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SEKSUEL SIKLUSUN FARKLI DONEMLERINDE
FARE UTERUSUNDA BULUNAN MAST HUCRELERI
UZERINDE HISTOLOJIK VE HISTOKIMYASAL
CALISMALAR’

Ulker Eren’, Mustafa Sandlkclz, Emrah Sur’. Murat Boydak2

Histological and Histochemical Studies on Mast Cells in Mouse Uterus at Different
Phases of Sexual Cycle

Summary: The aim of this study was to identify the mast cell distribution and the effects of
different fixatives on staining properties of mast cells in uterus of the albino mouse. A total of 25 albi-
no mice were used 13 of them were at estrus and 12 of them were at diestrus phases. The animals
were killed by servical dislocation. Immediately, the uterus was removed and the tissue samples from
both right and left uterine horns were taken into 10% neutral buffered formalin (NBF) and isotonic
formaldehyde-acetic acid (IFAA) fixatives. To demonstrate the mast cells, the tissue sections were
stained with both toluidin blue (TB) and alcian blue / safranin O (AB/SO) methods. The mast cells
were more frequently found in the myometrium than in endometrium of mouse uterus. In TB staining.
the aldehyde blocking was absent. However, it was seen that AB (+) material were sensitive to
formaldehyde fixation whereas SO (+) and AB / SO (+) materials were Sfound to be resistant. In
endometrium, there were more mast cells at estrus phase than diestrus phase but in myometrium there
was not any significant difference between the phases.
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Ozet: Bu arastirma, albino farelerin uterusunda mast hiicresi dagilimimin belirlenmesi ve farkl
tespit stvilarinin mast hiicrelerinin boyanma ozelliklerine etkisinin arastirimas: amaciyla gergeklesti-
rildi. Arastirmada 13 adet striis ve 12 adet didstriis donemlerinde olan 25 adet fare kullamld:. Hay-
vanlar servikal dislokasyon yontemi ile o&ldiiriildiikten hemen sonra, uteruslari ¢ikarilip sag ve sol
kornularindan alinan doku érnekleri notr tamponlu formalin (NBF) ve izotonik formaldehit asetik asit
(IFAA) solusyonlarinda tespit edildi. Mast hiicrelerinin demonstrasyonu igin, toluidin blue (TB) ve
alcian blue/ safranin O (AB/SO) boya metotlart uygulandi. Fare uterusunda endometriyuma go-
re miyometriyumda mast hiicresi sayisiun baskin oldugu gozlendi. TB  boyama agisindan aldehit
blokajinin olusmadigt tespit edildi. AB/SO boyamada ise AB (+) materyalin formaldehit tespitine
duyarli, SO (+) ve AB/SO (+) materyalin formaldehit tespitine direngli olduguna karar verildi.
Endometriyumda éstriis doneminde mast hiicresi sayisin daha fazla oldugu fakat miyometriyumda
dstriis ve diostriis donemleri arasinda farkliligin olmadigi belirlendi.

Anahtar kelimeler: Mas: hiicresi, histokimya, uterus, fare.
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Mast hiicre heterojenitesi kavrami, mast
hiicrelerinde  morfolojik, biyokimyasal ve
fonksiyonel farkhilig: ifade eder. Rodentlerde
bag dokusu mast hiicresi (Connective Tissue
Mast Cell - CTMC) ve mukozal mast hiicresi
(Mucosal Mast Cell - MMC) olmak iizere iki
tip mast hiicresi tammlanmaktadir (7, 8, 10,
18, 35). Mukozalarin derin kisimlarinda,
serozada, deride, 6zellikle kapilar ¢evrelerinde
bulunan bag dakusu mast hiicresinin 6zelligi,
formaldehit tespitine direngli ve heparin igeren
graniillere sahip olmasidir. Mukozalarin daha
ylizeysel kisimlarinda bulunan mukozal mast
hiicresi ise formaldehit tespitine duyarli olan
ve kondroitin siilfat iceren graniiller bulundu-
rur (7, 14). Ratlarda sindirim sisteminde mast
hiicreleri igin AB/SO kombine boya metodu
uygulandiginda CTMC’in  safranin  (+),
MMC’in ise alcian blue (+) graniiller igerdigi
tespit edilmistir (7, 8). Immunofloresan yon-
temlerle, ratlarda ince barsaklarin
submukozasinda (34), immunohistokimyasal
yontemlerle deri, dil, barsak serozas: ve akci-
ger parensiminde (11) CTMC’in RMCP I (Rat
Mast Cell Protease I) icerdigi belirlenmistir.
Rat barsaginda (33) ve brons epitelinde (11)
bulunan MMC'’lerinin ise RMCP II (Rat Mast
Cell Protease Il) igerdikleri kaydedilmistir.
Kemikiligi kokenli olan bu hiicrelerin farkli-
lagmalarini  perifer dokularda, yerlestikleri
mikrogevrenin de etkisiyle tamamladiklan bil-
dirilmektedir (10, 18, 21, 27).

Mast hiicreleri IgE ve IgG alt simiflarin
baglayan membran reseptorlerine sahip olan,
asin  duyarlilik reaksiyonlarinda, paraziter
hastaliklarda ve neoplazmlara karsi savunma-
da rol alan hiicrelerdir (2, 12). Ayrica igerdik-
leri histamin ve heparinle yara iyilesmesi ve
doku yenilenmesinde rol aldiklari (17),
noropeptidler ile uyarilmalari sonucunda deri-
nin kan akiminin diizenlenmesine yardimci
olduklar bildirilmektedir (14). Koyun ve kegi
derisinde. stratum siiperfisiyale katmaninda
kan  damarlarinin stratum
profundumda isc ter ve yag bezleri ile kil
follikiillerinin g¢evresinde yogun olarak yer

gevresinde,
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aldiklar1  tespit edilmistir (36). Ratlarda
mukozal mast  hiicrelerinin  intestinal
nematodlara kars1 savunmada rol aldiklar1 da
kaydedilmistir. (35).

Mast hiicrelerinde degranulasyon,
nonimmunolojik olarak, IgE aracihigi olmadan
da noropeptidler, komplement anaflatoksinleri
C3a, CSa, fare T hiicrelerinden agia ¢ikan
antijen baglayan faktor, IL-1, IL-3 ve GM-
CSF, simaz, TNF ve cesitli hiicrelerden sali-
nan histamin biraktiran faktorlerin etkisiyle de
gergeklesebilmektedir (12, 14).

Uterusda mast hiicrelerinin rolii ¢ok agik
degildir, Rat uterusunda, histaminin
implantasyon bolgesinde vaskiiler
permeabiliteyi kontrol ettigi ve gebelikte tek
basina veya baska faktér ya da mekanizma-
larla embriyonun immunolojik olarak reddini
engelledigi ileri siiriilmektedir (6). Rat (20),
hamster (4) ve farelerde (22) yapilan arastir-
malarda endometriyumda ¢ok az sayida bulu-
nan mast hiicrelerinin ozellikle
miyometriyumda ve stratum vaskularede yer-
lestikleri kaydedilmistir. Ostriis  siklusunun
farkli donemlerinde mast hiicre sayisinin de-
gistigi bildirilmektedir (4, 6).

Yapilan  literatiir  taramasinda  fare
uterusunda histokimyasal heterojeniteyi arasti-
ran herhangi bir kaynaga rastlanamamistr.
Sunulan ¢ahsmada, Ostriis ve diostris donem-
lerinde olan farclerin uterusunda, mast hiicre-
lerinin endometriyam ve miyometriyumdaki
dagilimlarimin, histokimyasal 6zelliklerinin ve
farklh tespit'swllarmm mast hiicrelerinin bo-
yanma reaksiyonlari lizerine etkisinin arasti-
rilmasi amaglanmagtir,

Materyal ve Metot

Arastirmada hayvan materyali olarak, 30-
40 g agirhginda, Swiss weber soyundan 25
adet disi albino fare kullanildi. Hayvanlar
standart kosullarda ad libitum beslendiler ve
14 saat aydinlik -10 saat karanlik olmak iizere
isiklandirma yapildi. Sagiikh ve vaginal smear
ile diizenh siklus gosterdikleri belirlenen (1)
ostris déneminde 13 ve didstriis doneminde
olan 12 adet fare arastirma materyalini olus-
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turdu. Hayvanlar servikal dislokasyon yontemi
ile dldiiriildiikten hemen sonra, uteruslan ¢tka-
rilip sag ve sol kornularindan alinan doku or-
nekleri nétr tamponlu formalin (NBF’de 24
saat) ve izotonik formaldehit asetik asit
(IFAA, pH 2.9) (12 saat [FAA ve 12 saat %70
alkolde) solusyonlarinda tespit edildi (7). Ha-
zirlanan parafin bloklardan, Sum kalinhiginda,
bir tanesi toluidin blue (TB, pH 0.5) (7 ), bir
tanesi de alcian blue (AB, pH 0.3) / safranin O
(SO, pH 1.0) (8) kombine boya metodu ile
boyanmak (izere arka arkaya iki kesit alindik-
tan sonra 30um ara verilerek her bir boyama
i¢in onar adet olacak sekilde, seri kesit alind:.
NBF ve IFAA’de tespit edilmis dokulardan
alinan birer kesit ayni lam {izerinde boyand.

Mast  hiicreleri, her bir blokta TB ve
AB/SO boyama metotlari igin onar adet kesitte
olmak izere, endometriyum ve
miyometriyumda, x 400 biiyiitmede, gorintii
alaninda say:ldi. Verilerin istatistiki analizi
icin ¢ Testi uygulandi. Bu amagla, Minitab®
istatistik hazir programi kullanild.

Bulgular

Uterus  dokusunda mast hiicrelerinin
demontrasyonu i¢in TB (Sekil 1, oklar) ve
AB/SO boya metotlari uygulandi. AB/ SO
kombine boyama sonucunda mavi boyanan
mast hiicreleri AB (+) (Sekil 2, a), kirmiz1 bo-
yanan mast hiicreleri SO (+) (Sekil 2, s), kir-
mizt ve mavi boyanan mast hiicreleri ise
AB/SO (+) (Sekil 2, oklar) hiicreler olarak be-
lirlendi. TB ve AB/SO boyamalarla ayirt edi-
len mast hiicrelerinin sayimi sonucu sag ve sol
kornularda elde edilen degerler arasindaki
farklihgin anlaml olmadig: belirlendikten son-
ra veriler birlestirildi. Elde edilen verilerin
endometriyumdaki  aritmetik  ortalamalan
Tablo I, miyometriyumdaki aritmetik ortala-
malart Tablo 2°de gosterildi. Mast hiicreleri-
nin endometriyuma gore miyometriyumda ¢ok
daha fazla olduklar dikkati ¢ekti.

Tespit sivisi olarak nétr tamponlu formalin
kullamldiginda aldehit blokajinin olusup o-
lusmadigini anlamak tizere veriler istatistiksel
olarak karsilastirildiginda su sonuglar elde e-
dildi:

1. TB boyamada, ne endometriyum (Tablo
1) ne de miyometriyumda (Tablo 2), farkh
tespit sivitar1 kullanildiginda mast hiicresi sa-
yist agisindan belirlenen farkhligin, istatistik-
sel olarak anlaml olmadigy goriildii (p>0.05).

2. Genelde, AB (+) mast hiicresi sayisinin
IFAA ile tespit edilen dokularda NBF’de tespit
edilen dokulardan daha fazla oldugu, bu fazla-
higin endometriyumda di6striis doneminde
(p<0.05) (Tablo 1), miyometriyumda ise Ostriis
(p<0.001) ve diostriis donemlerinde (p<0.01)
anlamli oldugu (Tablo 2) gozlendi.

3. SO (+) mast hiicresi sayisimn NBF’de
tespit edilen dokularda IFAA ile tespit edilen
dokulara gore daha fazla oldugu ve bu farklihi-
gin endometriyumda Ostriis donemi (p< 0.01)
ile diostriis doneminde (p<0.05) (Tablo 1),
miyometriyumda da Ostriis (p<0.001) ve
divstriis donemlerinde (p<0:001) anlamh ol-
dugu (Tablo 2) belirlendi.

4. AB/SO (+) hiicrelerin de SO (+) hiicre-
ler gibi NBF'de tespit edilen dokularda daha
fazla sayida oldugu ve bu farkhhgin
endometriyumda Ostriis (p<0.05) ile didstriis
déneminde (p<0.01) (Tablo 1),
miyometriyumda da ostriis  (p<0.001) ve
diostriis donemlerinde (p<-0.001) anlamli-ol-
dugu ( Tablo 2) dikkati gekti.

Ostriis ve diostriis donemlerinde elde edilen
veriler karsilastinldiginda ise asagidaki so-
nuglar elde edildi:

1. Endometriyumda, IFAA ile tespit e-
dilen dokularda ostriis doneminde TB (+)
mast hiicresi sayismin di6striis dénemine
gore daha fazla oldugu (p<0.01) (Tablo 1)
tespit edildi.

2. NBF ile tespit edilen dokularda,
endometriyumda 0striis doneminde belirle-
nen SO (+) mast hiicresi sayistnin daha
fazla oldugu (p<0.05) (Tablo 1) goriildii.

3. Miyometriyumda ise ne IFAA ne de
NBF kullamildiginda, TB ve AB/SO boya-
ma sonucunda ostriis ve didstriis donemle-
rinde elde edilen degerler arasindaki farkli-
hgin anlamli olmadi (p>0.05) (Tablo 2)
dikkati ¢ekti.
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Sekil I: Fare uterusunda miyometriyumda bulunan mast hiicrelerinin 151k mikroskopik gorii-
nimi. Oklar: TB (+) mast hiicreleri. TB., x140.

Figurel: Light microscopic appearence of mast cells in myometrium of mousc uterus.
Arrows: TB (+) mast cells. TB., x 140.

Sckil 2: Fare uterusunda miyometriyumda bulunan mast hiicrelerinin is1k mikroskopik gorii-
numi. a: AB(+), s: SO(+), oklar: AB/SO (+) mast hiicreleri. AB/SO., x 200

Figure 2: Light microscopic appearence of mast cells in myometrium of mouse uterus. a:
AB(+), s: SO(+), arrows: AB/SO (+) mast cells. AB/SO., x 200




Tablo 1: Fare uterusunun endometriyumunda mast hiicrelerinin dagilimi.

Table 1: Distribution of mast cells in endometrium of mouse uterus.

X(Mast hiicresi

say1st / Gortinti TB (+) AB (+) SO +) AB /SO (+)

Alani) £ SEM IFAA NBF IFAA NBF t IFAA NBF t IFAA NBF
Ostriis 1.4840.12 1.331£0.11 0.391£0.07 | 0.2820.05 - 0.06£0.02 | 0.1820.04 | ** 0.06£0.03 0.0610.03
(n=13)

Diostriis 1.02+0.09 | 1.0810.09 0.34£0.07 | 0.19£0.39 * 0.02£0.01 | 0.0740.02 | * 0.05+0.02 |0.1410.03
(n=12)

t

* %k

-Ayni satir ve siitunlarda belirtilen isaretler ikili gruplar arasindaki farkhihig gostermektedir.

- : Onemsiz
* 1 p<0.05
**: p<0.0l
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Tablo 2 : Fare uterusunun miyometriyumunda mast hiicrelerinin dagilimi .

Table 2: Distribution of mast cells in myometrium of mouse uterus.

X{Mast hiicresi
sayis1 / Goriinti

Alam) £ SEM

Ostriis
(n=13)

Diostriis
(n=12)
t

IFAA

23.10£1.10

21.30£0.96

TB (+)
NBF

25.70+1.30

22.80+1.00

IFAA
8.5710.51

7.52£0.55

AB (+)
NBF

5.65£0.38

5.55£0.42

%

IFAA
1.81£0.20

2.34+0.23

SO (+)
NBF

4.1440.34

3.610.24

IFAA
5.6710.43

6.4010.41

AB /SO (+)
NBF

9.5010.65

10.2940.59

-Ayni satir ve siitunlarda belirtilen isaretler ikili gruplar arasindaki farkhihg gostermektedir.

- : Onemsiz
** : p<0.01
*** : p<0.001
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Tartisma ve Sonug

Rodentlerde, bag dokusu mast hiicresi ve
mukozal mast hiicresi olmak iizere iki farkli
mast hiicresi tipinin varhgi kabul edilmektedir
(7, 8§ 11, 16, 19). Mast hiicre heterojenitesi
ayrica, insanda barsakta (26, 28) ve solunum
sisteminde (23, 24, 30), koyunda barsakta
(15), kanatlida ovaryumda (25), inekte akciger
ve uterusta (5, 9), kopekte deride (3) ¢alisil-
mis, formaldehit i¢eren tespit sivilar kullanil-
diginda. dokularda TB boyama ile belirlenen
mast hiicresi sayisinin daha az oldugu kayde-
dilmigtir. Formaldehit iceren tespit sivilar
kullanildiginda boya reaksiyonunun engellen-
mesine, aldchitin protein molekiiliine etkisine
bagl olarak olusan difuzyon bariyerinin neden
oldugu saptanmistir (32). Ratlarda RMCP 11
igeren mukozal mast hiicrelerinin formaldehit
tespitine duyarli olduklari ve boya almadiklari
da belirlenmistir (7, 8, 16, 32).

Sunulan ¢alismada, 6Sstriis ve diostriis do-
nemlerinde olan farelerin uterus dokusunda
mast hiicrelerinin dagilimi, histokimyasal &-
zellikleri ve farkli tespit sivilarimin mast hiic-
relerinin boyanma reaksiyonlar iizerine etkisi

arastinldi.

Arastinicilanin (3, 9, 15, 23, 24, 25, 26, 28,
30) TB boyamada aldehit blokaji olustuguna
dair bulgularindan farkls olarak, TB ile boya-
ma sonucunda mast hiicresi sayist agisindan
kullanilan tespitler arasindaki farkin ne
endometriyum (Tablo ) ne de
miyometriyumda (Tablo 2) istatistiksel olarak
anlamli  olmadigi (p>0.05) tespit edildi.
Cocchiara ve ark. (6) da benzer sekilde, %4
NBF ve IFAA kullanarak tespit ettikleri rat
uterusunda, TB ile boyamada, mast hiicrele-
rinde aldehit blokajinin olusmadigini bildir-
mislerdir.

Tainsh ve Pearce (29), ratlarda bag dokusu
mast hiicrelerinin kondroitin siilfat da bulun-
durduklarindan, Koretou (19) da yine ratlarda
peritonal mast hiicrelerinde ¢ok az miktarda
AB (+) graniillerin varligindan bahsetmekte-
dirler. Mast hiicrelerinin proteaz I igerigi iize-
rinde ¢alisan Koretou (19), toluidin blue O
(pH 4), alcian blue-safranin O kombine boya
metodu ve elektron mikroskopik
immunohistokimyasal metotlarla elde ettigi
sonuglar  karsilagtirarak,  safranin = (+)
graniillerin fazla miktarda RMCP 1 igerdigini.
alcian blue (+) graniillerin ise ¢ok az miktarda
veya hic RMCP I igermedigini tespit etmistir.
Solunum sisteminde, birbirini takip cden ke-
sitlere AB/SO ve immunperoksidaz uygulan-
diginda da AB (+) hiicrelerin RMCP 11, AB
(+) ile SO(+) graniil iceren hiicrelerin ise
RMCP I bulundurdugu belirlenmistir (31).

Inekte solunum sistemi (5) ve uterusta (9
yapilan galismalarda ise, IFAA ve NBF kulla- )
nilarak tespit edilen dokularda AB/SO boyama
sonucunda, mast hiicre graniillerinin safranin
ile boyanmadig bildirilmistir.

Sunulan ¢alismada AB/SO boyama sonu-
cunda, uterus dokusunda AB (+), SO (+) ve
AB/SO (+) mast hiicreleri tespit edildi. TB ile
AB/SO boyamalari sonucunda belirlenen top-
lam mast hiicresi sayisinda goriilen farklilik,
uterusta AB’nun kullanilan pH’sinda (pH 0.3)
boyanmayan siilfath asidik mukosubstans ige-
ren hiicrelerin de olabilecegini diisiindiirdii.
AB (+) mast hiicresi sayisimm IFAA ile tespit
edilen dokularda NBF’de tespit edilen doku-
lardan daha fazla oldugu, bu fazlahgin
endometriyumda didstriis doneminde (p<0.05)

(Tablo 1), miyometriyumda ise Ostriis
(p<0.001) ve diostriis donemlerinde (p<0.01)
(Tablo 2) anlamli oldugu belirlendi. SO (+) ve
AB/SO (+) materyalin formaldehit tespitine

direngli oldugu ve boyanma reaksiyonunun




124 ULKER EREN- MUSTAFA SANDIKCI- EMRAH SUR - MURAT BOYDAK

aldehitten etkilenmedigi, aldehit blokajmin
sadece AB/SO boyamada, AB (+) materyal
iceren hiicrelerde olustugu dikkati gekti.

Eren ve ark. (9) inek uterusunda yaptiklari
calismada, formaldehite duyarli mast hiicrele-
rinin, endometriyumda 6zellikle — diostriiste
yogunlastiklarini, miyometriyumda bulunan
formaldehite direngli olan mast hiicrelerinin
ise dstriis doneminde daha fazla oldugunu tes-
pit ctmislerdir. Rat (20), hamster (4) ve fare-
lerde (22) yapilan arastirmalarda mast hiicrele-
rinin endometriyumda ¢ok az sayida oldugu ve
ozellikle miyometriyumda yerlestikleri. Ostriis
siklusu boyunca uterusta mast hiicresi sayilari-
nin degistigi kaydedilmistir. Gosden ve ark.
(13) isc ratlarda uterusda RMCP I konsantras-
yonunun RMCP II’den daha fazla oldugunu
tespit etmis ve konsantrasyonlarinin Ostriis

siklusu boyunca degismedigini bildirmislerdir.

. Sunulan ¢alismada da arastiricilarin (4, 20,
22) bulgulariyla uyumlu olarak, mast hiicrele-
rinin cndometriyumda ¢ok az sayida oldugu,
ozellikle miyometriyumda yerlestikleri goz-
lendi. Bununla birlikte, miyometriyumda
ostriis ve didstriis donemlerinde belirlenen
mast hiicre sayilarimin farkhiligimm istatistiksel

olarak anlamh olmadig: dikkati ¢ekti.

Endometriyumda IFAA ile tespit edilen
dokularda betirlenen TB (+) mast hiicresi sayi-
sinin ise, Ostriis doneminde diostriis donemine
gore daha fazla oldugu (p<0.01) (Tablo 1) tes-
pit edildi. Cocchiara ve ark. (6) da rat
uterusunda, histamin igeriginin ovulasyon sira-
smda maksimum diizeyde oldugunu ve
implantasyondan sonra azaldigini bildirmisler-
dir. Arastiricilar (6) histaminin implantasyon
bolgesinde vaskiiler permeabiliteyi kontrol
ettigini ve gebelikte histaminin tek basina veya
baska faktdr ya da mekanizmalarla embriyo-

nun immunolojik olarak reddini engelledigini

ileri stirmektedirler. Farede de

endometriyumda mast hiicresinin Ostriis do-
neminde daha fazla olmasi, olasi bir

implantasyona hazirlk olabilir.

Bu arastirmada, AB/SO kombine boyama
uygulandiginda, NBF ile tespit edilen doku-
larda, yine endometriyumda Gstriis doneminde
SO (+) mast hiicresi sayistmin daha fazla ol-
dugu (p<0.05) (Tablo 1) belirlenmistir. SO
(+) boyanan materyalin heparin oldugu bildi-
rilmektedir (8, 32). Ostriis doneminde SO (+)
mast hiicrelerinin endometriyumda fazla ol-
masi, madde transportu ve hiicre hareketleri-
nin kolaylastirilmasi amact ile, sekilsiz temel
maddenin sivilik durumunun ayarlanmasinda
heparinin fonksiyonundan yararlanilabilecegi

seklinde yorumlanabilir.

Sonug olarak, fare uterus dokusunda mast
hiicrelerinin  miyometriyamda yogunlastig
belirlendi. AB/SO boyamada, endometriyum
ve miyometriyumda bulunan mast hiicrelerinin
AB (+), SO (+) ve AB / SO (+) reaksiyon ver-
dikleri gozlendi. TB boyama agisindan aldehit
blokajinin olusmadig1 dikkati ¢ekti. Uterus
dokusu NBF ile tespit edildiginde, AB (+)
materyal bulunduran hiicrelerde boyanma agi-
sindan aldchit blokajimn olustugu, SO (+) ve
AB/SO (+) materyal bulunduran hiicrelerin ise
formaldehit tespitine direngli olduklan tespit
edildi. Endometriyumda, 6striis déncminde
mast hiicre sayisinin daha fazla oldugu, fakat
miyometriyumda Ostriis ve didstriis donemleri

arasinda farklihgin olmadig: belirlendi.
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