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Ozet: Bu calismada ratlarin (Rattus rattus) ince bagirsaklarinda mast hiicrelerinin dagilimlar1 ve
heterojenitelerinin belirlenmesi amaglandi. Bu amagla 6 adet erigkin Wistar albino rata ait ince bagirsak
bolgeleri (duodenum, jejunum, ileum) materyal olarak kullanildi. Doku 6rneklerinin her biri %10’luk
Formalin, Carnoy ve Izotonik Formaldehit Asetik Asit (IFAA) soliisyonlarinda fikse edildi. Alinan
kesitlere Toluidine Blue (TB), Thionin ve Alcian Blue/Safranin-O (AB/SO) boyama yontemleri
uygulandi. Uygulamalar sonucunda ¢aligilan bolgeler ile bu bdlgelerde bulunan mast hiicrelerinin en iyi
IFAA ve Formalin soliisyonlar1 ile tespit oldugu belirlendi. TB ve Thionin boyama ydntemleri
sonucunda tiim bdlgelerde belirlenen mast hiicrelerinden bazilarinin metakromazi gdsterdikleri tespit
edildi. En fazla mast hiicre yogunlugunun IFAA ile tespit edilen dokulardan TB uygulanmis
duodenumda, en az mast hiicre yogunlugunun ise Carnoy ile tespit edilen dokulardan AB/SO uygulanmis
ileumda oldugu saptandi. Farkli tespit soliisyonlar1 ve uygulanan boyama ydntemlerinin mast
hiicrelerinin dagilimi ve heterojenitesine etki ettigi kanisina varildi.

Anahtar kelimeler: Rat, ince bagirsak, mast hiicresi, heterojenite, fiksasyon

Distribution and Heterogenity of Mast Cells in Small Intestine of
Rat (Rattus rattus)

Abstract: In this study, it was aimed to determine the distribution and heterogenity of mast cells in small
intestine of rat (Rattus rattus). For this purpose, small intestine regions (duodenum, jejunum, ileum) of 6
adult Wistar albino rat were used as the material. Each tissue samples were fixed 10% Formalin, Carnoy
and Isotonic Formaldehyde Acetic Acid (IFAA) solutions. Toluidine Blue (TB), Thionin and Alcian
Blue/Safranin-O (AB/SO) staining methods were applied to the sections. As a result of applications, it
was detected that the studied regions and mast cell in this regions were fixed best with IFAA and
Formalin solutions. As a result of TB and Thionin staining methods, some of mast cells showed
metachromasia in all regions. Maximum mast cell density was in the duodenum that fixed with IFAA
and stained with TB and minimum mast cell density was in the ileum that fixed with Carnoy and stained
with AB/SO. It was concluded that different fixation solutions and staining methods effect the
distribution and heterogeneity of mast cells.
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1. Giris

Sindirim kanali mast hiicrelerinin olduk¢a yogun bulundugu bir bolgedir [1]. Cesitli
fizyolojik ve patolojik durumlarda; mast hiicrelerinin graniillerinin igerigini hiicre
disina bosalttiklar1 bilinmektedir [2]. Mast hiicrelerinin son yillarda artan ¢alismalarda
doku homeostazisinde, remodelinginde ve onariminda etkili hiicreler oldugu
gozlenmistir [3]. Gastrik iilserlerde mast hiicresi sayisinda lokal bir artis gozlenir, ki
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mast hiicresi burada iyilesme prosesine katilim gosterir ve kortikosteroidler tarafindan
baskilanir [4].

Mast hiicrelerinin graniillerinde heparin, histamin, prostaglandin, nétral proteaz, f-
glukorunidaz, aryl siilfataz, triptaz, anaflaksinin, eozinofilik kemotaktik faktor (ECF-
A), anaflaksinin yavas reaksiyon maddesi (SRS-A) gibi maddeler bulunmaktadir [5-8].

Mast hiicrelerinin fenotiplerinin ve yerlestikleri bolgelerin farkli olmasi, mast hiicre
heterojenitesi kavraminin olusmasmma neden olmustur [9,10]. Mast hiicreleri,
histokimyasal 0Ozellikleri, histamin depolarmmin durumu, proteoglikan ve ndtral
proteazlari i¢eren graniil durumu ve tetikleyici ve inhibe edici ilaglara kars1 verdikleri
yanitlara gore alt tiplere ayrilir [11]. Rodentlerde yapilan arastirmalarda mukozalarin
derin kisimlarinda, serozada, deride 6zellikle kapilar ¢evrelerinde bulunan bag dokusu
mast hiicresi (CTMC) ile mukozalarin daha yiizeysel kisimlarinda bulunan mukozal
mast hiicresi (MMC) olmak iizere iki tip mast hiicresi tanimlanmistir [9,10,12,13].
Bag doku mast hiicreleri safranin pozitif graniiller icerir ve submukozal alanlarda
lokalize olurlar, mukozal mast hiicreleri ise safranin negatiftirler. Bu iki hiicre farkli
proteinazlar1 sentezleyebilme yetenegindedir. Mukozal mast hiicreleri interlokin (IL)-3
ve IL-4’ten etkilenirken bag doku mast hiicreleri bu interlokinlerden etkilenmezler
[11]. Bag dokusu mast hiicreleri heparin bulundurmalarma ragmen mukozal mast
hiicreleri ise heparin yerine kondroitin siilfat bulundurmaktadir [14].

Mast hiicrelerinin boyanma 06zellikleri kullanilan tespit soliisyonunun tiiriine bagh
olarak degismektedir [15]. Bu calismada ratlarin ince bagirsaklarinda bulunan mast
hiicrelerinin graniil igerigi, boyanma Ozellikleri ve tespitlere kars1 verdikleri
reaksiyonlar gibi farkli kriterlerle ortaya cikan heterojeniteleri ve dagilimlarindaki
bolgesel farkliliklarin ortaya konmasi amaglanmaigtir.

2. Materyal ve Metot

Bu calismada Siileyman Demirel Universitesi Deney Hayvanlari Laboratuvarindan
temin edilen 6 adet eriskin ve saglikli Wistar albino rata ait ince bagirsak (duodenum,
jejunum, ileum) Ornekleri materyal olarak kullanildi. Doku oOrneklerinin her biri
%10’luk formaldehit, Carnoy ve Izotonik Formaldehit Asetik Asit (IFAA) tespit
soliisyonlarma alindi. Ornekler Carnoy tespit soliisyonunda 12 saat, IFAA tespit
soliisyonunda 24 saat ve %10’luk formaldehit tespit soliisyonunda 48 saat siireyle tespit
edildi. Her ii¢ soliisyondaki doku ornekleri tespit isleminden sonra yikandi.
Dehidrasyon islemi i¢in dereceli alkol serilerinden (%70, %80, %96, %100, %100,
%100) ve saydamlastirma amaciyla ksilollerden gegirildi. Ornekler parafinde bloklandi
ve bloklardan 5-6 um kalinli§inda seri kesitler alindu.

Alman seri kesitlere mast hiicrelerinin genel dagilimi ve heterojenitelerinin
belirlenmesi amaciyla Toluidine Blue (TB)(pH 0.5) [5], Thionin ve Alcian Blue
(AB)(pH 0.3)/Safranin-O (SO)(pH 1.0) (AB/SO) [16] boyama yontemleri uygulandi.
Hazirlanan preparatlar Olympus CX-41 model 151k mikroskobu ile incelenerek ilgili
bolgelerden fotograf ¢ekimi yapildi.
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Her iic boyama yonteminin uygulandigi preparatlarda mast hiicre yogunlugunun
belirlenebilmesi i¢in her kesitteki lamina propriya, submukoza ve tunika seroza
tabakalarinda bulunan hiicrelerin sayimi yapildi. SPSS 15.0 paket programi
kullanilarak her preparatta bulunan toplam mast hiicre sayilarinin varyans analizleri
yapildt ve her tespit soliisyonu icin boyama yontemlerine gore bolgeler arasindaki
farkliliklar Duncan testi ile belirlendi.

3. Bulgular
Ince bagirsak bolgelerindeki mast hiicrelerinin dagilimi ve yogunlugunun kullanilan
tespit sollisyonlar1 ve uygulanan boyama yontemlerine gore bdlgeler arasinda

belirlenen farklilik ve sonuglar Tablo 1-3.’te belirtildi.

Tablo 1. Mukozal tabaka ayrimi yapilmaksizin IFAA ile tespit edilen dokularda mast hiicre yogunlugu

UYGULANAN BOLGELER

YONTEMLER  DUODENUM JEJUNUM ILEUM
Thionin 4,00* 0,58 2,00* 0,58 8,67 +1,76
TB 33,67°49,02  24,67°+6,11  15,67° 42,40
AB/SO* 1,00* £058 6,00% +1,00 6,00 1,53
AB* 2,67* £0,89 3,00% +1,00 6,00* +1,15
SO* 12,00 1,15 5,00* 1,00 16,00° £2,08

*AB/SO kombine boyama yontemi sonucunda ayni preparatta sayilan AB pozitif, SO pozitif ve AB/SO pozitif mast hiicreleri
a,b,c: Ayni satirda yer alan farkli harfler arasinda istatistiksel olarak fark onemlidir (p<0.05).

Tablo 2. Mukozal tabaka ayrim1 yapilmaksizin %10’luk formalin ile tespit edilen dokularda mast hiicre

yogunlugu
UYGULANAN BOLGELER
YONTEMLER  DUODENUM JEJUNUM [LEUM
Thionin 2,33* 40,88 4,67* +0,88 1,33* 0,33
TB 5,33°+1,33 26,6°+1027  17,33*+10,59
AB/SO* 1,33* 40,88 2,67*£1,77 3,00% +1,00
AB* 2,33* 40,67 1,33* 40,33 4,00* +1,52
SO* 1,00* 0,58 0,67* £0,33 4.67* 1,86

*AB/SO kombine boyama yontemi sonucunda ayni preparatta sayilan AB pozitif, SO pozitif ve AB/SO pozitif mast hiicreleri
a,b,c: Ayni satirda yer alan farkli harfler arasinda istatistiksel olarak fark onemlidir (p<0.05).

Tablo 3. Carnoy ile tespit edilen dokularda mast hiicre yogunlugu

UYGULANAN BOLGELER

YONTEMLER  DUODENUM JEJUNUM [LEUM
Thionin 14,67* +6,64 7,670 +3,18  5,67°+1,20
TB 30,67° +6,98 13,00°+4,04  17,00°+2,08
AB/SO* 2,33* 40,67 3,00* £0,58 1,00* £0,00
AB* 3,33 +1,20 5,00° +1,15 0,33 +0,33
SO* 2,00° +1,15 2,00* £1,15 0,33 +0,33

*AB/SO kombine boyama yontemi sonucunda ayni preparatta sayilan AB pozitif, SO pozitif ve AB/SO pozitif mast hiicreleri
a,b,c: Ayni satirda yer alan farkli harfler arasinda istatistiksel olarak fark énemlidir (p<0.05).
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Yapilan incelemelerde ince bagirsak bolgeleri ile bu bolgelerde bulunan mast
hiicrelerinin en iyi IFAA ve Formalin soliisyonlar1 ile tespit oldugu belirlendi. Ug
tespit sollisyonunda da ¢aligilan tiim bolgelerdeki hem MMC hem de CTMC’lerin SO
pozitivitesi gosterdikleri belirlendi. Ayrica IFAA ile tespit edilen dokularda mast hiicre
graniillerinin belirginligi agisindan en iyi sonucun AB/SO, Formalin ile tespit edilen
dokularda ise Thionin boyama yontemi ile alindig1 saptandi. Carnoy soliisyonunda ise
mast hiicre graniillerinin iyi tespit olmadig1 gozlendi.

TB ve Thionin boyama ydntemleri sonucunda tiim bdlgelerde belirlenen mast
hiicrelerinden bazilarinin metakromazi gosterdikleri tespit edildi. Ayrica ¢alisilan
bolgelerin tiimiinde mast hiicrelerinin genellikle kan damarlarina yakin olarak
yerlestikleri belirlendi.

Yapilan uygulamalar sonucunda en fazla mast hiicre yogunlugunun IFAA ile tespit
edilmis ve TB ile boyanmis duodenumda (Sekil 1) oldugu saptandi. AB/SO boyama
yontemi sonucunda mast hiicre miktarinin en fazla ileumda oldugu ve hiicrelerin
cogunun sadece SO pozitif olduklari belirlendi (Sekil 2). Jejunumda ise mast
hiicrelerinin bazilarinda AB/SO, bazilarinda SO pozitivitesi saptandi. Thionin boyama
yontemi sonucunda jejunumdaki mast hiicrelerinin metakromazi gosterdikleri belirlendi
(Sekil 3).

T

Sekil 1. Duodenum. Lamina propriada Sekil 2. Ileum. Submukozada SO pozitif mast hiicresi.
metakromazi gosteren mast hiicresi (ok). IFAA, IFAA, AB/SO. Bar: 20 um.
TB. Bar: 20 um.

Sekil 3. Jejunum. Submukozada metakromazi gdsteren
mast hiicresi (ok). IFAA, Thionin. Bar: 20 pm.
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Formalin fiksasyonu ve TB uygulamasi sonucunda mast hiicre yogunlugunun en fazla
jejunumda oldugu belirlendi. En az yogunlugu ise yine jejunumda AB/SO boyama
yontemi uygulamasi sonucunda SO pozitivitesi gosteren mast hiicrelerinin olusturdugu
saptand1 (Sekil 4). Ayn1 boyama yontemi sonucunda duodenumdaki (Sekil 5) mast
hiicrelerinden bazilarmin SO, bazilarmin ise AB/SO pozitif olduklar1 saptandi. TB
boyama yontemi uygulanmig ileum (Sekil 6) kesitleri ile Thionin boyama yontemi
uygulanmig duodenum kesitlerindeki mast hiicrelerinin metakromazi gostermedikleri
tespit edildi.
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Sekil 4. Jejunum. Submukozada SO pozitif ~Sekil 5. Duodenum. Lamina propriada SO pozitif
mast hiicresi (ok). Formalin, AB/SO. Bar: 20  (ince ok) ve AB/SO pozitif (kalin ok) mast hiicreleri.

pum. Formalin, AB/SO. Bar: 20 pm.
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Sekil 6. Tleum. Submukozada metakromazi
gostermeyen  mast  hiicreleri  (oklar).
Formalin, TB. Bar: 20 pm.

Carnoy fiksasyonu sonucunda mast hiicre yogunlugunun en fazla TB uygulanmis
duodenumda, en az AB/SO uygulanmis ileumda oldugu saptandi. TB uygulanan doku
orneklerinde mast hiicrelerinin metakromazi gostermedikleri belirlendi. Hem AB hem
de SO pozitivitesi igeren mast hiicrelerinin en yogun olarak jejunumda dagilim
gosterdikleri tespit edildi.
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4. Tartisma ve Sonug¢

Mast hiicrelerinin anatomik yerlesim bolgesi, tasidiklar1 graniillerin igeriginin tespit
stvisina verdigi cevap ve farkli boyalarla boyanma o6zelliklerinin bu hiicrelerde bir
heterojenitenin varligini ortaya ¢ikarttigi ileri siirtiilmdistiir [15].

Insan [17] ve rodentlerde [18] mukozal ve bagdokusu mast hiicrelerinin boyanma
ozelliklerinin farkli tespit soliisyonlarinda farkli sonuclar verdigi bildirilmistir. Kiither
vd. [19] tespitin mast hiicrelerinin heterojenitesi iizerinde etkili oldugunu ileri
siirmiislerdir. Ayrica bu calismada elde edilen bulgularla benzer sekilde sigirda mast
hiicrelerinin 6zellikle kan damarlar etrafinda yerlesim gosterdikleri bildirilmistir [19].

Pearce [20] farkli tiirlerde ve ayni tiiriin farkli dokularinda mast hiicrelerinin verdikleri
reaksiyonlarin kullanilan yontemlere gore belirgin olarak degistigini belirtmistir. Bu
caligmada arastiricinin [20] bulgulartyla benzer sekilde calisilan tiirdeki mast hiicre
graniillerinin boyanma karakterlerinin ince bagirsak bolgeleri arasinda farklilik
gosterdigi saptandi.

Canbilen vd. [21] degisik tespit soliisyonlarinin insan kolon mast hiicrelerine etkilerini
arastirdiklar1 calismada, % 10’luk formalin ile tespit edilip toluidin mavisi ile boyanan
mast hiicre sayisinin Carnoy ile tespit edilip toluidin mavisi ile boyanan mast
hiicrelerinden daha az oldugunu bildirmislerdir. Ayni arastiricilar [21] kolon
submukozasindaki ortalama bag dokusu mast hiicre sayisinin Carnoy’da tespit edilen
dokularda % 10’luk formalinle tespit edilen dokulardakinden daha fazla oldugunu
belirtmisler ve bag dokusu mast hiicrelerinin tespit soliisyonundan etkilendigini ileri
siirmiislerdir. Bu ¢alismada ise formalin ile tespit edilen doku 6rneklerinde mast hiicre
yogunlugunun en fazla toluidin mavisi ile boyanan jejenumda oldugu belirlenirken;
Carnoy ile tespit edilen doku 6rneklerinde mast hiicre yogunlugunun en fazla toluidin
mavisi ile boyanan duodenumda oldugu saptandi.

Karaca [22] tavuk ve bildircinda mast hiicrelerinin dagilimi ve heterojenitesinin
sindirim kanali organlarinda farkliliklar gosterdigini ve kullanilan tespit sivilarindan
Carnoy’un IFAA'ya gbre mast hiicrelerinin metakromatik 6zelliklerinin belirlenmesi ve
sayisal dagilimimin ortaya konmasinda daha iyi sonu¢ verdigini ileri siirmistiir. Uslu
vd. [23] Carnoy ve IFAA’da tespit edilen hindi sindirim sistemi organlar1 arasinda mast
hiicrelerinin sayisal degerlerinde farkliliklarin bulundugunu, mast hiicrelerinin kan
damarlarina komsu yerlestiklerini belirtmiglerdir. Bu ¢alismada elde edilen bulgular
aragtiricilarin [22,23] bulgulariyla paralellik gdstermektedir. Bununla birlikte Uslu vd.
[23] AB/SO kombine boyama yontemi ile CTMC’lerin kirmizi, MMC’lerin mavi
boyandigin1 bildirirlerken; bu c¢alismada kirmizi boyanan MMC’ler de saptandi.
Strobell vd. [24] insan ince bagirsaklarinda bazik kursun asetat (BLA) 1n formaldehite
nazaran mast hiicre yogunlugunu belirlemede daha iyi sonuglar verdigini ortaya
koymuslardir. Ayni1 arastiricilar [24] Carnoy veya bazik kursun asetat ile tespit edilen
dokularda % 10’luk formalin i¢eren soliisyonlarla tespit edilenlerden daha fazla sayida
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mukozal mast hiicresi gozlendigini rapor etmislerdir. Kopek jejunum mukozasinda [25]
ise IFAA’da tespit edilen kesitlerde mast hiicrelerinin olduk¢a yogun bulundugu ve TB
(+) ve AB(+)/SO(-) olduklar1 belirtilmistir. Bu ¢alismada ise formalin ile tespit edilip
TB ile boyanan kesitlerde Carnoy’da tespit edilenlere nazaran daha fazla sayida mast
hiicresi saptandi. Ayrica jejunum mukozasindaki mast hiicrelerinin TB, AB ve SO
pozitivitesi gosterdikleri tespit edildi. Bununla birlikte Eren vd. [25] notral formalin ile
tespit edilen jejunumda mast hiicrelerinin iyi fikse olmadigini ve TB (+), AB(+)/SO(-)
boyandiklarint belirtmislerdir. Bu ¢alismada ise formalin ile tespit edilmis jejunumda
cok sayida TB (+), az sayida AB(+)/SO(+) mast hiicresi belirlendi.

Sonug olarak, ratlarin ince bagirsak (duodenum, jejunum, ileum) bolgelerindeki mast
hiicrelerinin dagiliminin ve boyanma karakterlerinin boélgeler arasinda farklilik
gosterdigi saptandi. Ayrica farkli tespit soliisyonlar1 ve uygulanan boyama
yontemlerinin mast hiicrelerinin dagilimi ve heterojenitesine etki ettigi kanisina varildi.
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