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KOPEK DERISINDE MAST HUCRELERI

Ulker EREN!

Mast cells in the skin of dog

Summary: In this study, histological and histochemical properties and
density of mast cells were investigated in the skin of dog. For this purpose skin
biopsies from nine dogs with no clinical or histological evidence of skin diseases
were examined. Biopsies of the dogs were obtained from the lateral abdomen.
Each specimen was divided into two pieces which were placed in both neutral
buffered formalin (NBF) and isotonic formalin acetic acid fixatives (IFAA). To
demonstreate the mast cells, tissue sections were stained with toluidine blue (TB),
alcian blue / safranin O (AB/SO) and Berberine sulphate staining methods. The
mast cells were observed in subepidermal region, around the blood vessels, sweat
glands, sebaceous glands and hair follicules. In IFAA fixed tissue, the mast cells
could not be demonstreated sufficiently with AB/SO staining method. The mast
cells were stained as AB(+), AB/SO(+) and frequently SO(+) in NBF fixed tissues.
The heparin containing mast cells were also demonstreated with Berberine sulphat
staining methods in subepidermal region, around the blood vessels, sweat glands,
sebaceous glands and hair follicules. With TB staining method, the mast cell
density were detected as 27.80 = 1.68 mast cells /mm? in NBF fixed tissues and
29.09 = 3.16 mast cells /mm? in IFAA fixed tissues. No statistically significant
differences were found between the number of TB (+) mast cells in the NBF and
IFAA fixed tissues.
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Ozet: Bu ¢alismada, kopek derisinde mast hiicrelerinin  histolojik,
histokimyasal ozellikleri ve dokudaki dagilimlart  aragtirildi.  Bu amagla
herhangi bir deri hastaligr olmayan dokuz adet kopekten alinan deri ornekleri
incelendi. Deri érnekleri lateral abdomen’den alindi. Doku drneklerinin bir
par¢ast 1FAA, diger parcast NBF'de tespit edildiler. Mast hiicrelerinin
demonstrasyonu igin kesitler TB, AB/SO boyama metotlart ve Berberin siilfat
floresan boyama metodu ile boyandilar. Mast hiicrelerinin epidermisin altinda,
kan damarlarinn etrafinda, kil folikiillerinde, deri ve yag bezlerinin etrafinda
bulunduklart gozlendi. IFAA ile tespit edilmis kesitlerde mast hiicrelerinin AB/SO
boyama metodu ile yeterince boyanmadiklart gériildii. NBF ile tespit edilmis
kesitlerde, mast hiicrelerinin AB (+), AB/SO (+) ve daha siklikla olmak iizere SO
(+) boyandiklart tespit edildi. Heparin iceren mast hiicreleri kan damarlarinn
etrafinda, kil folikiillerinde, deri ve yag bezlerinin etrafinda Berberin siilfat ile
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demonstre edildiler. TB ile boyanan kesitlerde mm? ’deki mast hiicre sayisi, NBF
tespit swist kullanildiginda 27.80+ 1.68, IFAA tespit siuist kullamldifinda ise

29.09 + 3.16 olarak tespit edildi. Istatistiksel degerlendirme sonucunda mast
hiicre sayisindaki farklihgin anlamly olmadigt goriildii.

Anahtar kelimeler: Deri, histokimya, kopek, mast hiicresi.

Giris

Mast hiicreleri, graniillerinde histamin, he-
parin, kondroitin siilfat, nétral proteazlar ve eo-
zinofil kemotatik faktor igeren, fizyolojik ve pa-
tolojik olaylarda rol alan bag dokusu
hiicreleridirler (11, 15). Mast hiicrelerinin nd-
ropeplidler aracihifi ile uyarilmasi sonucu de-
rinin kan akiminin diizenlenmesine yardimci ol-
dugu (15), histamin ve heparinin yara
iyilesmesi ve doku yenilenmesinde rol aldigy
(13, 18) bildirilmektedir. Kopek derisinde ati-
pik mast hiicrelerinin antijene karsi erken ya-
nittan, tipik mast hiicrelerinin ise geg faz ya-
mittan sorumlu olabilecegi ileri siiriilmektedir

3).

Rodentlerde, mast hiicre heterojcnitesinin
varhigr kabul edilmekte ve bag dokusu mast
hiicresi (CTMC) ile mukozal mast hiicresi
(MMC) olmak iizere iki tip mast hiicresi ta-
mmlanmaktadir (8, 9, 19, 31, 35). Mast hiicre
heterojenitesi rodentler diginda farkli tiirlerde
ve farkli dokularda da O6megin: insanda bar-
sakta (26, 29) ve solunum sisteminde (22, 24,
32), koyunda barsakta (16), kanatlida akcigerde
(25), inckte solunum sistemi (6) ve uterusta
(10) c¢alisilmistir.

Kopeklerde ise mast hiicre heterojenitesi
olduk¢a simirli sayida deride (2, 3, 33) ve so-
lunum sisteminde (21, 27) aragtinlmistir. Emer-
son ve Cross(7) normal kopek derisinde mast
hiicrelerinin stratum papillare’ye gore stratum
retikiilare’de daha fazla bulundugunu, 6zellikle
damarlarin ¢evresinde olmak iizere kil fol-
likiillerinin yag ve ter bezlerinin etrafinda yer
aldigini  bildirmektedirler.  Arastuncilar  (7)
kopek derisinde mast hiicre dagilimimn yas ve
cinsiyete bagh farklilk gostermedigini tespit et-
mislerdir. Mast hiicre tiimérlerinin kopeklerde
deride en sik gdzlenen malign timor (14) ol-
mast dolayisiyla, kopeklerde mast hiicre ¢a-

lismalan bu yonde yogunlagmistr 4,5, 12, 23,
30).

Sunulan ¢aligmada, normal kopck de-
risinde bulunan mast hiicrelerinin, histolojik-
histokimyasal ozelliklerinin ve birim alandaki
yoguntuklannin belirlenmesi amaclanmsur.

Materyal ve Metot

Arastirmada materyal olarak, 10 ay ve 6
yag arasinda, 5.5-43 kg agirhginda belirgin bir
itk ozelligi gostermeyen ve herhangi bir deri
hastalipi olmayan 9 adet (2 disi ve 7 erkek)
kopek kullanildi. Genel klinik muayenelerden
sonra, deri ornekleri lateral abdomen’den 1 cm
capinda alindi. Doku Orneklerinin bir pargas
%10'luk tamponlu notr formalin (NBF)(24
saat), diger pargasi ise izotonik formalin asetik
asit (IFAA, pH 2,9)( 97,85 ml distile su, 1,65
ml formalin, 0,5 ml asetik asit, 18 saat IFAA ve
12 saat %70 alkol) soliisyonlarinda tesbit edildi
(8, 9, 34). Parafin bloklardan 30 W ara ile 5 it
kalinhiginda seri kesit alind1. Mast hiicrelerinin
demonstrasyonu igin, toluidin blue (TB) (% 0.5,
pH 0.5), alcian blue (AB)(% 0.5, pH 0.2)/ saf-
ranin O (SO)(% 0.25, pH 1) (9, 18) ve Berberin
siilfat (% 0.02, pH 4) (1) boya metotlart uy-
gulandi. NBF ve IFAA ile tespit edilmig do-
kulardan alinan kesitler TB ile boyandiktan
sonra, x 400 biiyiitmede ve okuler karc grid
(10x10) (0.00625 mm?) yardimyla, her kesitte
10 kare alanda sayild1. Bu sekilde her bloktan 6
kesitte sayim yapildi. Elde edilen verilerin or-
talamalan alindiktan sonra, 1 mm? alandaki
mast hiicre sayisi belirlendi.

Mast hiicre sayimi sonunda, farkli tespit
solusyonunda tutulan doku o6rncklerinden clde
cdilen verilerin istatistikscl  olarak  de-

gerlendirilmesinde bagiml gruplar igin t testi
uygulandi. Bu amagla SPSS hazir paket prog-

ram kullanldi (28).
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Bulgular

IFAA ve NBF solusyonlan ile tespit edilen
dokularda mast hiicreleri, TB ile metakromatik
olarak boyandilar. IFAA tespit sivist kul-
lanildiginda, genelde dokunun tespitinden kay-
naklandify diisiiniilen sorunlar yasandi. Bo-
yanan kesitlerin lam tizerinden kaydiklan veya
katlandiklan goriildii. Yine IFAA ile tespit edi-
len dokular AB/SO ile boyandiginda mast hiic-
relerinin - demonstrasyonunda iyi sonu¢ ali-
namadigi gozlendi. NBF ile tespit edilmig
kesitlerde ise mast hiicrelerinin ¢ogunlukla saf-
ranin (+) (Sekil 1 ve 2 s), daha az olarak da al-
cian blue (+) (Sekil 2a) ve alcian blue / safranin
(+)(Sekil 2 ab) boyanan graniiller iceren mast
hiicrelerine rastlandi. TB ve AB/SO boyama
metotlan ile boyanan kesitler incelendiginde,
mast hiicrelerinin dermiste epitelin  altinda
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(Sekil 3 oklar), kan damarlannin (Sekil 1, 2),
kil folikiillerinin (Sekil 4 oklar), yag ve ter bez-
lerinin ¢evrelerinde yerlestikleri goriildii.

Berberin siilfat ile boyanan kesitler flo-
resan mikroskopla incelendiginde mast hiic-
relerinin san fluoresan verdikleri gozlendi. Ber-
berin siilfat ve AB/SO ile boyanan bitisik
kesitler incelendigindc, safranin (+) ve heparin
iceren mast hiicrelerine hem IFAA, hem de
NBF ile tespit edilmis doku kesitlerinde, epi-
dermisin  hemen altinda, kan damarlarimn
(Sekil 5A ve B oklar ) ve kil folikiillerinin et-
rafinda (Sekil SA ve B x) rastlandi. Ayrica, yag
ve ter bezlerinin etrafinda da (Sekil 6 oklar) he-
parin i¢eren mast hiicreleri gozlendi.

TB ile boyanan kesitlerde mm?de be-
lirlenen mast hiicre sayis1 Tablo 1°de verildi.

Tablo I. IFAA ve NBF ile tespit edilmig ve TB ile boyanms kesitlerde mast hiicre sayisi.
Tablc 1. The TB (+) mast cell counts in IFAA and NBF fixed tissues.

X(mast hiicre IFAA (n=9) NBF(n=9)
say1si/mm2) + SEM
TB boyama 29.09 £ 3.16 27.80 £ 1.68
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Sckil 1. Kopek derisinde kan daman etrafinda SO (+) mast hiicreleri (s). AB/SO. x 500.
Figure 1. SO (+) mast cells (s) around the vessels in the skin of dog. AB/SO. x 500.




Sekil 2. Kopek derisinde AB (+) (a), SO (+)(s) ve AB/SO(+)(ab) mast hiicreleri. AB/SO. x 500.
Figure 2. AB (+) (a), SO (+)(s) and AB/SO(+)(ab) mast cells in the skin of dog. AB/SO. x 500.
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Sekil 3. Kopek derisinde subcpidermal TB (+)mast hiicreleri (oklar). TB. x 5(X).
Figure 3. The subepidermal TB (+) mast cells in the skin of dog (arrows). TB. x 500).
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Sekil 4. Kopek derisinde kil follikiillerinin etrafinda TB (+) mast hiicreleri (oklar). TB. x 5(X).
Figure 4. TB (+) mast cells arround hair follicules in the skin of dog (arrows). TB. x 500).
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Sckil 5A. Kopek derisinde kan damarlannin (oklar) ve kil follikiiliiniin ¢evresinde (x) Berberin siilfat ile sar fluorcsan veren

mast hiicreleri. Berberin siilfat boyama. x 520

Figure SA. Berberine-induced fluorescence showing mast cells arround the vessels (arrows) and hair follicule (x) in the skin

of dog. Berberine sulphat staining. x 520,
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Sckil SB. Kopek derisinde kan damarlariin (oklar) ve kil follikiiliiniin ¢evresinde (x) mast hiicreleri. AB/SO. x 520.
Figure SB. The mast cells arround the vesscls (arrows) and hair follicule (x) in the skin of dog. AB/SO. x 520.

Sckil 6. Kopek derisinde yag ve ter bezlerinin ¢evresinde Berberin siilfat ile san fluoresan veren mast hiicreleri (oklar). Yag
bezi (y), ter bezi (). Berberin siilfat boyama. x 480.
Figure 6. Berberine-induced fluorescence showing mast cells arround the sweat and scbaceous glands ( arrows) in the skin of
dog. Sebaceous gland (y) and sweat gland (t). Berberine sulphat staining. x 480.
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Istatistiksel ~ degerlendirme  sonucunda,
farkh tespit solusyonlan kullamlan ve TB ile
boyanan kcsitlerde belirlenen mast hiicre sa-
yisindaki farkliligin anlaml: olmadig1 goriildii.

Tartigma ve Sonug

Wingren ve Encrback (34), formalinin bar-
sakta mast hiicre graniillerinin katyonik boya
tutmasim gegici olarak engellediginden, mast
hiicrelerinin - demonstrasyonu igin  6zel  fik-
satiflerc  gereksinim  oldufuna isaret ct-
mektedirler. Dcri  mast hiicrelerinin  bo-
yanmasinda da aldehit blokajinin olustugu rat
(1), insan (20) ve kopcklerde (2) bildirilmistir.
Rat dcrisinde (1) aldehit blokajimin su-
bepidermal mast hiicrelerinde meydana geldigi
tespit cdilmistir. Insanlarda ise hem TB hem dc
AB boyamada aldehit blokajinin olustugu, AB/
SO boyamada en fazla AB (+) graniillerin et-
kilendigi belirlenmigtir (20).

Sunulan ¢aligmada tespit sivis1 olarak
IFAA ve NBF kullanildi ve aragtincilanin (1, 2,
20) bulgularindan farkli olarak IFAA ile tespit
edilen kesitlerde belirlenen mast hiicre sayisinin
fazlahidy, istatistiksel olarak anlamli bulunmads.
Ayrica IFAA ilc tespit edilen kesitlerin lam
izerinden diismesinin, kopek derisinde mast
hiicrelerinin disinda, dokunun gencl anlamda
ycterince tespit olmamasindan kay-
naklanabilecegi diistintildii.

Emerson ve Cross’un (7) bulgulan ile
uyumlu olarak, sunulan ¢aligmada da kopek de-
risinde mast hiicreleri damarlann, kil fol-
likiillerinin, yag ve ter bezlerinin ¢evresinde de-
monstre edilmistir. Mast hiicrelerinin deride bu
bolgelerde  bulunmalarinin  nedeni, savunma
mekanizmalarinin (3, 33) disinda, damar ge-
¢irgenligini artirarak ya da hiicreler aras: mad-
denin sivihk durumunu ayarlayarak epidermise
ait hiicrclerin ve lokalize olduklan bdlgelerde
bulunan diger hiicrclerin  beslenmesini  ko-
laylagtirmak olabilir.

Rat derisinc AB/SO boyama uy-
gulandiginda subepidermal mast hiicrelerinin
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¢ogunlukla AB(+), daha asagilarda olan mast
hiicrelerinin isc SO (+) boyandig: tespit edil-
mistir (1). Insanlarda deride AB/SO boyama
metodu ile mast hiicrelerinin ¢oguniukla AB
(4) ve daha az olmak iizere SO(+) ve AB/SO(+)
boyandiklart gozlenmis, TB boyamaya gore
AB/SO boyamada daha fazla mast hiicresi tes-
pit edilmistir (20). Becker ve ark (2) isc kOpek
derisine AB boyama uygulamislar ve tespite ba-
gimli olmadan AB ilc boyanan mast hiicrclerini
“tipik"”, bazik kursun asetat tespitinden sonra
AB ile boyanan mast hiicrclerini ise “atipik”
mast hiicresi olarak tanimlamiglardir. Aras-
uncilar (2) AB boyamadan sonra safranin kul-
lanmamiglardir. Welle ve ark. (33) isc enzim
immunohistokimyasal metotlar kullanarak spe-
sifik protcazlan arastirmig ve mast hiicre gra-
niillerinin  heterojen  oldugunu ileri  siir-
miislerdir. Sunulan ¢aliymada AB/SO boya
metodu uygulandifinda, NBF ilc tespit cdilen
kesitlerdc mast hiicrelerinin AB(+), SO(+) vc
AB/SO(+) reaksiyon verdikleri tespit edildi. SO
(+) mast hiicrelerinin daha siklikla gozlendigi
dikkati ¢ckti. Rodentlerde safranin O’nun bag
dokusu mast hiicresinde heparinc baglandig:
bildirilmistir (9). IFAA ilc tespit edilen ke-
sitlerde mast hiicreleri, AB/SO boyama mctodu
ile ycterince demonstre cdilemediler. Bunun ya-
ninda rat derisinde oldugu gibi (1) kopek de-
risinde de hcm IFAA hcm de NBF ilc tespit edi-
len dokularda mast hiicrelerinin Berberin siilfat
ile fluoresan verdigi tespit edildi. Inek derisinde
de (17) mast hiicrelerinde heparinin varligi gos-

terilmistir.

Sonug olarak kopek derisinde mast hiic-
relerinin epidermisin altinda, damarlarin, kil fo-
likiillerinin, ter vec yag bezlerinin ctrafinda bu-
lunduklan, histokimyasal olarak heterojen
olduklan tespit edildi. Birim alanda mast hiicre
sayist belirlendi. Kopck derisinde aldehit blo-
kajinin IFAA tespit sivisindan bagka tespit si-
vilaniyla da caligilmasi gercktigi kanisina va-
rildi.
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