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OZET

MAKALE BiLGiSi

Deney hayvaninin 6striis siklus evresi bazi klinik dncesi ¢aligmalarda gerek aragtirma
sonuglarmin gegerliligini gerekse de giivenilirligini artirmak amaciyla Onceden
bilinmelidir. Siganlarin &striis siklus dongiilerinin 4-5 giin gibi kisa silirmesi
arastirmacilara birgok yonden avantaj saglar ve bu nedenle siklus donem tayinlerinin
belirlenmesini 6nemli kilar. Diizenli Ostriis siklusu gosteren sicanlarda, endokrin
degisimle birlikte vajinal epitelde meydana gelen morfolojik degisiklikler sonucu her
bir evreye 0zgli hiicre tipleri bulunmaktadir. Bu calismada, sigan Ostriis siklus
donemlerinin  ayrintili  sitolojik  bulgularinin  ortaya konulmasi amaglandi.
Calismamizda, 28 adet Sprague Dawley tiirii disi sicanlarin her birinden diizenli
araliklarla vajinal siiriintli Ornekleri alindi ve lamlara yayildi. Vajinal yayma
preparatlar1 izl sonu¢ veren Giemsa boyasi ile boyandiktan sonra 11tk mikroskobu
altinda hiicrelerin sitolojik goriintiilenmesi ve tanimlanmasi yapildi. Hazirlanan
preparatlarda goruntiilenen bazal-parabazal, intermediyer, superfisiyal, keratinize
siiperfisiyal hiicreler ve notrofil 16kositlerin yorumlanmasiyla sigan Ostriis siklus
donemleri belirlendi. Siganlarda Ostriis siklusu donemlerine ait hiicrelerin Giemsa
kullanilarak boyanmalarinin ardindan bu hiicreler sitolojik olarak mikroskop altinda
kolaylikla ve kisa bir siire igerisinde degerlendirilebilir.
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Cytological Evaluation of Vaginal Smear Samples in Rats

ABSTRACT

ARTICLE INFO

In order to increase the validity and reliability of the research results in some preclinical studies
the estrus cycle phase of the experimental animal should be known in advance. Rats’ estrus
cycle lasting as short as 4-5 days provides many advantages to the researchers and therefore it is
important to assign the cycle period determinations. In rats with a regular estrus cycle, as a
result of morphological changes occurring in the vaginal epithelium along with endocrine
change there are cell types specific to each stage. In our study, it was aimed to introduce
detailed cytological findings of rat estrus cycle periods. In this regard, from each of 28 Sprague
Dawley female rat, vaginal smear samples were regularly taken and spread on slides. After the
vaginal smear preparations were stained with Giemsa stain which gives rapid result, cytological
imaging and identification of the cells were performed under the light microscope. The rat
estrus cycles were determined with an interpret of basal-parabasal, intermediate, superficial,
keratinized superficial cells and neutrophil leukocytes displayed in prepared preparations. After
staining the cells of estrus cycle periods using Giemsa in rats, these cells can be evaluated
cytological under the microscope easily and in a short time.
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GIRIS

Disi sicanlarda postnatal ovaryum gelisimi 4 donemden olusur. Dogumdan sonraki ilk 7 giin gonadotropin hormon
salgisinin artisi ile baslayan neonatal donem; 8-21. giinler arasi follikiil uyarict hormon (FSH) ve luteinlestirici hormon
(LH) salgilanmast ile follikiillerin gelisim gosterdigi infantil donem; 22-30. giinler arasi follikiillerden 6strojen hormon
salgilanmasinin basladig1 juvenil (prepubertal) donem ve juvenil dénem sonrasindaki 3 giin peripubertal donem olarak
isimlendirilir (Yigit ve ark. 2019). Luteinlestirici hormonun da etkisiyle postnatal hayatin yaklasik 30. giiniinde disi
sican puberte donemine girer (Westwood 2008). Ostriis siklus dongiisii vajinal agikligin belirlendigi 32. ve 36. giinleri
arasinda baslar (Goldman ve ark. 2007). Sicanlar, mevsime bagl olmayan ve 4-5 giinde bir siklik aktivite gosterdigi
bilinen polidstrik hayvanlardir. Ostrus siklusu, prodstrus (12-14 saat), Gstrus (25-27 saat), metdstrus (6-8 saat) ve
didstrus (55-58 saat) olmak lizere 4 donemden olusur (Westwood 2008). Proostruste, LH salinimu ile birlikte 6stradiol
seviyesi pik yapar ancak Ostrus donemine gegiste azalmaya baglar. Ovulasyon, prodstrus ile Ostrus donemleri arasinda
LH’nin yiiksek seviyede olmasiyla ger¢eklesir. Ovulasyon sonrasi, metdstrus ve didstrus donemlerinde ostradiol ve
progesteron hormon seviyeleri diiserek bazal seviyelerine iner (Ekizceli ve ark. 2015; Emanuele ve ark. 2002). Siklus
donemlerinin endokrin dalgalanmalarina gore vajinal epitel tabakalarinda da bazi degisiklikler gozlenir ve bu durum
sitolojiye yansir. Sican vajinal epiteli, steroid hormonlarin seviyelerine bagli olarak morfolojik degiskenlik gosteren ok
katli yass1 hiicre tabakasindan olusur. Epitelin bazalinde kiibik hiicrelerden olusan stratum granulozum, orta kisimda
diizensiz sekilli kiibik/oval hiicrelerden olusan stratum germinativum, liimene bakan yilizeyde ise yassi hiicrelerin
olusturdugu stratum musifikasyon katmani bulunur. Prodstrus doneminin baslamasi ile stratum granulozumda bulunan
hiicrelerin sitoplazmalarinda keratohyalin graniilleri birikmeye bagslar. Epitelin limene bakan tarafinda bulunan ve
sitoplazmik vakuollerinde mukus ihtiva eden kiibik/oval sekilli hiicrelerin mukus salgilamasi sonucu bir mukozal tabaka
olusumu baglar. Mukozal tabakanin hemen altinda yer alan yassilagmis epitelyal hiicrelerin keratinizasyon surecini
basglatmasiyla en dista yer alan mukuslu tabaka olan stratum musifikasyon’un hemen altinda bir stratum korneum
tabakasi olusmaya baglar. Bdylece, epitelin tabakalar1 yeniden sekillenerek apikalden bazale dogru stratum
musifikasyon, stratum korneum, stratum granulozum ve stratum germinativum olarak siralanir. Ostrus déneminde,
yiizeyel mukoza tabakasi (stratum musifikasyon) ile keratinize tabakalarda (stratum korneum) ilerleyici bir dokiilme
yasanir ve sonugta vajinal limende bu dokiilmelerin iriinii olan g¢ekirdegi olmayan keratinize epitelyal hiicreler
goriilmeye baslar. Ostrus donemi ilerledikce stratum korneum iyice ¢oziiliir ve altindaki tabaka olan stratum granulozum
ortaya ¢ikarak limen ile komsu olur. Bunun sonucunda vajinal limene g¢ok miktarda kornifiye epitelyal hicreler
dokiilmeye baslar. Vajinal epitel dokiilmeler nedeniyle yiiksekligini kaybeder. Metdstrus doneminde, stratum korneum
tamamiyla vajinal epitelden ayrilmustir ve liimende az sayida kornifiye epitel hiicresi bulunmaktadir. Bu dénem epitel
kalinliginin en az oldugu donemdir; stratum granulozum bulunmaz, ancak; stratum germinativum varligini devam ettirir.
Siiperfisiyel epitel tabakada yogun bir noétrofil infiltrasyonu yasanir, ayrica vajinal liimende de nétrofil lokositlere
rastlamak miimkiindiir. Didstrus doneminin basinda, epitel kalinlig1 3-7 sira iken epitel hiicrelerin proliferasyonu ile bu
kalinlik 8-10 hiicre tabakasina kadar ¢ikar. Stratum germinativum tabakasinin iist katmaninda bulunan epitelyal hiicreler
sekil degistirerek daha poligonal bir sekil alir ve gorevleri olan mukus salgilamak i¢in hazir hale gelir. Didstrus
doneminin basinda stratum granulozum bulunmaz fakat donem sonu ile prodstrus baslangicinda stratum granulozum
olusmaya baslar. Bu farkin bilinmesiyle iki donem birbirinden ayirt edilebilmektedir (Cora ve ark. 2015; Westwood
2008).

Bu ¢alismanin amaci, siganlarin Ostriis siklusu donemlerine ait hiicrelerin yapisal karakterlerinin vajinal sitoloji
yontemi ile ortaya konulmasidir.

MATERYAL VE METOD

Bu calisma, Gazi Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan izin almarak yapildi (G.U.ET- 19.015).
Arastirmamizda 8-10 haftalik (180-200 g) ve daha 6nce dogum yapmanus 28 adet Sprague Dawley tiirii disi sicanlar
kullanildi. Hayvanlar 12 saat gece/giindiiz periyodunda, 21-24 °C derece sicaklik ve %45-55 nem sartlar1 olan hayvan
barinma yerlerinde, standart sican yemi ve musluk suyuyla beslendi. Sicanlarda yapilan tiim islemler ve deneklerin
izlenmesi Gazi Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Bakim ve Arastirma Unitesinde gerceklestirildi.

Bu calismada, ostrus siklusu donemleri vajinal sitoloji yontemi ile prodstrus (oval g¢ekirdekli epitel hiicre), Gstrus
(diizensiz sitoplazmali kornifiye skuamdz epitel hiicre), metdstriis (azalan kornifiye epitel hiicreler ve yogun nétrofil
16kositler) ve didstriis (gekirdekli epitel hiicreler ve azalan nétrofil 16kositler) olarak siniflandirildi (Cora ve ark 2015).
Vajinal yayma drneklerinin elde edilmesi

Vajinal yayma ornekleri alinirken siganlar kuyruk ve kuyruk kokiinden tespit edilip kaldirilarak kafasi asagiya gelecek
sekilde tutuldu. Steril kosullar altinda, nemlendirilmis bir svap ¢ubugu vajinaya yerlestirildi ve tam tur dondiiriilerek
limen ile duvarinda bulunan hiicreler alindi. Svap {izerinde bulunan hiicreler temiz ve dnceden etiketlenmis bir lama
yayildi. Vajinal bolgeden toplanan hiicreler havada kurutularak lam iizerine tespit edilmeleri saglandi. Lamlar damlalik
kullanilarak Giemsa boyasi ile her bdlgeye esit dagilacak sekilde tamamen kaplandi. Daha sonra lamlar hizlica
akarsuyun altinda yikandi ve fazla olan boyalarindan armndirildi. Giemsa ile boyamasi yapilan vajinal yayma
preparatlarinin havada kurumasi (fiksasyon) saglandiktan sonra 151k mikroskobu (Leica DM4000B, Germany) altinda
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incelendi. Hicreler lamel ile kapatma yapilmadan 10’luk ve 40’lik biiylitmede degerlendirildi. Siklus donemlerine ait
her bir hiicre kamera atagmanli 151k mikroskobunda fotograflandi (Leica DM4000B, Germany).

BULGULAR

Deney prosediirii kapsaminda alinan vajinal yayma orneklerinde hiicreler bazal-parabazal, intermediyer, stperfisiyal,
keratinize siiperfisiyal hiicreler ve ndtrofil 16kositler olmak iizere siniflandirildi (Sekil 1) (Cora ve ark. 2015). Yuvarlak
veya oval sekilli, biiylik ¢ekirdekli kiigiik epitel hiicreler bazal-parabazal hiicreler, degisken sekil ve boyutlarda
parabazal hiicrelere gore daha biylk ve cekirdekleri daha kiclk epitel hicreler intermediyer hicreler, dizensiz ve
yass1 kenarli, piknotik c¢ekirdegi olan ve tiim hiicreler arasinda en biiyilk boyuta sahip olan hiicreler siiperfisiyal
hicreler, ¢ekirdeksiz ve sitoplazmik katlanmalar gérulen stperfisial hucreler ise kornifiye veya keratinize superfisiyal
hiicreler olarak degerlendirildi. Ayrica, genellikle ¢cok ¢ekirdekli, oval ya da yuvarlak, koyu boya almis ve sitoplazmik
sinirlarinin diizgiin, birbirlerinden ayr1 ya da gruplagmis/kiimelesmis sekilde olan en kiigiik hiicreler notrofil 16kositler
olarak belirlendi. Ostriis siklus dénemleri tanimlanan bu hiicrelerin varligi/yoklugu ve oranlarina gore belirlendi (Sekil
2).

A s B .| C

Sekil 1. Ostriis siklus dénemlerinde karakteristik olan 3 farkli hiicre cesidinin mikroskobik goriintiileri. Nétrofil
Iokositlerinin parcali/loblu ¢ekirdek yapisi (4), koyu cekirdekli siiperfisiyal hiicreler (B), c¢ekirdegini kaybetmis
kornifiye veya keratinize siiperfisiyal hiicrenin bozulmus sitoplazmik sinirt gériilmekte (C) (Giemsa boyama, x1000)

Notrofil Lokositler

Vajinal yayma preparatlarinda goriilen en kiigiik hiicreler nétrofil 16kositler olarak belirlendi. Notrofil 16kositler,
genellikle ¢ok gekirdekli, oval ya da yuvarlak hiicreler olup koyu boya aldiklar1 ve sitoplazmik sinirlarinin diizgiin,
birbirlerinden ayr1 ya da gruplagmig/kiimelesmis sekilde oldugu goriildii (Sekil 1-A).
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Sekil 2. Sican dstriis siklus donemleri ve her bir doneme ait hiicrelerin mikroskobik goriintiileri. (A) Prodstrus dénemi,
baskin hiicreler oval cekirdekli intermediyer hiicreler (ok), (B) Ostrus donemi; baskin hiicreler heniiz ¢ekirdegini
kaybetmemis veya c¢ekirdegi olmayan kornifiye siiperfisiyal hiicreler (ok), (C) Metdstrus donemi; biiyiik ve kiigiik
intermediyer hiicreler (ok) ile birlikte yogun notrofil Iokositleri (n) (D) Didstrus donemi; grup halinde n6trofil
I6kositleri (n) ile birlikte sayica az intermediyer hiicreler (ok) gériilebilir (Giemsa boyama, x200)

Intermediyer Hiicreler

Bu hiicrelerin sitoplazmalar1 genellikle poligonal veya oval sekilli olarak goriildii. Biiylik intermediyer hiicrelerde
cekirdek/sitoplazma oraninin kiigiik intermediyer hiicrelere nazaran daha diisiik oldugu belirlendi (Sekil 3-A). Kigik
intermediyer hiicreler cogunlukla yuvarlak veya oval, kiiclik boyutlarda ve keratinize olmayan hiicreler olarak saptandi.
Biiyiik intermediyer hiicrelerden ayirt etmek amaciyla ¢ekirdek/sitoplazma orani degerlendirildi. Kiigiik intermediyer
hiicrelerde ¢ekirdek/sitoplazma oraninin biiyiik intermediyer hiicrelere nazaran daha yiiksek oldugu belirlendi (Sekil 3-

B).
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Sekil 3. Blylk intermediyer (A) ve kiiguk intermediyer (B) hiicre karsilagtirmast (oklar) (Giemsa boyama, x200)

Kornifiye veya Keratinize Stperfisiyal Hicreler

Yaglanmis hiicreler olarak da bilinen ¢ekirdeksiz keratinize siiperfisiyal hiicrelerin biiyiik boyutlarda oldugu saptandi.
Cekirdegini kaybeden hiicrelerin ¢gogunda sitoplazmik katlantilar dikkati ¢ekti. Bazi hiicrelerde ise gekirdegin olmasi
gereken yerde bir ¢okiintii veya sinirlari belli bir alana rastlandi (Sekil 4).
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TARTISMA

Sicanlarda hem reprodiiktif performansi arttirma amagli hem de jinekolojik deney modeli siirecinde Ostrus siklusu
donemlerinin saptanmasi ic¢in bircok yontem kullanilmaktadir. Bu amacla tercih edilen yontemler arasinda, disi
sicanlarin davranigsal degisimlerinin gdzlenmesi, vaginal siiriintii 6rneginin sitolojik degerlendirilmesi ve vaginanin
elektriksel iletkenliginin dl¢iilmesi yer almaktadir. Bu yontemler arasinda, vaginal sitoloji dstrus siklusu donemlerinin
belirlenmesinde en yaygin kullanilan hizli, pratik ve ucuz bir yontemdir Disi laboratuvar hayvanlarinda yapilan birgok
tireme sistemi ¢alismasinda Once veya prosediir siiresince vajinal yayma oOrneklerinin alinmasi gerekmektedir. Bu
nedenle, deney hayvanlarindan alman vajinal yayma Orneklerinin sitolojik analizleri, hangi hucrelerin hangi
donemlerde yogunluk kazandigi ve morfolojik o6zelliklerinin arastiricilar tarafindan bilinmesi ve ayirt edilmesi
sonuglarin giivenilirligi ve gegerliligi i¢in 6nem arz etmektedir (Ajayi ve Akhigbe 2020; Srinivasan ve ark. 2017 ).
Vajinal yayma orneklerinin boyanmasinda Papanicolaou (Cora ve ark. 2015), Giemsa (Gal ve ark. 2014), Diff-Quick
(Aguilar ve ark. 2006), Toludine blue (Goldman ve ark. 2007) gibi bir¢ok boyama yontemi kullanilmaktadir. Oba ve
arkadaslarinin (2001) siganlarda yaptigir vajinal sitoloji sonuglarina gore Papanicolaou ile boyanan preparatlarda
Toludine blue ile boyananlara gére daha detayli ¢ekirdek sitoplazma ayrimimin yapildigi ve hiicre tiplerinin daha net
secildigi tespit edilmistir. Ayrica, ozellikle Ostriis donemine yaklastik¢a hiicrelerde asidofiligin, uzaklastikca da
bazofiligin artmasi Papanicolaou boyamanin saglamis oldugu bir avantaj olarak bilinmektedir (Oba ve ark. 2001). Bir
bagka calisma, vajinal yayma Orneklerinin Toludine blue ile 5-7 dakika gibi daha kisa siirede boyanmasinin
Papanicolaou yontemine gore bir avantaj oldugunu savunmaktadir (Coban ve ark. 2016). Mohammed ve Sundaram
(2018) birbirinden farkli dort metakromatik boya (Papanicolaou, Giemsa, Toluidine blue ve Methylene blue)
kullanarak sican vajinal yayma siiriintiilerini boyamislardir. Amagclari, boyalarin vajinal yaymadaki hiicreleri
(parabazal, siiperfisiyal, intermediyer, notrofil) detaylandirmadaki yeterliliklerini, uygulama siirelerini ve maliyetlerini
g0z Oniinde tutarak karsilagtirmakti. Buna gore, ¢ekirdegi olmayan kornifiye hiicreler her dort boyamada da belirgin;
parabazal hiicreler ve nétrofiller en iyi methylene blue’da, siiperfisiyal hiicreler ise en iyi Geimsa’da ayirt edilmistir.
Ayrica, hiicre-¢ekirdek oranlarinin ve sitoplazmik sinirlarin belirlenmesinde Giemsa boyasinin oldukga basarili oldugu
gozlemlenmistir (Mohammed ve Sundaram 2018). Bizde c¢aligamizda Giemsa boyasini kullanarak c¢ekirdek ve
sitoplazma sinirlarini agikga gozlemledik, hiicreleri birbirinden kolaylikla ayirt edebildik.

Papanicolaou ve Giemsa vajinal yayma drneklerinde sikga kullanilan geleneksel boyama gesitleridir. Her iki boyanin
birbirine gore art1 ve eksi yonleri vardir. Papanicolaou g¢ekirdek yapisinin detaylandirilmasinda basarili fakat uzun
siiren bir islem iken, Giemsa sitoplazmanin detaylandirilmasinda bagarili kisa bir islemdir. Giemsa ile Papanicolaou
arasindaki en biiyiik farklardan birisi fiksasyon seklidir; Giemsa boyamalarda havada kurutma yapilabilirken
Papanicolaou’de alkol ile fiksasyon gergeklestirilir. Hava ile kurutma, hiicre ¢ekirdeginin goriinen boyutu ve sekli
iizerinde carpict bir etkiye sahiptir. Hiicrelerin cam slayt iizerine yayilmasi, c¢ekirdegin hacmiyle orantili olarak
gorliniirligiind artiran bir uygulamadir. Giemsa ile boyanan preparatlarda havada kurutma yontemi ile fiksasyon
yapildigindan, Giemsa Papanicolaou’ye gore hiicredeki ¢ekirdek ve sitoplazmanin goriiniir hale gelmesinde daha
basarili bulunmustur (Krafts ve Pambuccian 2011). Giemsa boyasinin, hiicre igerisindeki kromatin, ¢ekirdek membrant
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ve mast hiicresi gibi bazi hiicrelerin sitoplazmik graniillerini boyama 6zelliginde oldugu bilinmektedir (Barcia 2007).
Bu yontem ile hiicre ¢ekirdegi mavi/mor, sitoplazma acik mavi, kollagenler soluk pembe, kas fibrilleri soluk pembe,
eritrositler gri/pembe/sar1 ve mast hiicreleri koyu mavi boya alir. Biz de, sunulan verilere paralel olarak vajinal epitel
hiicrelerin ¢ekirdek ve sitoplazma ayrimlarini net olarak gozlemledik ve kolaylikla ayirt edebildik.

SONUC

Sicanlarda vajinal sitolojide hiicrelerin degerlendirilebilmesi amaciyla ucuz, pratik ve kullanish olan Giemsa boyama
yontemi tercih edilebilir. Kii¢iik veya biiylik intermediyer hiicrelerin ¢ekirdek ve sitoplazmalarinin ayirt edilebilirligi,
¢ekirdegi olmayan keratinize siiperfisiyal hiicrelerin dagmik sitoplazma duvar1 ve notrofil l6kositlerin loblu
cekirdekleri ve diger hiicrelere nazaran boyutlarinin kiigiik olmas1 Giemsa boyast ile ortaya konulabilmektedir. Ayrica,
bu boyanin havada kurutma yolu ile fiksasyonunun yapilabiliyor olmasi bir avantajdir. Bu bilgiler 1s1ginda, siganlarda
Ostriis siklusu donemlerine ait hiicrelerin Giemsa kullanilarak boyanmalarinin ardindan sitolojik olarak mikroskop
altinda kisa siirede ve kolaylikla degerlendirilebilecegi sonucuna varildi.
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