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SUMMARY In this study, it was aimed to determine subtypes (connective tissue and mucosal mastocytes) and
distributions of mast cells in all regions (marginal, tarsal, orbital, fornix and bulbar) of turkey (Meleagris
gallopavo) conjunctiva by the implementation of the different fixatives. The conjunctiva tissues taken from 6
adult turkey were fixed in Carnoy, 10% formalin and Mota’s lead acetate (BLA) solutions. BLA was the best
among fixatives used in this study for shape and granules of mast cells. It was established that metachromatic
dye-staining characteristics of mast cells was observed better with BLA and Carnoy solutions. By the 10%
formalin fixative and Toluidine Blue (TB) staining, all of the mast cells stained blue but the metachromasia
was very weak. As a result of Alcian Blue-Safranin O application, it was detected that the safranin (+) and the
mixed Alcian Blue-Safranin O (+) mast cells were very rare. In the same combined staining, it was also
determined that the number of Alcian Blue (+) mast cells was excessive, so a large number of mast cells was
property of mucosal mast cell in the conjunctival regions. Only Safranin positive mast cell was not found in
the Carnoy and 10% formalin fixatives. As a result of statistical evaluation of data with the TB and Thionin
staining methods applied to determine the general distributions of mast cells, it was detected that the
palpebral conjunctiva was the region with the highest number of mast cell, and fornix and bulbar conjunctiva
followed by it, respectively. Mast cells gave weak yellow-green fluorescence through the Berberine sulfate
application. There was no difference among the regions. In conclusion, it was determined that turkey
conjunctival mast cells showed heterogeneous differences according to the staining properties.
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OZET Hindi (Meleagris gallopavo, Linnaeus, 1758) Konjunktiva Mast Hiicrelerinin
Lokalizasyonlan ve Histokimyasal Ozellikleri

Bu ¢alismada hindi (Meleagris gallopavo) konjunktivasinin tiim bolgelerinde (marginal, tarsal, orbital, forniks
ve bulbar) bulunan mast hiicrelerinin farkl fiksatiflerin uygulanmasi ile alt tiplerinin (bag dokusu ve mukozal
mastositler) ve bolgesel dagilimlarinin belirlenmesi amaglandi. Calismada 6 adet erigkin hindiden temin
edilen konjunktiva dokular1 Carnoy, %10 formalin, Mota’'nin kursun asetat (BLA) fiksatiflerinde ayr1 ayr fikse
edildi. Mast hiicrelerinin seklini ve graniillerini en iyi tespit eden fiksatifin BLA oldugu belirlendi. BLA ve
Carnoy soliisyonlarinda mast hiicrelerinin metakromazi 6zelliklerinin daha iyi gozlendigi tespit edildi. %10
formaldehit tespit soliisyonunda Toluidine Blue (TB) boyamasinda mast hiicrelerinin tamaminin mavi renkte
boyandig1 ancak metakromazi 6zelliginin ¢ok zayif oldugu saptandi. Alcian Blue-Safranin O uygulamasi
sonucunda safranin (+) ve karisim halinde Alcian Blue-Safranin O (+) mast hiicrelerinin ¢ok nadir oldugu
tespit edildi. Konjunktiva bolgelerinde bu kombine boyama sonucunda Alcian Blue (+) mast hiicre sayisinin
fazla oldugu yani mast hiicrelerinin biiyiik bir kisminin mukozal mast hiicresi karakterinde oldugu belirlendi.
Carnoy ve %10’luk formalin fiksatiflerinde tek basina safranin pozitif mast hiicresine rastlanmadi. Mast
hiicrelerinin genel dagilimlarinin belirlenmesi amaciyla uygulanan TB ve Thionin boyama sonucunda mast
hiicre sayisinin en fazla oldugu boélgenin palpebral konjunktiva oldugu bunu sirasiyla forniks ve bulbar
konjunktivanin izledigi belirlendi. Berberin siilfat uygulamasi ile mast hiicrelerinde zayif sari-yesil floresan
olustugu tespit edildi. Bolgeler arasinda bir farka rastlanmadi. Sonug olarak hindi mast hiicrelerinin bolgesel
dagilimlar agisindan farklilik gosterdikleri ve boyanma ozelliklerine gore ise heterojen karaktere sahip
olduklari belirlendi.
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GIRIiS

Goziin biyolojik zirhi olarak kabul edebilecek bir yap1 olan
konjunktiva, goziin korneaya kadar olan béliimiinii ve goz
kapaklarinin i¢ ytizeyini kaplayan ince, saydam bir zardir.
Bu kaygan 0Ozel zar; goziin hareketi esnasinda
gozkapaklarinin goz kiiresine zarar vermemesini, goziin i¢
kisminin dis ortamdan ayrilmasini ve izole olmasini saglar.
Ayni1 zamanda fiziksel bariyer gorevi yaparak tozlarin,
yabanci cisimlerin, mikroorganizmalarin goz kiiresinin
arka kisimlarina ulasarak yangi olusturmasini engeller
(Akgoz 2006).

Okiiler yiizey kornea, konjunktiva ve limbustan (bulbar
konjunktiva) olusmaktadir. Bu bolge siklikla iltihabi,
gerekse immunolojik olaylar acisindan aktif bir 6zellik
tasimaktadir. Kornea ve konjunktiva gibi iki farkh
dokunun komsuluk gosterdigi okiiler yiizey polenler, toz,
bocek partikiilleri, hayvan tiiyleri ve diger proteinler
olmak tizere ¢ok sayida alerjenle karsi karsiya kalir. Bu
nedenle, antijen sunumu ve sistemik immun yamnitlar
bakimindan okiiler yiizey potansiyel bir alandir (Pehlivan
2005; irkeg ve Bozkurt 2008).

Konjunktiva, sadece biitiin ekzojen irritanlara ve
enfeksiyonlara agik olmasi ve bu nedenle de alerjik
reaksiyonlara egilimi bulunmasiyla degil, siklikla endojen
hastaliklara ve metabolik bozukluklara katilmasi
bakimindan da hastaliklarin siklikla yerlestigi bir dokudur.
Konjunktiva kesesi pratikte higbir zaman
mikroorganizmalardan ari degildir, ancak ag¢ik olmasi,
gozyasinin buharlasmasi ve orta derecedeki kan akimi
nedeniyle nispeten diisiik olan 1sisina bagh olarak
bakteriler kolayca yayllamamaktadir (Ozgetin 1989).

Konjunktival mast hiicreleri, konjunktivadaki alerjik
inflamasyonun diizenlenmesinde 6nemli rol oynar ve aktif
hastalik boyunca salinan IL- 4 ve multifonksiyonel
sitokinleri biiylik oranda depolayabilir. Okiiler yilizeyde
mast hiicre sayis1 allerjik konjunktivitisin  biitiin
formlarinda artar (Morgan ve ark. 1991; Leonardi 2002;
Yao ve ark. 2003).

1. Mast hiicrelerinin dokudaki dagilimini ve tespit
soliisyonuna duyarhiligini belirlemek i¢in kisa siireli
Toluidin Blue (TB) (Wolman 1971)

2. Mast hiicrelerinin mukoza ve bag dokusu mast hiicresi
alt tipini belirlemek icin Alcian Blue / Safranin O
kombine boyamasi (AB/SO)(Csaba 1969)

3. Mast hiicrelerinin genel dagilimlarinin belirlenmesi
icin Thionin boyama yontemi (Cook 1961)

4. Mast hiicrelerinin heparin icerigini floresans bir boya
araciligiyla gostermek amaciyla Berberin Siilfat (BS)
boyama yontemi (Harem ve ark. 2011).

5. Mast hiicrelerinin proteoglikan icerigini belirlemek
amaciyla Kritik Elektrolit Konsantrasyonu (CEC)
boyama yontemi (Noviana ve ark. 2001)

Mast hiicrelerinin bolgesel dagilimlari belirlenerek her
bolge icin 10’ar preparatta sayim yapildiktan sonra
bolgeler arasi yogunluklarimin Kkarsilastirilmas1 SPSS-17
programinda yapildi. Orneklerin degerlendirilmesinde ise
“One Way Anova” testi kullanildi. Hazirlanan preparatlar
15tk mikroskobunda incelenerek gerekli bolgelerden
fotograf cekimi yapildi.

MATERYAL ve METOT

Bu calismada SDU Ziraat Fakiiltesi Ciftci Egitim Tarimsal
Uygulama Merkezi tavuk kiimesinden temin edilen 6 adet
hindi (Meleagris gallopavo, L., 1758) arastirma materyali
olarak kullanildi (Siileyman Demirel Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulundan 29.08.2012 tarih ve 06
sayith  karar1 ile Etik Kurul onayr alinmistir:
B.30.2.5DU.0.05.06.00- 213). Dekapitasyon ydntemiyle
otenazi uygulanan hindilerin alt ve tist goz kapaklarina ait
konjunktivalardan alinan o6rnekler materyal olarak
kullanildi. Alinan doku 6rnekleri Carnoy (60 ml absolut
etanol, 30 ml kloroform, 10 ml glasiyal asetik asit)
soliisyonunda (Bancroft ve ark. 1996) +4°C’de 30 dakika
ve takiben oda i1sinda 2 saat, %10’luk formalin (10 ml
formaldehit, 90 ml distile su) (Bancroft ve ark. 1996)
soliisyonunda, 24 saat ve Mota'nin bazik kursun asetat
(BLA - 1 g basic lead asetate, 50 ml etanol, 50 ml distile su,
0.5 ml glasiyal asetik asit) (Strobel ve ark. 1981)
soliisyonunda 24 saat siire tespit edildi. Ornekler BLA ve
%10’luk formalin soliisyonu igin 1 gece akarsuda
yikandiktan sonra doku takibi asamalarindan gegirilerek
(ytikselen derecedeki alkoller (%70, %80, %96, %100) ve
ksiloller) parafinde bloklandi. Bloklardan 5-6 mikrometre
kalinliginda alinan kesitlere asagidaki boyama yontemleri
uygulandi:

BULGULAR

Tespit soliisyonlarina gére mast hiicrelerinin heterojenite
gosterdigi ve Carnoy ve Mota kursun asetat (BLA) tespit
solisyonlarinin, %?10’luk formaline gore daha uygun
olduklari tespit edildi. Motanin kursun asetat (BLA) tespit
sollisyonun mast hiicrelerinin seklini ve graniillerini en iyi
belirleyen fiksatif oldugu belirlendi. Carnoy fiksatifinin ise
mast  hiicrelerinin  sayisal dagilimlarinin  ortaya
konmasinda daha iyi sonu¢ verdigi saptandi. Mast
hiicrelerinin sekillerinin daha ¢ok yuvarlak ve fusiform
oldugu saptandi. Fusiform sekilli mast hiicrelerinin
marginal ve tarsal konjunktivada daha yogun bulundugu
tespit edildi. Mast hiicrelerinin dokudaki dagilimini ve
tespit sollisyonuna duyarhligini belirlemek icin kisa siireli
siireli Toluidin Blue uygulamasi sonucunda %10’luk
formalin soliisyonunda tespit edilmis dokularda orbital
konjunktivanin stromasinda ¢ogunlukla kan damari
cevresinde mast hiicrelerinin zayif metakromazi gosterdigi
(Sekil 1), Carnoy ve Motanin kursun asetat (BLA)
fiksatifleri ile tespit edilen dokulardaki mast hiicrelerinin
bu uygulama sonucu metakromatik o6zelliklerinin daha
yogun ve tipik oldugu (Sekil 2) belirlendi. BLA fiksatifi ile
tespit edilen ve Toluidine blue uygulanan dokularda kas
demetleri arasinda da mast hiicreleri gézlendi. Toluidine
blue uygulamasi sonucu yapilan nitel gézlem sonucunda
mast hiicrelerinin genel olarak kan damarlari, lenf
folikiilleri ile kil folikiilleri cevresinde ve stromada yogun
olarak bulundugu tespit edildi.

Mast hiicrelerinin genel dagilimlarinin belirlenmesi
amaciyla her ig fiksatif uygulamasi ve Thionin boyamasi
sonucunda mast hiicrelerinin metakromazi gosterdigi
saptandi. Bu uygulamada da Toluidine blue uygulamasi
elde edilen sonuclarla benzer sekilde mast hiicrelerinin
kan damarlar1 etrafinda yogun olarak bulundugu tespit
edildi.
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Sekil 1. Orbital konjunktiva kan damar1 ¢evresinde mast
hiicreleri (oklar). Formalin uygulamasi. TB. Bar: 20 pm

Figure 1. Orbital conjuctiva. The mast cells (arrows)
around the blood vessel. Formalin application. TB. Bar: 20

Sekil 2. Marginal konjunktiva kan damari ¢evresinde mast
hiicreleri (oklar). Carnoy uygulamasi. TB. Bar: 20 pm

Figure 2. Marginal conjuctiva. The mast cells (arrows)
around the blood vessel. Carnoy application. TB. Bar: 20
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Sekil 3. Orbital konjunktivada kan damari cevresinde
Alcian Blue (+) mast hiicreleri (oklar). Carnoy uygulamasi.
AB/SO. Bar: 20 pm

Figure 3. Orbital conjuctiva. The Alcian Blue (+) mast cells
(arrows) around the blood vessel. Carnoy application.
AB/SO. Bar: 20 pm
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Sekil 4.Tarsal konjunktiva. Kan damar etrafinda 0.2-0.3 M
CEC (+) mast hiicreleri. (oklar) Formalin uygulamasi. Bar:
25 pm.

Figure 4. Tarsal conjuctiva. The 0.2-0.3M CEC (+) mast
cells (arrows) around the blood vessel. Formalin
application. Bar: 20 pm

" N

Sekil 5. Orbital konjunktiva. 0.7-0.8 M CEC (+) mast
hiicreleri. (oklar) BLA uygulamasi. Bar: 25 um.

Figure 5. Orbital conjuctiva. The 0.7- 0.8 M CEC (+) mast
cells (arrows). BLA application. Bar: 20 pm

Mast hiicrelerinde bulunan heparinin goriintiilenmesi
amaciyla uygulanan berberin siilfat boyama metodu
sonucu konjunktivanin tiim bdlgelerinde bulunan mast
hiicreleri zayif yesil floresan 1sima gosterdi (Sekil 6).
Konjunktivanin bolgeleri arasinda belirgin bir farklilik
gozlenmedi. Formalin fiksatifi ile tespit edilen dokulardaki
mast hiicrelerinin daha belirgin sari-yesil floresan verdigi
saptandi (Sekil 7).

Mast hiicrelerinin mukoza ve bag dokusu mast hiicresi alt
tipini belirlemek i¢cin uygulanan Alcian Blue/Safranin O
kombine boyamasi sonucunda Alcian blue (+), Safranin (+)
ve Alcian Blue-Safranin O (+) olmak tizere {i¢ tip mast
hiicresi tespit edildi. Uygulanan biitiin fiksatiflerde mast
hiicrelerinin biyiik bir ¢ogunlugunun Alcian blue (+)
oldugu saptandi (Sekil 3). Tek basina Safranin (+) ile
Alcian Blue-Safranin O (+) olan mast hiicrelerine ise ¢ok
nadir rastlandi. Sadece BLA fiksatifi uygulanan dokularda
az sayida safranin (+) mast hiicresi goriilmesine kargin,
Carnoy ve %10’luk formalin fiksatifi uygulanan dokularda
tek basina Safranin (+) mast hiicresine rastlanmadi. Alcian
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Blue pozitif (+) mast hiicrelerinin daha ¢ok kapillar
damarlar etrafinda yerlestikleri belirlendi.

Sekil 6. Marginal konjunktiva. Lamina propriyada mast
hiicresi. (ok) Floresans boyamasi ve Carnoy uygulamasi.
BS. X1000

Figure 6. Marjinal conjuctiva. The mast cell (arrow) in
lamina propria. Fluorescence staining and carnoy
application BS. X 1000

Sekil 7. Orbital konjunktiva. Kil folikiili cevresinde mast
hiicreleri. (oklar) Floresans boyamasi ve Formalin
uygulamasi. BS. X1000.

Figure 7. Orbital conjuctiva. The mast cells (arrows)
around the hair follicle. Fluorescence staining and
Formalin application. BS. X 1000

TARTISMA ve SONUC

Akgoz, (2006) kopek  konjunktivasinda  Carnoy
fiksasyonunu takiben kisa siireli Toluidine blue
uygulamasinda mast hiicrelerinin metakromazi
gosterdigini ancak formalin fiksatifinde bu o6zelligi
gosteremedigini  belirtmistir. Bu calismada formalin
fiksatif uygulamasi sonucunda mast hiicrelerinin
metakromazi 6zelligi gostermedigi ancak Carnoy ve BLA
fiksatiflerinin uygulamasinda bu 6zelligin gorildiigi tespit
edildi. Yine aym arastirmacinin (Akgoz 2006) bulgulariyla
benzer bicimde bu calismada da marginal konjunktivada
mast hiicrelerinin genelinin yassi ve oval goriiniimde
oldugu, forniks konjunktivaya dogru ise mast hiicrelerinin
seklinin yuvarlak yapih olduklar1 go6zlendi. Rat

(McMenamin ve ark. 1996) ve kopek (Akgoz 2006)
konjunktivasina Toluidine blue uygulamasi sonucunda
mast hiicrelerinin en fazla palpebral konjunktiva oldugu
bunu takiben limbusta, seyrek olarak da konjunktivanin
geri kalan parcasinda yerlestigi bildirilmistir. Bu calismada
da benzer sekilde mast hiicre sayisinin en fazla oldugu
bolgenin palpebral konjunktiva icerisindeki marginal
konjunktiva oldugu bunu forniks ve bulbar konjunktivanin
takip ettigi saptandi.

Rat (Becker ve ark. 1985), kedi (Noviana ve ark. 2001 b),
kopek (Kube ve ark. 1998) ve tavugun (Wang 1991) cesitli
dokularindaki mast hiicrelerinin alcian blue pozitif,
safranin pozitif ve alcian blue safranin pozitif olmak iizere
li¢ tip graniil igerdigi ve bu nedenle heterojeniteye sahip
oldugu tespit edilmistir. Bu cahismada da aym bulgu elde
edildi. Yine benzer bir bulgu olarak kopek (Akgoz 2006),
hindi (Uslu ve Yorik 2008) ve koyun (Chen ve ark.
1993)’'da da farkli dokularda safranin pozitif mast hiicre
sayisinin Alcian blue pozitif boyanan mast hiicrelerine
kiyasla daha az oldugu tespit edilmistir. Akgoz, (2006)
kopek konjunktivasinda bu ¢alismadaki sonuglarla benzer
sekilde tiim siilfath proteoglikanlar1 belirlemek amaciyla
0.2/0.3 M’lik CEC, heparini belirlemek amaciyla 0.7/0.8
M’lik CEC wuygulamistir. Ayrica her iki boyamanin
formalinden etkilendigi carnoy fiksatifinin proteoglikan
icerigini korudugunu belirtmistir. Bu calismada fiksatifler
arasinda boyle bir farkhliga rastlanmadi. Tavuk ile
bildircin (Karaca ve Yoriik 2004) ve tavsan (Erpek ve Otlu
1995) mast hiicre heterojenitesi tlizerine yapilan
calismalarda kullanilan fiksatifler (formalin, izotonik
formol asetik asit (IFAA) ve Carnoy) icerisinde Carnoy’un
mast hiicrelerinin metakromatik ozelliklerinin
belirlenmesi ve sayisal dagilimlarinin ortaya konmasinda
daha iyi sonuc¢ verdigini belirtilmistir. Bu ¢alismada da
ayni bulgular elde edildi. Rat (Becker ve ark. 1985), kedi
(Noviana ve ark. 2001 b), kopek (Kube ve ark. 1998) ve
tavugun (Wang 1991) cesitli dokularindaki mast
hiicrelerinin alcian blue pozitif, safranin pozitif ve alcian
blue safranin pozitif olmak iizere {i¢ tip graniil icerdigi ve
bu nedenle heterojeniteye sahip oldugu tespit edilmistir.
Bu ¢alismada da ayni bulgu elde edildi. Yine benzer bir
bulgu olarak képek (Akgoéz 2006), hindi (Uslu ve Yoriik
2008) ve koyun (Chen ve ark. 1993)’da da farkli dokularda
safranin pozitif mast hiicre sayisinin Alcian blue pozitif
boyanan mast hiicrelerine kiyasla daha az oldugu tespit
edilmistir. Uslu ve Yoriik, (2013) yerli 6rdek ve kazin alt
solunum yollar1 ve akcigerlerinde bulunan mast
hiicrelerinin heterojenitesi lizerine yaptiklar1
calismalarinda Carnoy, izotonik formaldehit asetit asit
(IFAA) ve Mota’nin bazik kursun asetat (BLA) fiksatiflerini
karsilastirmislar ve mast hiicrelerinin sayisal verileri icin
en uygun tespitin IFAA oldugu, graniil yapisini belirlemek
icin ise en uygun tespitin BLA soliisyonu oldugunu
belirtmisledir. Bu calismada mast hiicrelerinin sayisal
tespiti icin en uygun fiksatifin Carnoy bunu takiben BLA
oldugu belirlendi. Arastirmacilarin (Uslu ve Yoriikk 2013)
bulgulariyla uyumlu sekilde mast hiicrelerinin graniilleri
icin en uygun fiksatifin BLA oldugu saptandi. Demirbag ve
ark. 2012 ise rat ince bagirsagindaki mast hiicre
graniillerinin tespiti Carnoy fiksatifinin uygun olmadigini
belirtmislerdir. Bu calismada ise Carnoy’'un konjunktiva
mast hiicreleri i¢in uygun bir fiksatif oldugu tespit edildi.
Bu calismada elde edilen bulgulara paralel olarak Akgoz
(2006) kopek konjunktivasinda 0.2/0.3M ve 0.7/0.8M’lik
CEC uygulamasinda tiim mast hiicrelerinin mavi boyadigi
0.7/0.8 M’'lik CEC uygulamasinda ise heparan siilfat iceren
mast hiicrelerin boyandigini belirtmisler.
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Tavuk ile bildircin (Kurtdede ve Yoriik 1995) ve kopek
(Eren 2000; Ast1 ve ark. 2005) derisinde mast hiicrelerinin
bu calismada da benzer sekilde kan damarlann ve kil
folikiilleri cevresinde oldugu gibi lenf foliikiilleri etrafinda
da yerlesim gosterdikleri tespit edildi.
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