicre ylizeyinde
bulunan B hiicre reseptorii (BCR) araciligiyla saglanir. BCR, hetero-oligomerik yapida
bir kompleks olusum ile karakterizedir. Ligant baglanma bolgesi genellikle IgM veya
IgD iken, sinyal iletim bélimleri ise CD79a ve CD79b’dir. BCR kompleksi, B hiicre
farklilasmasini yonlendiren ve antijen uyarisina yanit veren ana molekildur. Bu
nedenle CD79 proteinleri neredeyse tim olgun ya da olgunlasmamis B hiicrelerinde,
cogu B hiicre neoplazisinde ve Hodgkin lenfoma gibi tlimorlerde ekspresyon
gostermektedir (Chu ve Arber, 2001; Zachary ve McGavin, 2012). CD79a
ekspresyonu, 6zellikle akut lenfoblastik lenfoma (Astsaturov ve ark., 1996; Buccheri
ve ark., 1993), plazma hicre timorleri (Mason ve ark., 1995) ve kronik lenfositik
I6semi vakalarinda (Kurtin ve ark., 1999), CD79b’ye gore daha sik goriillmektedir.

2.8. IBA1 (iyonize Kalsiyum Baglama Adaptor Molekiilii)

1996 yilinda kesfedilen IBA1, aktin capraz baglama aktivitesine sahip, yliksek
oranda korunmus bir sitoplazmik kalsiyum baglayan proteindir. IBA1, 0Ozellikle
mikroglia ve diger monosit tirevli hucrelerde, hiicresel hareket ve fagositoz gibi
islemleri diizenler. Ayrica yangisal yanitlar1 kontrol etmede ve bagisiklik tepkilerini
module etmede rol oynar. Bir immunohistokimyasal belirte¢ olarak IBA1, normal ya
da patolojik kosullarda mikroglia tespiti icin kullanilmistir ve farkli tiirlerde,
mikroglianin tespiti ig¢in halen yaygin olarak uygulanmaktadir. Son zamanlarda,
IBAL’in, immunohistokimya ile yapilan hayvan ¢alismalar1 sonucunda,
monosit/makrofaj hattinin neredeyse tim alt popiilasyonlarinda ylksek 6zgtllukle

ekspresyon gosterdigi kanitlanmistir (Zhang ve ark., 2021).
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2.9. EGFR (Epidermal Blyume Faktori Reseptori)

Epidermal blylme faktorl reseptort (EGFR), epitel hiicrelerinin ve epitel
hiicre kokenli timorlerin davranisini yonlendiren sinyal iletimini baslatmada etkili rol
oynayan bir proteindir (Salomon ve ark., 1995). EGFR, yap1 ve fonksiyon bakimindan
benzerlikler tagiyan dort transmembran biiyiime faktorii reseptor proteininden birisidir.
Bu reseptor proteinleri grubu, c-erbB ailesi adi verilen tirozin kinaz reseptorlerini
olusturur. EGFR, ayn1 zamanda HER1 veya c-erbB-1 olarak da bilinir ve bu grubun
tanimlanan ilk tyesidir. EGFR, 170 kDa agirliginda bir glikoprotein olup, bir
ekstraseliler reseptor bolgesi, bir transmembran bélgesi ve tirozin kinaz fonksiyonu
bulunan bir intraseliiler domen igerir. c-erbB grubunun diger iiyeleri arasinda HER2
(c-erbB-2), HER3 (c-erbB-3) ve HER4 (c-erbB-4) yer almaktadir. EGFR, 6zellikle
kanser arastirmalarinda 6nemli bir hedeftir ¢iinkii bu reseptoriin asir1 aktivasyonu veya
mutasyonlari, hiicrelerin kontrolsiiz sekilde boliinmesine yol acabilir. HER2’nin asir1
ekspresyonu; meme, boyun, akciger, bobrek, ovaryum ve kolon gibi kanser tiirlerinde
gorilmektedir. Yapilan ¢alismalar, asir1 ekspresyonun kotii bir prognoz ve daha kisa
sagkalim oranlarin1 gostermektedir (Herbst ve Langer, 2002; Slamon ve ark., 1987).
Reseptoriin asir1 ekspresyonu, mesane kanseri, pankreas kanseri ve gliomalar gibi daha
kicuk bir yiizdede de gorulir (Salomon ve ark., 1995). Bu tiir asir1 ekspresyon daha
agresif bliylime ve invazivlik Ozelliklerine sahip hiicrelerin olusmasina neden

olmaktadir (Ethier, 2002).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Gereg

Calismanin materyali, Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi, Veteriner
Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’na gdnderilen, gingivostomatitis tanis1 konulmus 25
adet kediye ait biyopsi materyallerinden olustu. Oral mukozasinda histopatolojik
olarak lezyon bulunmayan 5 adet kediye ait parafin bloklar ise ¢alismanin kontrol

grubu olarak secildi.

Calismanin materyalini olusturan hayvanlara ait irk, yas, cinsiyet ve tani

bilgileri Tablo 3.1°de gosterilmistir.

Tablo 3.1. Calismada kullanilan hayvanlara ait bilgiler ve tanilar

Vaka Protokol  Tur Irk Cinsiyet Yas Alnan Tani
no no Yer
1 371-17  Kedi fran Erkek 9 yas Dis eti pyogranulomat6z
gingivostomatitis
2 388-17 Kedi Iran Erkek 10 yas Dis eti pyogranulomatoz
gingivostomatitis
3 576-17 Kedi Tekir Erkek 2yas  Oral kavite Kronik

lenfositik-plazmasitik
gingivostomatitis
4 720-17 Kedi Melez - - Dis eti Kronik
lenfositik-plazmasitik
gingivostomatitis

5 883-17 Kedi  Scotthi Disi 1 yas Dis eti Pyogranulomattz
sh gingivostomatitis
6 55-18 Kedi iran Disi 12 yag  Oral kavite Kronik

lenfositik-plazmasitik
gingivostomatitis

7 97-18 Kedi - Disi 11yas  Disetive Pyogranulomatz
dis kokii gingivostomatitis
8 174-18 Kedi Iran Erkek 7 yas Dis eti Kronik gingivostomatitis
9 238-18 Kedi  Melez Disi 2yas  Oral kavite Pyogranulomattz
gingivostomatitis
10 410-18 Kedi Melez Disi 13 yas Dis eti Kronik

lenfositik-plazmaaitik
gingivostomatitis

11 421-18 Kedi Iran Erkek 10 yags  Oral kavite Pyogranulomattz
gingivostomatitis

12 449-18 Kedi Tekir Disi 1 yas Molar dis Pyogranulomattz
koki gingivostomatitis

13 533-18 Kedi Iran Disi 6 yas Dil pyogranulomat6z
gingivostomatitis

14 791-18 Kedi Tekir Erkek 2yas  Oral kavite pyogranulomattz

gingivostomatitis
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15 886-18 Kedi  Melez Disi 3 yas Oral pyogranulomat6z

kavite, dil gingivostomatitis
ve yanak
16 978-18 Kedi  Sarman Erkek 4yag  Oral kavite pyogranulomattz
gingivostomatitis
17 1063-18  Kedi  British - 6 yas Dis eti pyogranulomattz
gingivostomatitis
18 1142-18 Kedi  Melez Erkek - Dil ve dis pyogranulomattz
eti gingivostomatitis
19 1179-18  Kedi  Ankara Erkek 3yas  Oral kavite Kronik

lenfositik-plazmasitik
gingivostomatitis
20 1293-18  Kedi  Melez Erkek 1yas  Oral kavite Kronik
lenfositik-plazmasitik
gingivostomatitis

21 1368-18  Kedi Tekir Disi 4 yas Dil alt1 Pyogranulomattz
gingivostomatitis
22 1550-19  Kedi  British Disi 2yas  Oral kavite pyogranulomattz
gingivostomatitis
23 1567-19  Kedi Tekir Erkek 3yas  Oral kavite Kronik

lenfositik-plazmasitik
gingivostomatitis
24 1648-19  Kedi Melez Disi 2yas  Oral kavite Kronik
lenfositik-plazmasitik
gingivostomatitis
25 1649-19 Kedi  Melez Erkek 5yas  Oral kavite Kronik
lenfositik-plazmasitik
gingivostomatitis

K1l Kedi  Sarman Erkek 4 ay Oral kavite -
K2 Kedi  Melez Erkek 1.5yas Oral kavite -
K3 Kedi Tekir Disi 2yas  Oral kavite -
K4 Kedi  Melez Erkek 4yas  Oral kavite -
K5 Kedi Melez Disi 3yas  Oral kavite -

Calismada kullanilan gingivostomatitisli kedilerin 13 (%52)’U erkek, 12
(%48)’si disiydi. Kedilerin yaslar1 1’den 13’¢ kadar degismekteydi. Kedilerin 6 tanesi
(%24) Iran, 5 tanesi (%20) Tekir, 8 tanesi (%32) Melez, 1 tanesi (%4) Scotthish, 1
tanesi Sarman (%4), 1 tanesi Ankara (%4), 2 tanesi Brithish (%8) ve 1 tanesinin (%4)

ise 1rk1 bilinmemekteydi.
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3.2. Yontem

3.2.1. Histopatolojik Yontemler

Alinan biyopsi ornekleri %10°luk tamponlu formaldehitte tespit edildi. Tespit
isleminden sonra doku takip cihazinda islendi ve parafine gdmuldi. Parafin bloklardan
mikrotom (Leica Rotary Microtome RM2155, Leica Microsystems, Wetzlar,
Almanya) yardimiyla normal lam iizerine 4-5u kalinliginda kesitler alindi, rutin
Hematoksilen & Eozin (H&E), Periodic Acid Schiff (PAS) (Histomed/Beslab, BS-
346, Ankara, Turkiye) ve Toluidin Blue (Merck C.I. 52040, Darmstadt, Almanya)
boyama kitleri yardimi ile boyandi. TUm kesitler 1s1tk mikroskobunda (Carl Zeiss
Axioscope 5, 07745 Jena, Almanya) incelendi. Mikrofotograflar1 kaydedildi ve

bulgular semikantitatif olarak degerlendirildi.

3.2.1.1. Hematoksilen & Eozin

Hematoksilen & Eozin yontemi uygulanirken standart Harris Hematoksilen
prosedurl kullanildi (Presnell ve Schreibman, 1997). Bu amagla normal lamlara alinan
doku kesitleri, 30’ar dakikalik 3 adet ksilol serisiyle deparafinize ve sonrasinda 2’ser
dakikalik %100, %96, %80, %70’lik 4 adet alkol serisinden gegirilerek rehidre edildi.
Suyunu geri kazanan doku kesitleri 5 dakika Harris hematoksilen’de boyanip
amonyakli sudan gecirildi ve 1,5 dakika eozinle boyandiktan sonra distile suda
yikandi. Sonrasinda %70, %80, %96 ve %100’lik alkol serilerinden gegirilerek
dehidre edilen doku kesitleri ksilolde parlatildi, kurutulduktan sonra entellan

damlatilarak lamelle kapatildi.

3.2.1.2. Periodic Acid Schiff (PAS)

Parafin bloklardan normal lamlara alinan kesitler alkol serilerinden gegirilerek
rehidre edildi. Distile suya getirildikten sonra 5 dakika periyodik asitte bekletildi.
Distile suda yikanan kesitler 15 dakika Schiff soliisyonunda tutuldu. Sonrasinda
dokular pembelesinceye kadar yaklasik 5-10 dakika ¢cesme suyunda yikandi. Ardindan
Mayer’s hematoksilenle (Merck, 109249) 20 saniye zit boyama yapildi. Sonrasinda
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%70, %80, %96 ve %100’lik alkol serilerinden gegirilerek dehidre edilen doku
kesitleri ksilolde parlatildi, kurutulduktan sonra entellan damlatilarak lamelle

kapatildi.

3.2.1.3. Toluidin Blue

Mast hiicrelerinde bulunan metakromatik graniillerin varligi, Toluidin Blue
kullanilarak degerlendirildi. Parafin bloklardan normal rodajli lamlara alinan doku
kesitleri, 30’ar dakikalik 3 adet ksilol serisiyle deparafinize ve sonrasinda %100, %96,
%80 ve %70’lik 4 alkol serilerinden gegirilerek rehidre edildi ve ardindan distile suya
alindi. Kesitler %0.5-1’1ik Toluidin Blue ¢6zeltisine daldirild1 ve 25-30 saniye kadar
boya ile inkube edildi. Daha sonra dokular, fazla boyasi gidene kadar ¢esme suyunda
yikandi. Alkol serilerinden gegirilerek dehidre edilen kesitler ksilolle muamele edilip
entellanla kapatildi. Daha sonra lezyonlarin 4 dereceye kadar gradelendirmesi yapild.
Buna gore 20’lik biiylitme alaninda 3 alan sayilarak, birden az mast hicresi grade 0; 1
ila 3 adet mast hicresi grade 1; 4 ila 8 adet mast hicresi grade 2; 8’den fazla mast
hiicresi ile grade 3 olarak degerlendirildi (Tablo 3.2.) (Rolim ve ark., 2017).

Tablo 3.2. Toluidin Blue skorlama kriterleri

Grade Grade 0 Grade 1 Grade 2 Grade 3

Mast hicre <1 1-3 4-8 >8
sayis1 (10 HPF)

3.2.2. Immunohistokimyasal Y6ntem

Immunohistokimyasal inceleme icin, calisma ve kontrol grubuna ait parafin
bloklardan mikrotom (Leica RM 2155) yardimi ile 5 pum kalinligindaki kesitler (3-
aminopropyl) triethoxysilane ile adeziv 6zellik kazandirilmis lizinli lamlar Gzerine
alindi. Sonrasinda etivde 70°C’de, yarim saat bekletilmeyi takiben ksilollerde
(Xylene-Merck Millipore:108661) deparafinize, dereceli alkol serilerinde (%2100,
%96, %80, %70’lik 4 adet alkol serisi) de rehidre edildi ve antigen retrieval islemine
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gecildi. Antigen retrieval igin sitrat buffer (ph:6) soliisyonuna alinan lamlar otoklavda
120°C’de 15 dakika bekletildi. Bu islemden sonra kesitler 20-30 dakika sogumaya
birakildi. PBS (Phosphate buffered saline Sigma: P4417) solusyonunda tek bir seri
seklinde 5 dakika yikandi. Kullanilan primer antikor hostuna (mouse) uygun anti-
mouse sekonder kit secilerek (Vectorlabs MP-7602, Newark California, USA) kit
protokoliine uygun immunohistokimyasal boyama gergeklestirildi. Soguyan kesitlere,
endojen peroksidaz aktivitesinin bloke edilmesi i¢in bloxall soliisyonu damlatilarak 15
dakika beklendi. Inkubasyon bitince kesitler tekrar PBS soliisyonuyla 5 dakika
yikamaya alinip devaminda nonspesifik baglanmalar1 engellemek amaciyla %2,5’lik
normal at serumu 20 dakika boyunca uygulandi. Bu asamadan sonra yikama
yapilmaksizin, antikor sulandirict (Large Volume UltrAb Diluent Plus Thermo
Scientific: TA-125-UDX) ile, 1:50 oraninda sulandirilan Santa Cruz Biotechnology
(USA) firmasina ait primer antikorlar anti-CD3 (sc-101442), anti-FKBP12 (sc-
133067), anti-CD79A (sc-20064), anti-mTOR (sc-517464), anti-EGFR (sc-373746)
ve anti-l1bal (sc-32725) primer antikor damlatilan dokular +4°C’de bir gece inkube
edildi. Primer antikor inkubasyonundan sonra PBS ile tek seri, 5 dakika yikanan
kesitler Gzerine amplifier antibody 15 dakika, ardindan da Impress Polymer Reagent
30 dakika boyunca uygulandi. Ardindan immun reaksiyonun gosterilmesi icin DAB
(3,3’-diaminobenzidin) kullanildi. DAB soliisyonunu kesitlere dokmeyi takiben 1s1k
mikroskobu altinda kontrollii olarak ve tiim kesitlere esit siire tutulacak sekilde
beklendi. Mayer’s hematoksilenle (Merck, cat no: 109249) 20 saniye zit boyama
yapilan kesitler, ¢esme suyunda yikandiktan sonra alkol serilerinden gecirilerek

kurutmaya birakildi. Kuruyan lamlar entellan ile kapatilip mikroskop altinda incelendi.

Uc adet Wistar albino 1rk1, 8-9 haftalik disi rata ait beyin, dalak ve ovaryum
dokular pozitif kontrol amaciyla kullanildi. Negatif kontrol icinse primer antikor

asamasinda antikor uygulamasi yapilmadan prosediire devam edildi.

Imminohistokimyasal ekspresyonlarm degerlendirilmesinde, yar1 kantitatif
verilerin toplanmasi amaciyla epitel ve lamina propria olarak incelenen her bir
dokunun 11k mikroskobu altinda (Carl Zeiss Axioscope 5, 07745 Jena, Almanya)
x20’1ik biiylitmede 3 farkli alanin mikrofotograflari alindi. Goruntilerin analizi igin

QuPath goriintii analiz yazilimi (QuPath v0.6.0, University of Edinburgh, Edinburgh,
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UK) kullanildi. QuPath programi ile boyanmis alanlarin pozitiflik derecesi
degerlendirildi. Pozitif hiicrelerin yiizdesi ve histo (H) skor gibi yar1 kantitatif veriler
elde edildi. Elde edilen H-skorlar1 arasindaki iliskileri degerlendirmek amaciyla
parametrik olmayan Spearman sira korelasyon katsayisi kullanildi. P<0.05 olan

degerler istatistik olarak 6nemli kabul edildi.

3.2.3. Semikantitatif Analiz Yontemi

Calisma ve kontrol gruplarinin doku 6rnekleri histopatolojik olarak ¢ok katli
yass1 epiteldeki nekroz (N) ve akantozis (A), granulom (G), notrofil infiltrasyonu (N1),
lenfositik/plazmositik hiicre (L/PI), Mott hiicresi (MH), makrofaj (M), fibroblast (F)
infiltrasyonu ve vaskulitis (V) yoniinden 151k mikroskobunda incelenerek

degerlendirme yapildi.

Her bir kesit semikantitatif olarak 151tk mikroskobunda degerlendirilip
derecelendirildi. Derecelendirme sistemi, “0” lezyon yok, “1” hafif, “2” orta, “3”
siddetli olarak puanlama yapilarak ortalama bulgular kaydedildi. Histopatolojik
degerlendirme kriterleri asagidaki tabloda sunulmustur (Tablo 3.3.) (Biner, 2023).
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Tablo 3.3. Histopatolojik degerlendirme kriterleri

KRITER N A G Ni LPi MH M F \Y
0 0/0 0 0 Aktif Vaskulitis
0 Nekroz ~Akantozis  yok Ni LPi MH M  fibroblast  yok
yok yok yok  yok yok yok  proliferasy
onu yok
Ince Ince 0-5 05 0-5 0-5  Nadiren Nadiren
1 Var akantotik  granulasyon NI L/PI  MH M (<%30) (<%30)
epitel dokusu
(hafif) (hafif)
Orta duzey Orta duzey
2 - Akantotik  Graniilasyo 5-10 5-10 5-10 5-10 (%30-%60) (%30-%60)
epitel n dokusu Ni LPi MH MH
Kalin Kalin/¢ok Siddetli Siddetli
3 ! akantotik  kalin >10 >10 >10 >10 (>%60) (>%60)
epitel graniilasyon NI L/PI  MH MH

dokusu
(siddetli)

N:nekroz, A:akantozis, G:granulom, Ni:notrofil infiltrasyonu, L/Pi:lenfositik/plazmasitik infiltrasyon,
MH:mott hiicresi, M:makrofaj, F:fibroblast, V:vaskulitis

3.2.4. istatiksel Analiz Yontemi

Histopatolojik veriler Jamovi yazilimi (Jamovi v2.6.24, The Jamovi Project,

Sydney, Australia) kullanilarak korelasyon matriks analizi ve Independent samples T

testi ile degerlendirildi.

29



4. BULGULAR

4.1. Mikroskobik Bulgular

4.1.1. Hematoksilen & Eozin Boyama Bulgulari

Calismadaki olgularin histopatolojik degerlendirme kriterleri Tablo 3.2°de
sunulmustur. Bu kriterlere gore dokulardaki histopatolojik lezyonlar siddetine gore 4
dereceye ayrildi. Tiim calisma ve kontrol gruplart derecelendirilerek sonucunda total

lezyon skorlarina ulasildi.

Hematoksilen & Eozin kesitlerin histopatolojik degerlendirmesinde kontrol
grubundaki tim kedilerin oral mukozasi genellikle normal doku histolojisi
goriiniimiindeydi. Yalnizca bazi alanlarda tek tiik lenfositler, hafif derecede akantozis
ve cok ince bir parakeratotik hiperkeratoz mevcuttu. Bu bulgular normal olarak
degerlendirildi (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. Kontrol grubuna ait kedi oral mukoza, tim katmanlar normal gériinimde,
H&E, X4, Barr: 200pum.

Calismada kullanilan dokularin 9 (%36)’una kedi kronik lenfositik-plazmasitik
gingivostomatitis geri kalan 16 (%64)’sina ise pyogranulomatéz gingivostomatitis
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tanis1 konuldu. Dokularin bazilarinda iilser, nekroz ve bakteri ile birlikte degisken
siddette akantotik epitel tabakasi1 g0zlendi (Sekil 4.2.). Baz1 epitellerde ise bunlara ek
olarak hiperplazi ve displazi mevcuttu. Lenfositik-plazmasitik gingivostomatitis
olgularinda, lamina propria ve submukozada c¢ogunlukla lenfosit, plazma hiicresi,
daginik alanlarda notrofil ve degisken sayilarda mott hiicrelerine rastlanirken (Sekil
4.3.), pyogranulomat0z gingivostomatitis olgularinda bu alanlarda ¢ogunlukla nétrofil
16kositler ve mononiiklear hiicre infiltrasyonlarina rastlandi (Sekil 4.4.). Olgularin
cogunda mitoz igermeyen, displazik sekilli bag doku proliferasyonu ve yeni damar
olusumlar1 iceren granulomatéz reaksiyonlar mevcuttu (Sekil 4.5.). Ayrica bazi
olgularda (Olgu no: 6,7,19,21 ve 23) vaskulitis gozlendi (Sekil 4.6.). Bir olguda
gingivitise ek olarak sialoadenitis (Olgu no: 19) bir olguda ise kistik hiperplazik
sialoadenitis (Olgu no: 25) mevcuttu (Sekil 4.7.).

Sekil 4.2. Calisma grubuna ait kedi oral mukozasi, epitelde gorilen akantozis (beyaz
yildiz), nekrotik alanlar (siyah yildizlar) ve bakteri kiimeleri (siyah oklar), (Olgu no:
8), H&E, X10, Barr: 100um.
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Sekil 4.3. Caligma grubuna ait kedi oral mukozasinda goriilen yangisal hiicre
infiltrasyonlari: lenfosit (sar1 oklar), plazma hicresi (siyah oklar), mott hucresi
(kirmiz1 oklar), (Olgu no: 3), H&E, X40, Barr: 20um.

Sekil 4.4. Calisma grubuna ait kedi oral mukozasinda goriilen yangisal hiicre
infiltrasyonlari: nétrofil 16kositler (siyah oklar) ve mononiiklear hiicre infiltrasyonlari
(kirmiz1 oKlar), (Olgu no:1), H&E, X40, Barr: 20pum.
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Sekil 4.5. Calisma grubuna ait kedi oral mukozasi, lamina propriada yer alan displazik
sekilli bag doku proliferasyonu (yildizlar) ve yeni damar olusumlar1 (oklar), (Olgu no:
2), H&E, X4, Barr: 200pum.

Sekil 4.6. Calisma grubuna ait kedi oral mukozasi, damar ¢evresinde yangisal hiicre
infiltrasyonlari, vaskulitis (siyah oklar), (Olgu no: 6), H&E, X20, Barr: 50um.
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Sekil 4.7. Calisma grubuna ait kedi oral mukozasi, submukozada bulunan kistik (siyah
oklar) ve hiperplazik (beyaz ok) tukuruk bezleri, (Olgu no: 25), H&E, X10, Barr:
100pm.

4.1.2. Toluidin Blue Boyama Bulgulari

Toluidin Blue kesitlerinin degerlendirmesinde, kontrol grubundaki kedilerin
intraepitelyal alanlarinda mast hiicreleri goriilmezken, lamina prorpria ve

submukozalarindaki damar ¢evrelerinde tek tiik mast hiicre varlig1 dikkati ¢ekti.

Calisma grubunun Toluidin Blue kesitleri incelendiginde ise, grade O olarak
derecelendirilen 4 olgu (olguno:1,2,11 ve 12) haricinde, mast hiicrelerinin gogunlukla
lamina propria ve submukozal alanda mevcut oldugu goriildii. 2 olguda ise (olgu no:16
ve 20) ek olarak intraepitelyal alanda da mast hiicrelerinin varligina rastlandi.
Olgularin %68’1 (17/25), belirgin mast hiicre infiltrasyonu (grade 3), %81 (2/25) orta
siddette (grade 2) ve yine %81 (2/25) hafif (grade 1) derecede infiltrasyon olarak
degerlendirildi. Mast hiicre infiltrasyonu goriilmeyen (grade 0) olgular ise drneklerin

%16’s1n1 (4/25) olusturmaktaydi (Sekil 4.8-4.10).
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Sekil 4.8. Calisma grubuna ait kedi oral mukozasi, lamina propriada mast hiicreleri
(oklar), mast hiicrelerinin belirgin metakromatik graniilleri (kii¢iiltiilmiis resim)
(Grade 3), (Olgu no:20), Toluidin Blue, X20, Barr: 50um.

Sekil 4.9. Calisma grubuna ait kedi oral mukozasi, submukozada dagiik yerlesimli
mast hicreleri (oklar), mast hucrelerinin belirgin  metakromatik grandlleri
(ktigtiltiilmiis resim), (Olgu no:22), (Grade 2), Toluidin Blue, X20, Barr: 50um.
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Sekil 4.10. Caligma grubuna ait kedi oral mukozasi, intraepitelyal alandaki mast
hiicreleri (oklar), mast hiicrelerinin belirgin metakromatik graniilleri (kiiciiltiilmiis
resim), (Olgu no:16), Toludin Blue, X40, Barr: 20um.

4.1.3. PAS (Periodic Acid-Schiff) Boyama Bulgulari

Calisma dokularina hem olas1 bir mantar etkenini saptamak amaciyla hem de
glikojen birikimlerini gozlemlemek amaciyla PAS boyamasi yapildi. Kontrol
grubundaki bazi dokularda epiteldeki stratum spinozum hiicreleri arasinda hafif
siddette glikojen birikimlerine rastlandi. Buna ek olarak lamina propria katmaninda

ise herhangi bir PAS pozitifligi goriilmedi (Sekil 4.11- 4.12).
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Sekil 4.11. Kontrol grubuna ait kedi oral mukoza, epitel katmanindaki stratum
spinozum hiicreleri arasinda hafif glikojen birikimleri (0k), PAS, X20, Barr: 50um.

Sekil 4.12. Kontrol grubuna ait kedi oral mukoza, lamina propriada PAS pozitifligi
gorilmemekte, PAS, X20, Barr: 50um.

Calisma grubunun incelenen PAS kesitlerinde ise, akantotik epitel katmani
icerisinde kontrol grubuna kiyasla daha yogun PAS pozitifligi gdsteren stratum
spinozum hiicreleri mevcuttu. Lamina propria ve submuzokada yer yer gevsek olmak

tizere bag doku proliferasyonlar1 c¢evresinde meydana gelen yangisal hiicre
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infiltrasyonlarinda PAS pozitif makrofaj ve ndtrofil 16kositler gozlendi. Ayrica

gingivitise ek olarak sialoadenitis tanis1 almig olgularda tikurik bezi cevresindeki

yangisal infiltrasyonda da PAS pozitif hiicrelere rastland1 (Sekil 4.13- 4.16).

—

Sekil 4.13. Calisma grubuna ait kedi oral mukozasi, akantotik epitel katmani
icerisindeki, kontrol grubuna kiyasla daha yogun géziiken glikojen birikimleri (oklar),
(Olgu no:7), PAS, X20, Barr: 50pm.

38



Sekil 4.14. Calisma grubuna ait kedi oral mukozasi, PAS pozitif reaksiyon gosteren
notrofil 16kositler (siyah oklar), notrofil 16kosit (kiigiiltiilmiis resim), (Olgu no:15),
PAS, X40, Barr: 20um.

Sekil 4.15. Calisma grubuna ait kedi oral mukozasi, PAS pozitif reaksiyon gosteren
makrofajlar (oklar), yakinlastirilmis PAS pozitif makrofaj (kiigiiltiilmiis resim), (Olgu
no:9), PAS, X20, Barr: 50um.

Sekil 4.16. Calisma grubuna ait kedi oral mukozas, tiikiiriik bezleri ¢cevresinde PAS
pozitif reaksiyon gosteren yangisal hiicreler (oklar), (Olgu no:19), PAS, X40, Barr:
20pm.
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4.1.4. ITmmunohistokimyasal Boyama Bulgularn

Immiinohistokimyasal metotla yapilan boyamalarda, dokulardaki CD3,
CD79a, IBAL, EGFR, mTOR ve FKBP-12 markerlerinin oral mukozadaki salinimlari
incelendi. Hem kontrol grubu hem de ¢alisma grubundaki dokular epitel ve lamina
propria olmak {izere 2 kisimda incelenerek immunopozitif huicrelerin H-skor degerleri
kaydedildi.

4.1.4.1. CD79a Ekspresyonu

Oral mukozadaki anti CD79a ekspresyonlari incelendiginde, kontrol grubuna
ait kedi oral mukoza epitelinin bazal membran hizasindaki birka¢ hiicrede
immunopozitiflik goriiliirken lamina propria ve submukozada anti CD79a’ ya kars1

herhangi bir immunoreaktivite goriillmedi (Sekil 4.17).

Sekil 4.17. Kontrol grubuna ait kedi oral mukozasi, A: bazal membran hizasinda anti
CD79a’ya kars1 immunopozitiflik gosteren lenfositler (ok), B: submukozada anti
CD79a’ya kars1 bir immunoreaktivite gorilmemekte, DAB, X10, Barr: 100pm.

Calisma grubunu olusturan FCGS’li kedilerin oral mukozasindaki anti CD79a
ekspresyonlar1 incelendiginde ise, bir olguda (Olgu no: 3), hiperplazik ve akantotik
epitel tabakasi igerisinde lokalize olmus lenfosit infiltrasyonuna rastlandi. Bu
bolgedeki yangisal hiicrelerde anti CD79a’ya kars1 giiglii immunopozitiflik saptandi
(Sekil 4.18.). Buna ek olarak olgularin ¢ogunda lamina propria katmaninda siddeti ve
yogunlugu degismekle birlikte, anti CD79a ekspresyonu gosteren lenfosit ve plazma
hicreleri gorildi. Ayrica bazi olgulardaki (Olgu no: 4,6,10,19 ve 20), mott
hiicrelerinde de immunopozitiflige rastland1 (Sekil 4.19-4.20.). Bazi alanlarda

meydana gelen granulasyon dokusuna eslik eden bag doku proliferasyonu ile birlikte
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yeni olusan damarlarin ¢evresindeki yangisal hiicrelerde de pozitiflik gézlendi (Sekil
4.21.). Olgularin dordiinde ise yangisal infiltrasyondaki anti CD79a pozitifligi, tum
katmanlarda yogun ve siddetli sekildeydi. Gingivostomatitise eslik eden sialoadenitis
tanil1 olgularda, tikirik bezi cevresindeki lenfosit ve plazma hiicrelerinde de siddetli
immunopozitiflik mevcuttu (Sekil 4.22.). Bununla birlikte, pyogranulomatéz tanili

olgularin ¢ogunun yangisal hiicre infiltrasyonlarinda anti CD79a ekspresyonu daha az

yogunluktaydi.

Sekil 4.18. Calisma grubuna ait kedi oral mukozasi, intraepitelyal alanda anti CD79a
immunopozitifligi gosteren hucreler (oklar), (Olgu no:3), DAB, X20, Barr: 50pm.
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Sekil 4.19. Calisma grubuna ait kedi oral mukozasi, lamina propria katmanina infiltre
olan yangisal hiicrelerde siddetli anti CD79a immunopozitifligi gosteren hicreler
(oklar), (Olgu no:6), DAB, X20, Barr: 50pm.

Sekil 4.20. Calisma grubuna ait kedi oral mukozasi, yangisal hiicre infiltrasyonu
icerisindeki Mott hicrelerinde anti CD79a pozitifligi (oklar), Russel cisimcikleri
iceren Mott hiicresinin yakindan goriinimii (kii¢iiltilmis resim), (Olgu no:19), DAB,
X20, Barr: 50um.

Sekil 4.21. Calisma grubuna ait kedi oral mukozasi, submukozal alandaki damar
cevrelerinde lokalize olan anti CD79a’ya kars1 immunopozitiflik gosteren B lenfositler
(oklar), (Olgu no:16), DAB, X20, Barr: 50um.
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Sekil 4.22. Calisma grubuna ait kedi oral mukozasi, submukozal alanda yer alan
tikdriok bezleri (yildizlar) ¢evresindeki yangisal hiicrelerde siddetli anti CD79a
immunopozitifligi gosteren hucreler (oklar), (Olgu no:23), DAB, X20, Barr: 50um.

4.1.4.2. CD3 Ekspresyonu

Oral mukozadaki anti CD3 ekspresyonlari incelendiginde, kontrol grubundaki
kedilere ait dokularda lamina epitelyalis, lamina propria ve submukozada anti CD3’¢

kars1 herhangi bir immunoreaktivite goriillmedi (Sekil 4.23.).
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Sekil 4.23. Kontrol grubuna ait kedi oral mukozasi, anti CD3’e kars1 immunoreaktivite
gorilmemekte, DAB, X20, Barr: 50um.

Calisma grubundaki anti CD3 ekspresyonlari lokalizasyon olarak anti CD79a
ekspresyonlarina oldukca benzerlik gostermekteydi. Her ikisinde de belirgin ve yogun
olarak lamina propria katmanindaki yangisal hiicre infiltrasyonu igerisinde
immunopozitiflikler mevcuttu. Yangisal hiicre infiltrasyonu birkag olguda
submukozaya da yayilim gostermekteydi ve bu yangisal hiicrelerde de
iImmunopozitifliklere rastlandi. Bu immunopozitifliklere ek olarak, bazi olgularda
(Olgu no: 4,14,19,20,24 ve 25) lamina propria ve submukozal alanlarda, yeni olusan
damar c¢evresindeki yangisal hiicre infiltrasyonlarinda da anti CD3’e kars1 giiglii
sitoplazmik immunoreaksiyonlara rastlandi (Sekil 4.24.). Bu olgularin bazilarinda ise
granulasyon dokusu igerisinde yer alan yangisal hiicreler, hafif ila orta siddette
sitoplazmik CD3 ekspresyonlari gostermekteydi. Buna ragmen hi¢ anti CD3
ekspresyonu gostermeyen olgularda mevcuttu ve bunlarin ¢ogunlugunu

pyogranulomatdz tanili olgular olusturmaktaydi.

Sekil 4.24. Calisma grubuna ait kedi oral mukozasi, submukozal alana infiltre olan
yangisal hiicrelerde siddetli anti CD3 ekspresyonu gosteren hicreler (oklar), (Olgu
no:19), DAB, X40, Barr: 20um.
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4.14.3. IBA1 Ekspresyonu

Hem kontrol grubuna ait kedilerin oral mukozalari hem de ¢alisma grubundaki
FCGS’li kedilerin oral mukozalart anti IBA1’e karsi gelisen immunoreaktivite
acisindan incelendi. Incelenen dokularda kontrol grubuna ait kedilerin oral
mukozalarinda gerek lamina epitelyalis gerek lamina propria/submukoza
katmanlarinda herhangi bir immunoreaktiviteye rastlanmadi. Fakat ¢alisma
grubundaki FCGS’li kedilerin oral mukoza dokularinin bazilarinda (Olgu no:
1,3,11,13,14,16,19,20,21 ve 22), anti Ibal’e karsi, yogunlugu hafif ila guclu
derecelerde degisen sitoplazmik ekspresyonlar gorildi. Antikor ekspresyonlarina
cogunlukla lamina propriada gevsek bag doku proliferasyonlar: igerisindeki yangisal

hiicre infiltrasyonlarinda ve submukozaya infiltre olmus makrofajlarda da rastlandi
(Sekil 4.25- 4.26).

Sekil 4.25. A: Kontrol grubuna ait kedi oral mukozasi, lamina propriada anti IBA1’e
karst immunoreaktivite gorilmemekte B: Calisma grubuna ait kedi oral mukozasi,
lamina propriada gevsek bag doku proliferasyonu igerisindeki yangisal hiicrelerde anti
IBA1 ekspresyonu, (oklar), (Olgu no:20), DAB, X40, Barr: 20um.
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Sekil 4.26. Calisma grubuna ait kedi oral mukozasi, submukozadaki yangisal hiicre
infiltrasyonu icerisindeki makrofajlarda gucli anti IBA1 ekspresyonu (oklar), (Olgu
no:1), DAB, X40, Barr: 20um.
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4.1.4.4. MTOR Ekspresyonu

Kontrol ve ¢aligma grubu kedilerinin, oral mukozalarindaki anti mTOR salinimlari
incelendi. Buna gore kontrol grubundaki kedilerin oral mukozalarinin epitel katmanindaki
bazal hiicrelerde hafif siddette anti mMTOR immunopozitiflikleri gorildi. Bu hafif
siddetteki immunopozitiflige, lamina propria katmanindaki damar endotellerinde de
rastland1 (Sekil 4.27-4.28).

Sekil 4.27. Kontrol grubuna ait kedi oral mukozasi, epitel katmanda hafif derecede anti
mTOR immunopozitifligi gosteren bazal hiicreler (ok), DAB, X40, Barr: 20um.
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Sekil 4.28. Kontrol grubuna ait kedi oral mukozasi, lamina propria katmaninda hafif
siddette anti mTOR ekspresyonu gosteren damar endotelleri (oklar), DAB, X40, Barr:
20pm.

Calisma grubundaki kedilerin oral mukozalar1 incelendiginde, tim olgularda
cesitli bolgelerde anti mTOR immunopozitifliklere rastlandi. Bu immunopozitiflikler
epitel katman, lamina propria/submukozadaki damar endotelleri, kaslar ve yangisal
hiicrelerde goraldu. Bir olgunun (Olgu no: 6) epitel katmaninda, anti mTOR’a kars1
sitoplazmik ekspresyon gosteren stratum bazale ve stratum spinozum hiicrelerine rastlandi
(Sekil 4.29.). Ek olarak tiim olgularda, lamina propria ve submukozada orta ila siddetli
derecede anti mTOR immunopozitifligi gosteren yangisal hiicre infiltrasyonlar: dikkati
cekti (Sekil 4.30.). Yangisal hiicre infiltrasyonlari lenfosit, plazma huicresi, makrofaj gibi
cesitli immun hiicrelerden olusuyordu ve tiim yangi hiicreleri anti mTOR ekspresyonu
gostermekteydi. Bununla birlikte butin olgularda yangi cogunlukla yeni damar
olusumlariyla beraber gbzlendi. Yeni olusan damar endotellerinde de gucli anti mTOR
ekspresyonlart mevcuttu (Sekil 4.31.). Bunun yaninda gingivostomatitise ek olarak
siaoladenitis tanist alan olgularda, tlklrik bezleri cevresinde de yangisal hiicreler
go6zlendi ve bu hiicrelerde de anti mTOR’a kars1 glicli immunopozitiflik mevcuttu (Sekil
4.32.).
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Sekil 4.29. Calisma grubuna ait kedi oral mukozasi, epitel katmanda anti mTOR’a kars1
immunopozitif bazal hiicreler (kirmiz1 oklar) ve lamina propriada anti mTOR’a kars1
immunopozitif yangisal hiicreler (siyah oklar), (Olgu no:6), DAB, X40, Barr: 20um.

Sekil 4.30. Calisma grubuna ait kedi oral mukozasi, submukozada anti mTOR
ekspresyonlar1 gosteren yangisal hiicreler (oklar), (Olgu no:19), DAB, X40, Barr: 20um.
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Sekil 4.31. Calisma grubuna ait kedi oral mukozasi, lamina propriada yeni olusan damar
endotellerinde anti mTOR immunopozitifligi (oklar), (Olgu no:20), DAB, X40, Barr:
20pm.

Sekil 4.32. Calisma grubuna ait kedi oral mukozasi, submukozada yer alan tikurlk bezleri
cevresinde, anti mMTOR ekspresyonu gosteren yangi hiicreleri (oklar), immunopozitif
yangi hiicreleri (kiigiiltiilmiis resim), (Olgu no:23), DAB, X20, Barr: 50um.
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4.1.45. FKBP-12 Ekspresyonu

FKBP12 proteininin dokulardaki varligi incelendiginde kontrol grubu dokularinin
epitel katmanindaki hiicrelerde hafif-orta siddette anti FKBP12 ekpresyonlar1 goriildii.
Ayni zamanda bu immunopozitifliklere, submukozadaki damar endotelleri ve kaslarda da
rastland1 (Sekil 4.33-4.34).

Sekil 4.33. Kontrol grubuna ait kedi oral mukozasi, epitel katmani igerisinde anti FKBP12
ekspresyonu gosteren hiicreler (oklar), DAB, X40, Barr: 20pm.
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Sekil 4.34. Kontrol grubuna ait kedi oral mukozasi, submukozada yer alan damar
endotellerinde hafif siddette anti FKBP12 ekspresyonu (oklar), DAB, X20, Barr: 50pm.

Anti FKBP-12 antikorunun ¢alisma grubu kedilerinin oral mukozasidaki
immunopozitiflikleri anti mTOR pozitiflikleri ile uyumluydu. Akantotik epitel
katmaninda guclli anti FKBP-12 ekspresyonu gosteren hiicrelere rastlandi. Lamina
propriada yer yer gevsek olmak iizere bag doku proliferasyonlari ve buna eslik eden
yangisal hiicre infiltrasyonlart goriildii. Bu hiicreler farkli tipteki lokositler ve
makrofajlardan olugmaktaydi ve hepsinde de anti FKBP12 immunopozitifligi mevcuttu.
Bazi olgularda bu yangisal infiltrasyon, submukozaya kadar ilerlemis durumdaydi ve bu
alanlardaki yangisal hiicreler de de FKBP12 ekspresyonlar1 gézlendi (Sekil 4.35).
Granulasyon dokusu igeren olgularda yangisal hiicre infiltrasyonu, ¢ogunlukla yeni damar
olusumlariyla beraber gozlendi. Bu yeni olusan damar endotellerinde de ayni sekilde
gucli anti FKBP-12 immunopozitifliklerine rastlandi (Sekil 4.36.). Gingivostomatitise ek
olarak sialoadenitis tanili olgularda yangisal hiicre infiltrasyonu, tukurik bezleri
cevresinde de mevcuttu ve bu hiicrelerde de anti FKBP-12 ekspresyonlar1 gézlendi (Sekil
4.37).
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Sekil 4.35. Calisma grubuna ait kedi oral mukozasi, submukozada anti FKBP-12
ekpresyonu gosteren yangisal hiicreler (oklar), (Olgu no:24), DAB, X20, Barr: 50pm.

Sekil 4.36. Calisma grubuna ait kedi oral mukozasi, submukozada yeni olusan damar
endotellerinde (siyah oklar) ve bu damar gevrelerindeki yangisal hiicrelerde (kirmizi
oklar) anti FKBP12 immunopozitifligi, (Olgu no:6), DAB, X40, Barr: 20pum.
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Sekil 4.37. Calisma grubuna ait kedi oral mukozasi, anti FKBP12 immunopozitifligi
gosteren epitel hicreleri (siyah oklar), lamina propria (yildiz) ve submukozadaki tukurik
bezi gevresinde (kirmizi ok), anti FKBP-12 ekspresyonu gdsteren yangisal hiicreler, (Olgu
no:25), DAB, X10, Barr: 100um.

4.1.4.6. EGFR Ekspresyonu

Gruplar arast anti EGFR ekspresyonlarina bakildiginda, kontrol grubu kedilerin
oral mukoza epitellerinde gucli immunopozitiflikler oldugu goriildi. Ek olarak bu
dokularin lamina propria katmanlarindaki damar endotellerinde de anti EGFR
ekspresyonlart mevcuttu. Buna karsin calisma grubundaki kedilerin oral mukozalari
incelendiginde, anti EGFR ekspresyonu ¢ogu vakada gozlenmedi. Bazi olgularda ise,
akantotik epitel tabakasinda siddeti ve yogunlugu degisen immunopozitifliklere rastlandu.
Bu immunopozitifliklere, lamina propria ve submukozaya infiltre olan yangisal hiicrelerin
sitoplazmasinda da rastlandi (Sekil 4.38- 4.39.).
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Sekil 4.38. Kontrol grubuna ait kedi oral mukozasi, epitel katmanda giiclii anti EGFR
ekpresyonu sergileyen hucreler, DAB, X20, Barr: 50um.

Sekil 4.39. Akantotik epitelde anti EGFR immunopozitifligi (yildiz), submukozal
alandaki yangisal hiicrelerde anti EGFR ekspresyonu (oklar), (Olgu no:9), DAB, X20,
Barr: 50um.
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Sekil 4.40. Pozitif (A-G) ve negatif (H) kontroller, A: rat, anti FKBP12 ekspresyonu
gosteren purkinje hucreleri (siyah oklar), B: rat, anti IBA1l ekspresyonu gosteren
mikroglia hiicreleri (kirmizi oklar), C: rat, dalak, anti CD79a ekspresyonu gdsteren
hiicreler (koyu kirmiz1 oklar), D: kedi, dalak, anti CD79a ekspresyonu gdsteren hiicreler
(mavi oklar), E: rat, ovaryum, anti mTOR ekspresyonu gosteren hiicreler (beyaz oklar),
F: kedi, ovaryum, anti mTOR ekspresyonu gosteren hiicreler (sar1 oklar), G: rat, dalak,
anti CD3 ekspresyonu gosteren hiicreler (kahverengi oklar), DAB, X20, 50um. H: negatif
kontrol, DAB, X10, Barr: 100 pum.
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4.1.5. Semikantitatif Analiz Bulgular:

Calisma ve kontrol grubu dokularina yapilan Hematoksilen & Eozin boyama
sonuglart histopatolojik olarak incelenerek, lezyonlarin yerlesimi ve siddetinin

semikantitatif analiz bulgular1 Tablo 4.1.’de belirtilmistir.
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Tablo 4.1. Olgularda belirlenen lezyonlarin siddetinin semikantitatif analiz tablosu. “0”
yok, “1” hafif, “2” orta ve “3” siddetli.

LEZYONLAR

Olgu

No NE AK GD Ni Li Pi MH MAK FB

TLS

o
N

NMNNNMNNNRPRPRPRERPRPRERRRERRERE
§c§§5U‘lboomn—\ocooo\lmm.bwmn—\omoo\‘@mhwwl—‘
OO0 0O0OO0DO0O0OO0O0O0OO0OO0OO0ORO0OO0OO0DO0O0OO0OONODOOWOWW <L
H
N

OO0 OO0 OO O FPOPFPOOOOOFR,FPPFPOFRPRFPEFPPEFPPEPPLOO
QOO O OPFRPROWRPFPOMNMNODMNWWPFPRONOOPFRPWNOREPMNMNEDNDN
QOO OO WOOWWRFRFPFPNPOOOWRPRWFRWRFWWEFRWEFEWDN
QOO OO WERNPEFPEMNNOWNOOOWNWEDNEFPWWWWWEF

QOO O OO WWORPOWOWWWWEFEFEPNNFPWEFENOPFPOPRFPW
OO OO OO WWOOOWONMNWWWORLRLNNPFPWOOORFrR,ORFR W
O OO OOONODODOOWORPFPFWWONONOWOOOOOOW
O OO OO WOOWNOOWNOOONMNMNDMNWEFPRWOWWWWWW

QO OO OFRPROONOWORPFPOOFPNOOOODOWOOWO WP

K5
TS 13 33 41 44 39 34 23 44 21 12 305

NE: Nekroz, AK: Akantozis, GD: Granulasyon dokusu, Ni: Nétrofil infiltrasyonu, L: Lenfosit infiltrasyonu,
PL: Plazma Infiltrasyonu, MH: Mott hiicresi, MAK: Makrofaj, FB: Fibroblast, V: Vaskulitis, TLS: Total
lezyon skoru. TS: Toplam skor. Skor degeri 40’lik biiyiitmede, 3 farkli alanda incelenen degerlerin
ortalamasi alinarak yapilmistir.

Semikantitatif analiz, total lezyon skorlarinin ortanca degerine gore “0: yok”, “0-

7: hafif siddetli”, “7-14: orta siddetli”, “14-21: siddetli” olarak belirlendi. Yapilan
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semikantitatif analize gore, soldan saga dogru total lezyon skoru g6z Oninde

bulunduruldugunda 7 olguda hastaligin siddetli, 17 olguda ise orta siddette seyrettigi

belirlendi. 1 olguda ise hastalifin hafif siddette seyrettigi goriildii (Tablo 4.2.). Siddetli

olgularin, lenfositik plazmasitik gingivostomatitis ya da granulomat6z gingivostomatitis

tanilarinin herhangi birinde yogunlagsmadig: goriildii.

Tablo 4.2. Total lezyon skoruna gore siniflandirma

Total Lezyon Hafif Orta Siddetli
Skoru (0-7) (7-14) (14-21)
(TLS)

Olgu No 20 3,5,12,9,10,11,12,13,14, 1,2,4,7,8,11,17

15,16,17,18,19,21,22,23,24

25

Tablo 4.3. Iimmunohistokimyasal bulgularin H-skor degerleri

Epitel Lamina propria
Olgu

no FKBP1 FKBP1

CD3 CD79A IBAl1 MTOR 2 EGFR CD3 CD79A IBA1 MTOR 2 EGFR
1 18.4022 57.4742 14.5631 21.865 94.0356 19.4143 15.6417 47.0299 16.5618 190.5309 74.999 3.6841
2 3.5478 12.5833 2.0027 1.5216 1.9132 12.8347 9.249 37.9184 0.7471 62.2656 83.0027 4.3137
3 8.4988 76.4096 12.4768 14.2857 67.8438 40.9964 1.5252 76.8565 6.8954 1.0716 66.0366 15.8817
4 1.9999 39.8457 0.2941 73.8421 61.964 28.7314 1.9086 62.2979 1.3218 146.0203 72.6719 14.7212
5 3.5714 6.1622 0.1220 0.421 73.7984 5.1606 2.7402 4.5791 2.0953 0.8855 63.0793 12.7262
6 8.8139 58.2952 33.6283 143.8829 96.8952 0.8461 1.8828 76.5349 15.1030 105.543 75.0081 0.1968
7 15.1586 6.4760 37.1337 87.1613 135.7590 109.2063 11.3910 0.4441 1.2622 146.1164 72.8719 245764
8 10.3822 75.1129 10.3477 4.7451 101.6893 1.9424 8.7767 47.3967 0.7103 60.4780 72.1176 2.9611
9 29.9293 37.6147 9.4217 19.0577 110.2016 51.9843 39.2081 27.6361 0.6903 102.5105 72.8818 22.3870
10

4.0501 4.8922 13.0931 13.7447 114.3215 12.1369 1.4887 0.5683 0.9039 94.0613 72.1917 23.2026
11

4.0816 42.4206 3.4108 56.1887 111.3660 6.6216 0.4369 26.1408 6.8754 58.2396 67.0197 1.9819
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12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

K1

K2

K3

K4

K5

1.0596

1.1123

28.2895

60.98

3.1046

1.941

2.112

2.2455

61.0710

4.2732

1.2029

2.4494

11.5924

13.9013

1.0025

0.6154

1.7857

2.0341

0.7018

1.8569

3.3135

28.6124

56.5299

39.5523

91.5980

2.3321

25.8363

51.7502

4.4689

59.6413

79.806

66.9645

54.386

1.3582

0.6154

1.3307

1.3122

2.2955

5.240

3.6075

14.8582

3.1805

9.0513

3.7027

0.6969

4.0999

2.1536

5.4073

45.2441

1.9106

3.3541

2.6324

2.8409

0.5208

0.155

1.6718

2.6408

20.3838

25.654

65.5789

117.1299

95.6637

113.1402

100.03

23.9855

43.8295

86.0317

0.3674

11.4811

86.0707

14.2857

12.4214

5.042

1.4783

31.0714

6.5424

1.5754

172.4822

110.4452

100.8841

100.3309

11.4286

82.2105

126.0051

93.4105

100.1354

106.3058

151.9627

98.2213

83.7724

48.6337

45.3109

8.9816

32.3134

19.8198

2.1845

15.4149

44.1648

26.8898

1.5832

2.1378

14.427

0.6025

43.8411

81.6765

9.7732

16.6579

19.3284

5.2516

105.1225

71.2241

156.3304

105.5947

12.8326

2.2081

30.2270

41.4341

4.0456

6.1473

8.9362

61.1314

28.6251

1.8419

0.8720

3.7649

29.8598

11.4764

2.7426

3.2653

1.5905

2.1070

3.9881

68.4685

19.4743

59.9350

68.7386

75.9685

37.8666

5.6223

18.3744

73.6187

3.4296

33.7131

62.6783

67.1735

98.9101

1.7266

0.8475

0.2534

0.8141

5.9006

20.66

3.0961

14.6851

1.4848

19.7342

1.2151

0.9962

22.8198

0.8961

22.0262

2.2947

1.8423

6.7441

0.9005

0.2778

0.241

0.2052

3.9072

4.402

66.1550

85.5549

78.71

43.1201

89.5008

86.4701

135.8634

103.8374

108.5331

73.6372

1.8046

51.8927

17.7542

7.2815

33.5534

9.6567

15.6746

20.8451

33.5307

3.4829

102.6548

66.5026

53.1685

78.0251

10.3244

70.6932

88.5624

92.0993

59.4323

9.4460

92,7721

93.1972

105.3673

33.9023

247238

58.6527

4.5853

75.9124

7.0395

11.6496

33.0340

5.7381

4.2938

0.2766

17.4927

2.0137

16.0389

38.6632

7.2568

3.2522

32.0698

25.7155

3.0248

2.451

5.6507

2.7113

1.9258

4.1.6. Istatiksel Analiz Bulgulari

Gingival dokularda goriilen nekroz, akantozis, granulasyon dokusu, lenfosit,

plazma, mott hiicresi, makrofaj, fibrozis, vaskulitis, total lezyon skoru ve hayvanlarin

yaslarmin birbirleri arasindaki iliskiler Pearson korelasyon analizi kullanilarak
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degerlendirildi. Buna gore; total lezyon skoru (TLS) ile yas, akantozis (AK) ve vaskulitis
(V) arasinda sirasiyla yiiksek dereceli (r=0.530, 0.505, 0.774) bir korelasyon gozlenmekle
birlikte ayn1 zamanda bu degerler arasinda anlamli bir iligki oldugu da gériildii (p=0.009,
0.010, <.001). Yangisal hiicre popiilasyonlarinda yer alan lenfosit, plazma hiicresi ve Mott
hiicreleri arasinda ¢ok gui¢lu pozitif korelasyonlarin oldugu goriildi (r = 0.918, r = 0.710
ver=0.773, p<0.001). Ek olarak granulasyon dokusu ile makrofajlar arasinda da sirasiyla
pozitif bir iliski saptandi (r = 0.800, p <0.001). Pearson korelasyon sonuglari, Tablo 4.4.’te
ve histopatolojik parametreler arasindaki iligkilerin egilimleri 1s1 grafigi ile sunulmustur

(Sekil 4.41.).
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Sekil 4.41. Histopatolojik parametreler arasindaki iligkilerin egilimini gosteren 1s1 grafigi.

Ayrica Independent Samples T-Test ile de cinsiyet ve total lezyon skoru arasindaki
iliski degerlendirildi. Erkek ve disi kediler arasinda Total lezyon skoru (TLS) agisindan
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anlamli bir farkin bulunmadig1 goriildii (t(21)=0.88, p=.389). Independent Samples T-
Testi sonucu Tablo 4.5.”de sunulmustur.

Tablo 4.4. Pearson korelasyon katsayilar1 ve anlamlilik diizeyleri

TLS YAS NE AK GD L PL MH MAK FB
TLS r =0.530
p=0.009
YAS r =0.530
p=0.009"
NE r=0.176 r=-0.025
p=0.399 p=0.910
AK r=0.505 r=-0.125 r=-0.089
p=0.010*  p=0.569 p=0.673
GD r=0.387 r=0.469 r=0.460 r=-0.332 -
p=0.056 p=0.024 p=0.021 p=0.104
L r=0.308 r=0.185 r=-0.320 r=0.104 r=-0.534
p=0.135 p=0.397 p=0.119 p=0.452 0.006
PL r=0.269 r=-0.006 r=-0.414 r=0.506 r=-0.633 r=0.918 -
p=0.193 p=0.977 p=0.040 p=0.010 p=<.001 p=<.001"
MH r=0.197 r=-0.046 r=-0.258 r=0.361 r=-0.580 r=0.710 r=0.773
p=0.344 p=0.835 p=0.214 p=0.076 p=0.002 p=<.001 p=<.001
MAK r=0.221 r=0.295 r=0.437 r=-0.324 r=0.814 r=-0.674 r=-0.732 r=-0.660 -
p=0.289  p=0.172  p=0.029  p=0.114  p=<.001"  p=<.001 p=<.001 p=<.001
FB r=0.328 r=0.172 r=-0.066  r=-0.059 r=0.478 r=-0.405 r=-0.402 r=-0.358  r=-0.275
p=0.110 p=0.431 p=0.755 p=0.781 p=0.016 p=0.045 p=0.046 p=0.079 p=0.184
\% r=0.774 r=0.356 r=-0.097 r=0.416 r=0.212 r=0.156 r=0.232 r=0.157 r=0.086 r=0.381

p=<001*  p=0.095  p=0.645  p=0.039  p=0.308  p=0.456 p=0.264 p=0.452  p=0.682  p=0.060

*Anlaml korelasyon degerleri
TLS: Total lezyon skoru, NE: Nekroz, AK: Akantozis, GD: Granulasyon dokusu, L: Lenfosit Infiltrasyonu,
PL: Plazma Infiltrasyonu, MH: Mott hiicresi, MAK: Makrofaj, FB: Fibroblast, V: Vaskulitis

Tablo 4.5. Independent Samples T-Testi sonucu

Degisken Test Taru t sd p

TLS Student's T 0.880 21 0.389
Not: Ha: Merkek # pdisi

Calismada, immunohistokimyasal boyamalar sonucunda QuPath-0.6.0 programi
kullanilarak epitel ve lamina propria alanlarindan elde edilen, H-skorlar1 arasindaki

iliskileri degerlendirmek amaciyla parametrik olmayan Spearman sira korelasyon
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katsayis1 kullanilmistir. Bu istatistiki veri sonuglarina gore, epitel katmani igerisinde
CD3(e) ile CD79a(e) ve FKBP12(e) arasinda sirasiyla, anlamli bir pozitif korelasyon
(r=0.504,p=0.005; r=0.416,p=0.023) goriilirken, CD79a(e) ve EGFR(e) arasinda ise orta
diizeyde anlamli bir negatif korelasyon (r=—0.456, p=0.012) go6rildi. mTOR(e)’un ise,
CD3(e), CD79a(e), IBAl(e) ve FKBPI12(e) ile aralarinda zayif/orta diizeyde, pozitif
yonde korelasyonlar (r=0,366; 0,207; 0,219; 0,192) bulunmasina ragmen bu sonuglarin
istatiksel olarak anlamli olmadig1 gozlendi (p>0.05). Son olarak, EGFR(e) ile FKBP12(e)
arasinda negatif yonde zayif bir korelasyon oldugu fakat yine istatiksel olarak anlamli

olmadig: dikkati ¢ekmistir (r=-0.175, p=0.353).

Lamina propria katmanindaki korelasyon veri sonuglart incelendiginde ise,
MTOR(lp) ile sirastyla CD3(Ip) ve IBA1(lp) arasinda pozitif yonlii bir korelasyon oldugu
gorulse de (r=0.313; 0.144) istatiksel olarak anlam ifade etmemektedir (p=0.092; 0.446).
Ayrica mTOR(Ip) ve FKBP12(lp) antikorlar1 arasinda pozitif korelasyon (r=0.312)
mevcuttu. Fakat bu pozitif korelasyon istatistiksel olarak anlamli kabul edilme sinirinin
hemen (zerindedir (p=0.093). Spearman korelasyon sonuglari Tablo 4.6.” de ve
immunohistokimyasal parametreler arasindaki iligkilerin egilimi 1s1 grafigi ile

sunulmustur (Sekil 4.42.).
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Tablo 4.6. Antikorlarin Spearman korelasyon sonuglari

CD3 CD79 IBA mTOR  FKBP12 EGFR CD3 Cd79 IBA mTOR  FKBPI2 EGFR
(e) (e) () () (O] () (Ip) (Ip) (Ip) (Ip) (Ip) (Ip)

CD3 -

(@ -

CD79 0.504** -

@ 0.005 -

IBA 0.347 0.378* -

O 0.060 0.040 -

mTOR 0.366* 0.207 0.219 -

O 0.047 0.273 0.245 -

FKBP12 0.416* 0.313 0.493**  0.192 -

@) 0.023 0.092 0.006 0.309 -

EGFR -0.037 -0.456* -0.223 -0.086 -0.175 -

) 0.845 0.012 0.235 0.651 0.353 <

CcD3 0.442% 0.129 0.048 0.255 0.079 -0.047 -

(Ip) 0.015 0.496 0.801 0.174 0.676 0.805 -

CD79 0.414* 0.695%** 0.197 0.278 0.016 -0.439*  0.306 -

(Ip) 0.024 <.001 0.295 0.137 0.933 0.016  0.100 -

IBA 0.071 0.158 0.416*  0.388* 0.218 0288 0012 0293 -

(Ip) 0.707 0.404 0.023 0.034 0.246 0123 0951 0.116 -

mTOR 0.279 0.158 0316  0.567** 0.293 0125 0313  0.027 0.144 -

(Ip) 0.135 0.404 0.090 0.001 0.117 0508  0.092 0.886 0.446 -

FKBP12 0.345 0.294 0.006 0.096 0.406* 0219 0322 035 0064  0.312 -

(Ip) 0.062 0.115 0.976 0.613 0.027 0.245 0083 0054 0735  0.093 -

EGFR 0.455* -0.021 0.125 0.101 0.244 0236 0172 0057 -0042  0.065 0.159 -

(Ip) 0.012 0.914 0.510 0.595 0.194 0.208 0.362 0765  0.827 0.733 0.400 -

(e): epitel, (Ip): lamina propria
Not: * p < .05, ** p < .01, *** p <.001
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Sekil 4.42. immunohistokimyasal parametreler arasindaki iliskilerin egilimini gosteren 1s1

grafigi.
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5. TARTISMA

Kedilerin kronik gingivostomatitisinin, klinik, patolojik, laboratuvar ve cesitli
molekiiler yontemlerle incelendigi birgok ¢alisma mevcuttur (Harley ve ark., 2003; Sakis
ve ark.,, 2019). Bununla birlikte, hastaligin etiyopatogenezi hala tam olarak
anlasilamamistir (Harley ve ark., 2011; Harris ve ark., 2015). Bu g¢alismada kedilerin
kronik gingivostomatitisinin patolojik lezyonlarinin ortaya ¢ikmasindaki mekanizmalarin

bazilar1 detayli olarak incelenmistir.

FCGS hastaliginda 1rk, cinsiyet ve yas lizerine yapilan ¢aligmalar mevcuttur.
Bir¢ok ¢aligmada cinsiyetin belirtilen hastalik tizerinde bir etkisi olmadig1 raporlanmistir
(Peralta ve Carney, 2019). Fakat, Rolim ve ark. (2017) yaptiklar1 bir ¢alismada, erkek
kedilerin disilere kiyasla daha agresif davranislar sergilemesinden dolay1 FIV ve FeLV
gibi enfeksiyoz etkenlerle temas olasiliginin arttigini bu nedenle hastaligin erkek kedilerde
daha siddetli seyrettigini diisiinmektedirler. Yine ayni arastirmacilar, hastaligin tiim
yastaki kedilerde goriilebildigini fakat yas ortalamasinin 2 oldugunu ve hastaligin hafif
lezyonlarla baglayip daha sonra siddetlendigini belirtmislerdir (Rolim ve ark., 2017).
Sunulan ¢aligmada ise erkek ve disi kediler karsilastirildiginda, hastaligin siddeti arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamasina ragmen, say1 olarak erkek kedilerde
daha fazla meydana geldigi goriilmiistiir. Bu bulgu, Rolim ve arkadaslarinin yaptigi
calismay1 destekler niteliktedir. Caligma grubundaki kedilerin yaslar1 1’den 13 yasa kadar
degiskenlik gostermektedir. Fakat yapilan istatiksel analiz sonucunda TLS ile yas arasinda
yuksek dereceli bir korelasyon ve ayni zamanda bu degerler arasinda anlamli bir iligkinin
oldugu da saptanmistir. Buna gore kedinin yasi arttik¢a hastaligin da siddetinin arttig

distiniilmektedir.

Yapilan literatiir taramasina gore FCGS hastaliginda, Siyam kedisi en ¢ok
etkilenen 1rk olarak gosterilmektedir. Bunun yani sira Iran, Habes, Himalayan ve Burmese
wklarinin da siklikla hastaliktan etkilendigi bildirilmistir (Sakis ve ark., 2019). Bu

calismada ise, literatiir bilgisinin aksine hi¢bir kedi 1rk1 Siyam olmamakla birlikte en ¢ok
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Iran kedilerinin etkilendigi goriilmiistiir. Fakat sunulan calismadaki kedi sayisinin az
olmasi sebebiyle 1rk yatkinligi agisindan, ¢alisma grubunun daha fazla kedi sayisindan

olustugu yeni arastirmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

FCGS patogenezinin aydinlatilmasi amaciyla ¢ok fazla arastirma yapilmistir
(Harley ve ark., 2011; Harris ve ark., 2015; Peralta ve Carney, 2019; Sakis ve ark., 2019).
Bunlar arasinda mast hiicrelerinin, kedi oral mukozasi hastaliklarinda istlendigi roldiir.
Normal kosullarda mast hiicreleri oral mukozanin epitel tabakasinda yer almayip bag
dokusu elemanlar1 olarak kabul edilmektedir. Calisma grubunu 12 tane FRL (Feline
Resorptive Lesions), 10 tane FCGS ve 10 tane de periodontitise sahip kedi dokularinin
olusturdugu bir arastirmada (Arzi ve ark., 2010), mm? basina diisen mast hiicre say1si
incelenmistir. Buna gore, kontrol grubu kedilerine kiyasla bu 3 hastaliktan muzdarip
kedilerin oral mukozalarinda belirgin sekilde mast hiicre sayilarinin artmis oldugu
belirtilmistir. Genellikle mast hiicrelerinin lamina propriada daginik halde bulundugu
fakat 12 FRL olgusunun 4’tiinde mast hiicrelerinin, intraepitelyal alanda ve bazal
hiicrelerin seviyesinde lokalize oldugu gosterilmistir (Arzi ve ark., 2010). Bunun
sonucunda Arzi ve ark. (2010), aktif mast hicreleri ile dental rezorpsiyon bolgeleri
arasinda olasi bir etkilesimi diisiinmiislerdir. Yine benzer bir ¢aligmada (Luntzer ve ark.,
2021), dis rezorpsiyonu olan kedi gingivasindaki mast hiicrelerinin kompleman sistemini
(C3a ve C5a) eksprese ettigi gosterilmektedir. Bu ¢alisma sonucunda da kompleman
sistemi ve mast hiicrelerinin, kalsiyum kristalleri ile birlikte osteoklastlarin aktivasyonuna
yol acarak disin mineralize dokularmmin ve alveolar kemigin rezorpsiyonuna neden
olabilecegi belirtilmektedir (Luntzer ve ark., 2021). Buna ek olarak, mast hicrelerinin
trettigi Ozellikle histamin, heparin, notral proteazlar, prostaglandinler ve interlokinler
kemik remodellemesini dogrudan ya da dolayli olarak etkiledigi hatta mast hucresi
eksikliginin diisiik remodelleme hiziyla, fazlaliginin ise hizlanmig kemik kaybiyla iligkili
oldugu gosterilmistir (Chiappetta ve Gruber, 2006; Fallon ve ark., 1981; lkawa ve ark.,
2007). Mevcut galismada ise mast hiicreleri ¢cogunlukla lamina propria ve submukozal
alana infiltre olurken birka¢ olguda intraepitelyal alanlarda da lokalize oldugu

gozlenmistir. Fakat calismanin doku bloklarindan olugsmasi sebebiyle, bu kedilerin dental
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rezorpsiyon anamnezinin olup olmadig: bilinmemektedir. Olgulari olusturan 25 kedinin
17’sinde siddetli, 4’linde ise hafif ila orta siddette mast hiicre infiltrasyonlar1 gortilmiistiir.
Bu nedenle, FCGS’de lokal yangisal ve immun yanitlarin baslatilmasinda,
sirddrilmesinde ve devam ettirilmesinde mast hicrelerinin - rol  oynadiklar

disiinulmektedir.

Calisma grubundaki olgularin biiyiik bir kisminda, lamina propria ve submukozal
alanlarda yer alan makrofaj ve notrofillerde belirgin bir PAS pozitifligi saptanmustir.
Makrofaj ve noétrofillerdeki PAS pozitifligi, bu hiicrelerin fagositik aktivitelerinin ve
lizozomal igeriklerinin arttigini, dolayisiyla proinflamatuvar yanitin siirdiigiini
diisiindirmektedir. Bunun yaninda mTOR yolaginin, glikoliz ve glikojen sentezi
aktivasyonunda gorev aldigi bilinmektedir. mTORC1, ¢esitli molekiiller Uzerinden glikoz
alimin arttirmaktadir. AKT sinyali araciligiyla, glikojen sentaz aktive edilerek hiicrede
glikojen birikimine yol agmaktadir (Semenza, 2013). Ek olarak mTORCL’in otofajiyi
baskiladigi da bilinmektedir (Saxton ve Sabatini, 2017). Bunun sonucunda da yikim
azaldig1 i¢in glikojen depolanmasi kolaylagsmaktadir. Bu mekanizma, insilin direnci ve
kanser hiicrelerinde tanimlanmustir (Stanciu ve ark., 2024). Bu tezde kullanilan ¢alisma
grubu dokularinda meydana gelen PAS pozitifliginin aktiflesen AKT-mTOR sinyali ile
ve otofajinin baskilanmasi sebebiyle hiicrelerde biriken glikojen oldugu diisiiniilmektedir.
Yani FCGS’de, PAS pozitifliginin dolayli olarak mTOR tarafindan meydana geldigi
diistiniilmektedir. mTOR sinyal yolu ayrica epitel hiicrelerinin blyume, proliferasyon ve
metabolik diizenlemelerinde de merkezi bir rol oynamaktadir (Saxton ve Sabatini, 2017).
Bu calismada da, epitel katmandaki PAS pozitifliginin, hicrelerin proliferatif ve
metabolik aktivitelerinin yiikselmesi sonucu olabilecegi diisiiniilmektedir. Literaturde,
MTOR sinyal yolunun makrofaj ve diger yangisal hicrelerin aktivasyonunda ve metabolik
diizenlenmesinde onemli rol oynadigi bildirilmistir (Suto ve Karonitsch, 2020). Bu
baglamda, gozlenen PAS pozitifliginin, mTOR aracili hiicresel yanitlarin dolayli bir
yansimasi olabilecegi diisiiniilmektedir. Ancak bu iliski daha ileri molekiiler caligmalarla

desteklenmelidir.
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FCGS ile ilgili yapilan literatiir taramasinda, Hematoksilen & Eozin
boyamalarinda epitelde belirgin hiperplazi, akantozis, parakeratoz ve vakuoler
dejenerasyonun bildirildigi goriilmistiir. Siddetli olgularda ise bunlara ek olarak, yaygin
spongiyozis ve tlserlerin eslik ettigi raporlanmistir (Harley ve ark., 2011). Bu epitel
degisikliklerine eslik eden lenfosit, plazma hticresi ve makrofajlar agirlikli olmak Gzere
mast hucresi, mott hucresi ve ozellikle iilserasyon alaninda yogunlasmis notrofil
I6kositlerden olusan yaygin yangisal infiltrasyonun goriildiigii belirtilmistir. Ayrica bazi
olgularda graniilasyon dokusunun varhigi, iyilesme siirecinin bir gostergesi olarak
degerlendirilmistir (Lee ve ark., 2020; Rolim ve ark., 2017). Sunulan g¢aligmada ise
Hematoksilen & Eozin boyama ile elde edilen histopatolojik bulgular, literatiirde daha
once bildirilen raporlar ile benzerlik gostermektedir. Nekroz, akantozis gibi tipik oral
histopatolojik lezyonlara ek olarak sunulan c¢aligmadaki baz1 olgularda, yangisal
infiltrasyonun  ozellikle  perivaskiiler yerlesimli  oldugu dikkati ¢ekmistir.
Gingivostomatitise ek olarak sialoadenitis tanisi alan birkag olguda ise tukirik bezi ve
kanallar1 ¢evresinde de belirgin yangisal infiltrasyonun oldugu gozlenmistir. Yine
literatiire ek olarak, yapilan Pearson korelasyon analizi sonucunda; lenfosit, plazma
hlcresi ve mott hiicreleri arasinda gucli korelasyonlarin oldugu goriildii. Bu durum
hiicresel ve humoral bagisikligin FCGS patogenezinde birlikte rol oynadigini ve bu hiicre
populasyonlarinin 6zellikle lamina propria tabakasinda birlikte yer almasi, kroniklesmis
bir antijenik stimilasyonun gostergesi oldugunu diisiindiirmektedir. Diger yandan, total
lezyon skoru (TLS) ile vaskiilitis arasinda da anlamli bir pozitif korelasyon oldugu
saptanmistir. Bu bulgu damar duvari hasarinin, lezyonun genel siddetinin 6nemli bir
belirleyicisi olabilecegini diistindiirmektedir. Vaskiiler inflamasyonun hem hiicre
infiltrasyonu hem de doku hasarin1 artirici etkisi nedeniyle hastaligin progresif dogasinda

6nemli bir rol oynayabilecegi degerlendirilmistir.

Molekdler biyolojide, spesifik biyobelirteclerin hiicresel ve doku diizeyindeki
analizleri i¢in g¢esitli yontemler kullanilmaktadir. Bu yontemlerden bazilari, gen
ekspresyon duzeylerini ylksek hassasiyetle 6lgen Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

veya protein miktarini belirleyen Western Blot (WB) gibi yontemlerdir. Ancak, bu

69



teknikler genellikle doku homojenatlari tizerinde calistigi i¢in incelenen proteinin veya
genin hiicre i¢i kesin lokalizasyonu ve doku mimarisi igerisindeki dagilimi hakkinda bilgi
saglayamazlar (Creager, 2020; Sambrook ve Russell, 2006). Bu kisitlamanin aksine,
immunohistokimya (IHC), doku oOrneklerinde spesifik proteinlerin  hiicresel
lokalizasyonunu ve ekspresyon diizeylerini morfolojik baglami koruyarak ortaya
¢ikarmak icin kullanilan vazgegilmez bir yontemdir (Ramos-Vara, 2005). Sunulan
calismanin amaci, molekdiler biyobelirteclerin doku mimarisi icindeki lokalizasyonunu
gorsellestirmek  oldugundan, CD79a, CD3, Ibal, EGFR, mTOR ve FKBP12

ekspresyonlar immunohistokimyasal yontemle incelenmistir.

Saglikli oral mukozaya sahip 19 kedide, 16kosit alt gruplarinin karakterize
edilmesini saglamak amaciyla immunohistokimyasal yontemle CD3, CD4, CD8, CD79a,
IgG, IgM, IgA ve L1 ekspresyonlarinin degerlendirildigi bir ¢alisma yapilmistir (Harley
ve ark., 2003). Bu ¢alismanin sonucuna gore, CD3 ve CD8 ekspresyonlar1 daha yaygin
olarak ¢ok katli yass1 epitelde gorulirken, CD4 ekspresyonunun ise lamina propria ve
submukozada daha yaygin oldugu belirtilmistir. Bunun yaninda, CD79a ekspresyonunun
lamina propriada seyrek olarak ve tiikiiriik bezi stromal dokusunda daha fazla goriildiigi
raporlanmistir. Ayni bilim insanlarimin yaptigi diger bir calismada ise ayni antikorlar
immunohistokimyasal olarak, FCGS’li kedi dokularinda incelenmistir. Bu ¢alismada ise
saglikli kedilerin agiz mukozasi rnekleriyle karsilastirildiginda, FCGS’li kedilerde CD3,
CD4, CD8, CD79a, IgG, IgM, IgA ve L1 eksprese eden hiicrelerin sayisinin anlamli
sekilde arttig1 bildirilmistir. Ek olarak, CD8+ hcrelerin CD4+ hiicrelere gore daha fazla
saylda olmasi, sitotoksik hiicre aracili immun yanitin uyarilmasi sebebiyle viral bir
etiyoloji ile iliskilendirilmistir (Harley ve ark., 2003; Harley ve ark., 2011). Vapniarsky
ve ark. da (2020) yaptiklar1 bir caligmada, kan ve dokuda CD8+ hiicrelerinin baskin
oldugunu ve viral bir etiyolojiyi destekleyen bulgular sunmuslardir. Fakat diger
calismadan farkli olarak, yangisal infiltrasyonun plazma hiicre baskinliiyla birlikte
lenfositik karakterde oldugunu bildirmislerdir. Ayni zamanda T hucrelerinin mukoza ve
submukozada, B ve mott hiicrelerinin ise submukozada smirli oldugunu

gozlemlemislerdir (Vapniarsky ve ark., 2020). Sunulan ¢alismanin immunohistokimyasal
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bulgularina bakildiginda hem CD79a hem de CD3 ekspresyonlarinin benzer
lokalizasyonlarda immunopozitiflikler sergiledigi goriildii. Bu lokalizasyonlar bazi
olgularin epitelleri ve 6zellikle lamina propria katmaniyd: ayrica submukozada da gucli
immunopozitiflikler mevcuttu. Yapilan Spearman korelasyon analizi sonucuna gore,
epitelde CD79a ekspresyonu ile CD3 ekspresyonu arasinda pozitif anlamli bir korelasyon
saptanmistir. Bu nedenle elde edilen veriler, 6nceki ¢alismalarda bildirilen FCGS’deki
karmagik immun yanit profili ile paralellik géstermektedir. Bu bulgular hastaligin hem
humoral hem de hiicresel bagisiklik mekanizmalarinin etkilesimiyle ilerledigini

desteklemektedir.

mMTOR protein kompleksi, makrofaj polarizasyonunda kritik bir rol oynamaktadir
(Thomson ve ark., 2009). Makrofajlar, genellikle inflamatuvar M1 ve anti-inflamatuvar
M2 fenotipleri olarak iki ana sekilde polarize olmaktadir. Dikkat ¢ekici bir sekilde, mTOR
kompleksinin etkisi hiicre tipine gore farklilik gostermektedir. T hucrelerinde
inflamatuvar yanit1 tesvik ederken, makrofajlarda ise daha ¢ok anti-inflamatuvar olan M2
fenotipine yonelimi destekler (Perl, 2016). Makrofajlarin M2 fenotipine polarizasyonu
ise, Ozellikle IL-4 sinyaline bagimlidir ve mTOR sinyal yolu bu siiregte merkezi bir
diizenleyici olarak gorev alir. Yapilan bir ¢alismaya gére, mTOR yolaginin M1 fenotipli
makrofajlardan daha ¢ok M2 fenotipli makrofaj olusumunu hizlandirmasi nedeniyle
normalde yangiyr durdurmak igin etki gosteren M2 makrofajlarin, lupus nefritinin
patogenezinde yangiya katki sagladiklar1 gosterilmistir (Oaks ve ark., 2016). Sunulan
calismada ise makrofaj varliginin tespiti amaciyla boyanan Iba-1 antikoru, Ozellikle
pyogranulomatdz olgularda yogunluk gdstermekteydi. Boyanan makrofajlarin fenotipi
aragtirlmamigtir fakat ayni makrofajlarin mTOR’uda eksprese etmesi nedeniyle,
makrofajlarin M2 fenotipinde oldugu disiiniilmektedir. Oaks ve ark. (2016) yaptigi
calisma da goz oniinde bulundurularak bu makrofajlarinda, FCGS patogenezine katki
saglayabilecegi Ongoriilmektedir. mMTOR yolagi ayrica TH17 hiicrelerini arttirarak
fibroblast proliferasyonunu kontrol etmektedir (Yoshizaki ve ark., 2010). Rapamisin ile
yapilan bir ¢alismada, rapamisin verilmeden 6nce sistemik sklerozlu fare fibroblastlarinda

MTOR aktivasyonu varken, rapamisin sonrasi fibroblastlarda hiicre proliferasyonu ve
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kolajen sentezinde bir baskilanma gozlemlenmistir (Yoshizaki ve ark. 2010). Ek olarak
rapamisinin bobrek, karaciger ve miyokard gibi dokularda fibrozisi azalttig1 gosterilmistir
(Chen ve ark., 2012; Yu ve ark, 2013; Zhu ve ark., 1999). Mevcut ¢alismada granilom
yapist gozlenen bazi olgularda, siddetli fibroblast aktivasyonu skorlanmistir. Literatiirde
bahsedilen ¢aligmalar g6z oniine alinarak MTOR yolagini inhibe eden rapamisinin, FCGS
hastaliginda da fibrozisi azaltarak hastaligin siddetini azaltmaya ya da persistansligini
durdurmaya neden olabilecegi diistiniilmektedir. Fakat sunulan ¢alismanin orneklem
sayis1 az oldugu i¢in daha biiyiikk 6rneklem grubu ile yapilan caligmalara ihtiyag

duyulmaktadir.

Bu ¢alismada hiicresel proliferasyon, immun yanit ve inflamasyon siireclerinde
kritik 6neme sahip olan mTOR, EGFR ve FKBP12 proteininin, kontrol ve g¢alisma
gruplarinda ekspresyon paternleri karsilagtirmali olarak incelenmistir. Yapilan kapsamli
literatiir taramasi sonucunda, FCGS’li kedilerin dokularinda bu proteinlerin
immunohistokimyasal ekspresyon profillerini dogrudan arastiran herhangi bir caligmanin
bulunmadigr goriilmiistir. Bu nedenle mevcut g¢alisma, s6z konusu proteinlerin
FCGS’deki ekspresyon profillerini ilk kez ortaya koyarak, hastaligin patogenezine dair
yeni perspektifler sunmay1 amaglamaktadir. Calismada elde edilen immunohistokimyasal
bulgular hem mTOR hem de FKBP12 antikorlarinin epitel katman, lamina propria ve
submukozadaki yangisal hiicre infiltrasyonlarinda gii¢lii immunopozitiflik gosterdigini
ortaya koymustur. Bu giiclii ekspresyon, ayni zamanda yeni olusan damar endotellerinde
de belirgin olarak gbzlenmistir. Yangisal hiicre infiltrasyonlarinda ve angiogenezis ile
iliskilendirilebilecek yeni olusan damar endotellerinde saptanan bu belirgin
ekspresyonlar, mTOR sinyal yolaginin FCGS patogenezinde aktif rol oynadigini
diistindiirmektedir. Ayrica, epitel katmanda es zamanli mTOR ve FKBP12 pozitifligi,
mukozal proliferasyon ve rejenerasyon/onarim mekanizmalarinin da mTOR araciligiyla
diizenlendigine isaret etmektedir. IHC bulgularinin yani sira yapilan istatiksel analizde,
mTOR’un FKBP12 ile anlamlilik derecesine olduk¢a yakin pozitif yonde bir korelasyon
dikkati ¢gekmistir. Bu durum, FKBP12’nin mTOR’un iyi bilinen bir regiilatorii oldugu
biyokimyasal bilgiler 1s18inda gozlenen pozitif korelasyon (r=0.312) biyolojik olarak
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beklenen yondedir. P degerinin (0.093) esige yakin olmasi, mevcut ¢alismamizda bu veri
istatistiksel analizle anlamli bulunmasa da biyolojik baglantinin varligini stirdiirdiigiinii
isaret etmektedir. Daha biiyiik bir 6rneklem biiyiikliigii ile yapilacak tekrar analizde, bu
zayif iligkinin istatistiksel olarak anlamli hale gelme olasiliginin yiksek oldugu

distiniilmektedir.

FKBP12’nin sadece FK506 ve rapmaisinle degil, bagka yollardan da hiicre igi
sinyal yollarim1 diizenledigi bilinmektedir. FKBP12, EGFR gibi reseptor kinazlarin ve
kalsiyum kanallarinin aktivitesini ayarlamaktadir (Hausch ve ark., 2013). FKBP12 kendi
basina da hucre igi sinyal yollarin1 modiile eden adaptor proteinler gibi davranabilir. Yani
yalnizca mTOR baskilanmasi1 ve kalsinorin inhibisyonu iizerinden degil, direkt olarak
reseptorler ve iyon kanallariyla etkileserek onlarin duyarhiligini ve aktivite esigini
ayarlamaktadir (Aghdasi ve ark, 2001). FKBP12, EGFR’ye baglanarak veya yakininda
adaptdr gdrevi gorerek onun bazal aktivitesini baskilayabilir. Ozetle, FKBP12’nin varlig1,
EGFR’nin yalnizca uygun sinyal (egf ligandi) geldiginde aktif hale gelmesini
saglamaktadir (Hausch ve ark., 2013; Kang ve ark., 2008). Sunulan ¢aligmanin bulgulari
incelendiginde kontrol grubuna kiyasla calisma grubu epitel dokularinda, EGFR
ekspresyonunun siddetinin azaldigi veya ekspresyonlarin hi¢ goriilmedigi dikkati
cekmigstir. Epitel katmanda FKBP12 ile EGFR arasindaki bu iligki istatistik olarak
incelendiginde, negatif yonde bir korelasyonun varligi dikkati ¢ekmistir. Fakat bu iligki
istatiksel olarak anlamlilik degerine ulasamamigtir. Bu bulgular 1s18inda  FCGS
hastaliginda, FKBP12 proteininin sadece EGFR’nin aktivitesini degil, dolayli yoldan total
reseptor miktarin1 da diistiriiyor olabilecegi diisiiniilmektedir. Fakat bu diislincenin ileri

molekiler dlizey caligmalarla da desteklenmesi gerekmektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu tez calismasi, etiyopatogenezi karmagik bir hastalik olan kedilerin kronik
gingivostomatitisi (FCGS) Uzerindeki mast hiicrelerinin ve ¢esitli biyobelirteglerin (CD3,
CD79a, IBAl, mTOR, FKBP12 ve EGFR) etkilerini histopatolojik ve
immunohistokimyasal yontemlerle kapsamli bir bigimde ortaya koymustur. GOzlenen
sonuglarda mast hiicrelerinin bahsedilen hastalikta daha etkin bir role sahip olabilecegi
hatta kedilerde klinik olarak gozlemlenen dis rezorpsiyonlarinin sebebi olabilecegi
diisiiniilmektedir. Fakat bu hipotezin hem klinik hem de patolojik olarak daha kapsamli
deney ve gozlemlerle detayli olarak arastirilmasi gerekmektedir. Bunun yani sira
immunohistokimyasal olarak incelenen CD3 ve CD79a biyobelirteglerinin beklenildigi
gibi ayni lokalizasyonlarda ekspresyon gostermesi ve bu durumun istatiksel olarak da
anlamli ¢cikmasi literatiirde bahsedilen lenfositik-plazmositik tarzdaki yangisal karakteri
destekledigi goriilmiistiir. Tezin asil amact olan mTOR molekiilii ve onu regiile eden
FKBP12 proteininin ekspresyonlari ise, biyolojik olarak beklenildigi gibi, istatiksel analiz
sonucuna gore pozitif bir korelasyonu gostermektedir. Fakat bu fark istatiksel esigin
altinda kalmistir. Ancak p degerinin esige ¢ok yakin olmasi mevcut ¢alismada istatiksel
anlamliligin yetersiz kaldigin1 dolayisiyla biyolojik baglantinin varligini siirdiirdiigiinii

isaret etmektedir.

Sonug olarak FCGS’de, mTOR sinyal yolunun kronik inflamasyonun baslatilmasi
ve sirdlrulmesinde merkezi bir role sahip oldugu bununla birlikte FKBP12’nin ise bu
slireci module eden 6nemli bir protein oldugu disiiniilmektedir. Bu veriler, mTOR-
FKBP12 ekseninin FCGS patogenezinde ve terapotik yaklasimlarda dikkate deger bir
yolak olabilecegine isaret etmektedir. Ozellikle rapamisin gibi mTOR inhibitorlerinin,
mezenkimal kok hiicre nakli gibi daha karmagsik ve maliyetli tedavi yontemlerine alternatif
bir tedavi secenegi olabilecegi sonucuna varilmistir. Bununla birlikte, bu bulgularin
kesinlestirilmesi ve klinik etkinligin dogrulanmasi1 amaciyla, daha genis Orneklem

gruplariyla ileri molekiiler ve fonksiyonel analizlerin yapilmasi gereklidir.
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