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Summary: The aim of this study was to identify the mast cell distribution and tlze effects of
diflerent[ixatives on staining properties of mast celfs in uterus of the albino mouse. A total of 25 albi-
no miee were used 13 of them were at estrus and 12 of them were at diestrus phases. 71ıe animals
were killed by servical dislocation. lmmediately, tlze uterus was removed and tlze tissue samplesfrom
hoth riglzt and left uterine homs were taken into 10% nezltral 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 aldan blue / safranin O (AB/SO) metlzods. The mast eelfs
ıvere more frequently fowıd in the myometrium than in endometrium of mouse uterus. In TB staining,
the aldehyde blocking was absem. However, it was seen that AB (+) material were sensitive to
j(mnaldehyde fixation whereas SO (+) and AB / SO (+) materials ıvere foU/ıd to he resistant. In
endometrium, there were more mast celfs at estrus phase than diestrus phase but in myometrium there
ıvas not any signifieant diflerence between the phases.

Key words: Mast celf .histochemistry, uterus, mouse.

Özet: Bu araştırma, albino farelerin uterusunda mast hücresi dağılımının belirlenmesi ve farklı
te.ıpit sıvılarrnın mast hücrelerinin boyanma özelliklerine etkisinin araştırılması amacıyla gerçekleşti-
rildi. Araştırmada 13 adet östrüs ve 12 adet diöstrüs dönemlerinde olan 25 adet fare kulla111ldl.Hay-
vanlar servikal dislokasyon yöntemi ile öldürüldükten hemen sonra, uterusları çıkarılıp sağ ve sol
kornularmdan alman doku örnekleri nötr tamponluformalin (NBF) ve izotonikformaldehit asetik asit
(IFAA) solu.ıyonlarmda tespit edildi. Mast hücrelerinin demOlıstrasyonu için, toluidin blue (TB) ve
alcian bluel safranin O (AB/SO) boya metotları uygulandı. Fare uterusunda endometriyuma gö-
re miyometriyumda mast hücresi sayısmm baskm olduğu gözlendi. TB boyama açısmdan aldehit
blokajmm oluşmadığı te.\pit edildi. AB/SO boyamada ise AB (+) materyalin formaldehit te!)pitine
duyarlı, SO (+) ve AB/SO (+) materyalin formaldehit te!)pitine dirençli olduğuna karar verildi.
Endometriyumda östrüs döneminde mast hücresi sayısmm daha fazla olduğu fakat miyometriyumda
ösırüs ve diöslrüs dönemleri arasmdafarklrlrğm olmadığı belirlendi.

Anahtar kelimeler: Mast hücresi, histokimya, uterus, fare .
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Giriş
Mast hücre heterojenitesi kavramı, mast

hücrelerinde morfolojik, biyokimyasal ve
fonksiyonel farklılığı ifade eder. Rodentlerde
bağ dokusu mast hücresi (Connective Tissue
Mast Cell - CTMC) ve mukozal mast hücresi
(Mucosal Mast Cell - MMC) olmak üzere iki
tip mast hücresi tanımlanmaktadır (7, 8, iO,
18, 35). Mukozaların derin kısımlarında,
''''rozada, deride, özellikle kapilar çevrelerinde
bulunan bas dokusu mast hücresinin özelliği,
formaldehit tespitine dirençli ve heparin içeren
granüllcre sahip olmasıdır. MukuLahrın daha
yüzeysel kısımlarında bulunan mukozal mast
hücresi ise formaldehit tespitine duyarlı olan
ve kondroitin sülfat içeren granüller bulundu-
rur (7, 14). Ratlarda sindirim sisteminde mast
hücreleri için AB/SO kombine boya metodu
uygulandığında CTMC' in safranin (+),
MMC' in ise alcian blue (+) granüller içerdiği
tespit edilmiştir (7, 8). İmmunofloresan yön-
temlerle, ratlarda ince barsakların
submukozasında (34), immunohistokimyasal
yöntemlerle deri, dil, barsak serozası ve akci-
ğer parenşiminde (ll) CTMC'in RMCP i (Rat
Mast Cell Protease i) içerdiği belirlenmiştir.
Rat barsağında (33) ve bronş epitelinde (i 1)
bulunan MMC'lerinin ise RMCP II (Rat Mast
Cell Protease II) içerdikleri kaydedilmiştir.
Kemikiliği kökenli olan bu hücrelerin farklı-
laşmalarını perifer dokularda, yerleştikleri
mikroçevrenin de etkisiyle tamamladıkları bil-
dirilmektedir (10, 18, 21, 27).

Mast hücreleri IgE ve IgG alt sınıflarını
bağlayan membran reseptörlerine sahip olan,
aşırı duyarlılık reaksiyonlarında, paraziter
hastalıklarda ve neoplazmlara karşı savunma-
da rol alan hücrelerdir (2, 12). Ayrıca içerdik-
leri histaınin ve heparinle yara iyileşmesi ve
doku yenilenmesinde rol aldıkları (17),
nöropeptidler ile uyarılmaları sonucunda deri-
nin kan akımının düzenlenmesine yardımcı
oldukları bildirilmektedir (14). Koyun ve keçi
derisinde. stratum süperfısiyale katmanında
kan damarların ın çevresinde, stratum
profundumda ise ter ve yağ bezleri ile kıl
folliküllerinin çevresinde yoğun olarak yer

aldıkları tespit edilmiştir (36). Ratlarda
mukozal mast hücrelerinin intestinal
nematodlara karşı savunmada rol aldıkları da
kaydedilmiştir. (35).

Mast hücrelerinde degranulasyon,
nonimmunolojik olarak, IgE aracılığı olmadan
da nöropeptidler, komplement anaflatoksinleri
C3a, C5a, fare T hücrelerinden açığa çıkan
antijen bağlayan faktör, IL-I, IL-3 ve GM-
CSF, şimaz, TNF ve çeşitli hücrelerden salı-
nan histamin bıraktıran faktörlerin etkisiyle de
gerçekleşebilmektedir (l2, 14).

Uterusda mast hücrelerinin rolü çok açık
değildir. Rat uterusunda, histaminin
implantasyon bölgesinde vasküler
permeabiliteyi kontrol ettiği ve gebelikte tek
başına veya başka faktör ya da mekanizma-
larla embriyonun immunolojik olarak reddini
engellediği ileri sürülmektedir (6). Rat (20),
hamster (4) ve farelerde (22) yapılan araştır-
malarda endometriyumda çok az sayıda bulu-
nan mast hücrelerinin özellikle
miyometriyumda ve stratum vaskularede yer-
leştikleri kaydedilmiştir. Östrüs siklusunun
farklı dönemlerinde ma st hücre sayısının de-
ğiştiği bi Idiri Imekted ir (4, 6).

Yapılan literatür taramasında fare
uterusunda histokimyasal heterojeniteyi araştı-
ran herhangi bir kaynağa rastlanamamıştır.
Sunulan çalışmada, östrüs ve diöstrüs dönem-
lerinde olan farclerin uterusunda, mast hücre-
lerinin endometriyum ve miyometriyumdaki
dağılımların~n, histokimyasal özelliklerinin ve
farklı tespit sıvılarının mast hücrelerinin bo-
yanma reaksiyonları üzerine etkisinin araştı-
rılması amaçlanmıştır.

Materyal ve Metot
Araştırmada hayvan materyali olarak, 30-

40 g ağırlığında, Swiss weber soyundan 25
adet dişi albino fare kullanıldı. Hayvanlar
standart koşullarda ad libitum beslendiler ve
14 saat aydınlık -10 saat karanlık olmak üzere
ışıklandırma yapıldı. Sağlıklı ve vaginal smear
ilc düzenli siklus gösterdikleri belirlenen (ı)
östrüs döneminde 13 ve diöslrüs döneminde
olan 12 adet fare araştırma materyalini oluş-
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turdu. Hayvanlar servikal dislokasyon yöntemi
ile 61düruldükten hemen sonra, uterusları çıka-
rılıp sağ ve sol komularından alınan doku ör-
nekleri nötr tamponlu formalin (NBF'de 24
saat) ve izotonik formaldehit asetik asit
(LFAA, pH 2.9) (l2 saat IFAA ve 12 saat %70
alkolde) solusyonlarında tespit edildi (7). Ha-
zırlanan paratin bloklardan, 5fJ.m kalınlığında,
bir tanesi toluidin blue (TB, pH 0.5) (7 ), bir
tanesi de alcian blue (AB, pH 0.3) i safranin O
(SO, pH 1.0) (8) kombine boya metodu ile
boyanmak üzere arka arkaya iki kesit alındık-
tan sonra 30fJ.m ara verilerek her bir boyama
için onar adet olacak şekilde, seri kesit alındı.
NBF ve IFAA 'de tespit edilmiş dokulardan
alınan birer kesit aynı lam üzerinde boyandı.

Mast hücreleri. her bir blokta TB ve
AB/SO boyama metotları için onar adet kesitte
olmak üzere, endometriyum ve
miyometriyumda, x 400 büyütmede, göruntü
alanında sayıldı. Verilerin istatistiki analizi
için t Testi uygulandı. Bu amaçla, Minitab@
istatistik hazır programı kullanıldı.

Bulgular
Uterus dokusunda mast hücrelerinin

demontrasyonu için TB (Şekil I, oklar) ve
AB/SO boya metotları uygulandı. ABI SO
kombine boyama sonucunda mavi boyanan
mast hücreleri AB (+) (Şekil 2, a), kırmızı bo-
yanan mast hücreleri SO (+) (Şekil 2, s), kır-
mızı ve mavi boyanan mast hücreleri ise
AB/SO (+) (Şekil 2, oklar) hücreler olarak be-
lirlendi. TB ve AB/SO boyamalarla ayırt edi-
len mast hücrelerinin sayımı sonucu sağ ve sol
kornularda elde edilen değerler arasındaki
farklılığın anlamlı olmadığı belirlendikten son-
ra veriler birleştiriidi. Elde edilen verilerin
endometriyumdaki aritmetik ortalamaları
Tablo I, miyometriyumdaki aritmetik ortala-
maları Tablo 2'de gösterildi. Mast hücreleri-
nin endometriyuma göre miyometriyumda çok
daha fazla oldukları dikkati çekti.

Tespit sıvısı olarak nötr tamponlu formalin
kullanıldığında aldehit blokajının oluşup 0-

luşmadığını anlamak üzere veriler istatistiksel
olarak karşılaştırıldığında şu sonuçlar elde e-
dildi:

1. TB boyamada, ne endometriyum (Tablo
i) ne de miyometriyumda (Tablo 2), farklı
tespit sıvıları kullanıldığında mast hücresi sa-
yısı açısından belirlenen farklılığın, istatistik-
selolarak anlamlı olmadığı görüldü (p>O.05).

2. Genelde, AB (+) mast hücresi sayısının
IFAA ile tespit edilen dokularda NBF'de tespit
edilen dokulardan daha fazla olduğu, bu fazla-
lığın endometriyumda diöstrus döneminde
(p<0.05) (Tablo i), miyometriyumda ise östrus
(p<O.OOi) ve diöstrus dönemlerinde (p<O.O i)

anlamlı olduğu (Tablo 2) gözlendi.
3. SO (+) mast hücresi sayısmın NBF'de

tespit edilen dokularda IFAA ile tespit edilen
dokulara göre daha fazla olduğu ve bu farklılı-
ğın endometriyumda östrus dönemi (p< 0.01)
ile diöstrus döneminde (p<0.05) (Tablo i),
miyometriyumda da östrus (p<O.OOI) ve
diöstrüs dönemlerinde (p<{):OOi) anlamlı ol-
duğu (Tablo 2) belirlendi.

4. AB/SO (+) hücrelerin de SO -(+) hücre-
ler gibi NBF'de tespit edilendokularda daha
fazla sayıda olduğu ve bu farklılığın
endometriyumda östrus (p<0.05) ile diöstrus
döneminde (p<O.O i) (Tablo i),
miyometriyumda da östrus (p<O.OOI) ve
diöstrüs dönemlerinde (p<O.OOI) anlamlı-ol-
duğu (Tablo 2) dikkati çekti.

Östrus ve diöstrus dönemlerinde elde edilen
veriler karşılaştırıldığında ise aşağıdaki so-
nuçlar elde edildi:

I. Endometriyumda, IFAA ile tespit e-
dilen dokularda östrüs döneminde TB (+)

mast hücresi sayısının diöstrus dönemine
göre daha fazla olduğu (p<O.O i) (Tablo i)
tespit edildi.

2. NBF ile tespit edilen dokularda,
endometriyumda östrus döneminde belirle-
nen SO (+) mast hüeresi sayısının daha
fazla olduğu (p<O.05) (Tablo i) görüldü.

3. Miyometriyumda ise ne IFAA ne de
NBF kullanıldığında, TB ve AB/SO boya-
ma sonucunda östrus ve diöstrus dönemle-
rinde elde edilen değerler arasındaki farklı-
lığın anlamlı olmadığı (p>O.05) (Tablo 2)
dikkati çekti.
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Şekil i: Fare uterusunda miyometriyumda bulunan mast hücrelerinin ışık mikroskopik görü-
nümü. Aklar: TB (+) mast hücreleri. TB., x140.

Figure i: Light microscopic appearence of ması eeııs in myometrium of mouse uterus.
Arrows: TB (+) mast eeııs. TB., x 140.
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Şekil 2: Fare uterusunda miyometriyumda bulunan mast hücrelerinin ışık mikroskopik görü-
nümü. a: AB(+), s: SO(+), oklar: AB/SO (+) mast hücreleri. AB/SO., x 200

Figure 2: Light microscopie appearenee of mast eclls in myometrium of mouse uterus. a:
AB(+), s: SO(+), arrows: AB/SO (+) mast eells. AB/SO., x 200



Tablo 1: Fare uterusunun endometriyumunda mast hücrelerinin dağılımı.

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

X(Ması hücresi

sayısı / Görümü TB (+) AB (+) SO(+) AB / SO (+)

Alanı) İ SEM IFAA NBF t IFAA NBF t IFAA NBF ı IFAA NBF t
ÖSlrüs i.48İO.12 1.33İO.I i - O.39İO.07 O.2R:!:O.05 - O.06J;O.02 O.18İO.04 ** O.06İO.03 O.06İO.03 *
(n=13)

Diöstrüs I.02İÜ.09 I.08fO.09 - O.3HO.07 O.19İO.39 * OU2UOI O.07İÜ.02 * O.05İO.02 O.IHO.03 *
*(n=12)

t ** - - - - * - -

-Aynı satır ve sütunlarda belirtilen işaretler ikili gruplar arasındaki farklılığı göstermektedir.

- : Önemsiz

* p<O.05
**: p<O.OI
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Tablo 2 : Fare uterusunuı'ı miyometriyumunda mast hücrelerinin dağılımı.

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

X(Ması hücresi
sayısı i GörUntü

TR (+) AB (+) SO (+) ARISO(+)
Alanl):I: SEM II'AA NRI' i IFAA NBF ı \i'AA NBF i IFAA NBF i

Ösırüs 23.10:1:1.10 2570:1:1.30 8.57:1:0.51 5.65:1:0.38 *** 1.81:1:020 4.14:1:0.34 *** 5.67:1:0.43 9.50:1:0.65 ***
(n=13)

Diöstrüs 21.30:t0.96 22.80:t1.00 7.52:1:0.55 5.55:1:0.42 ** 2.34:tO.23 3.6:1:024 *** 6.40:1:0.41 10.29:1:0.59 ***
(n=12)

t -

-Aynı satır ve sütunlarda belirtilen işaretler ikili gruplar arasındaki farklılığı göstermektedir.

: Önemsiz
: p<O.OI
: p<O.OOI

tv
tv
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Tartışma ve Sonuç

Rodentlerde. bağ dokusu mast hücresi ve

mukozal mast hücresi olmak üzere iki farklı

mast hücresi tipinin varlığı kabul edilmektedir

(7, 8, 11, 16, 19). Mast hücre heterojenitesi

ayrıca, insanda barsakta (26, 28) ve solunum

sisteminde (23, 24, 30), koyunda barsakta

(I 5), kanatlıda ovaryumda (25), inektc akciğer

ve uterusta (5, 9), köpekte deride (3) çalışıl-

mış, formaldehit içeren tespit sıvıları kullanıl-

dığında, dokularda TB boyama ile belirlenen

mast hücresi sayısının daha az olduğu kayde-

dilmiştir. Formaldehit içeren tespit sıvıları

kullanıldığında boya reaksiyonunun engellen-

mesine, aldehitin protein molekülüne etkisine

bağlı olarak oluşan difuzyon bariyerinin neden

olduğu saptanmıştır (32). Ratlarda RMCP II

içeren mukozal mast hücrelerinin formaldehit

tespitine duyarlı oldukları ve boya almadıkları

da belirlenmiştir (7,8, 16,32).

Sunulan çalışmada, östrus ve diöstrüs dö-

nemlerinde olan farelerin uterus dokusunda

mast hücrelerinin dağılımı, histokimyasal ö-

zellikleri ve farklı tespit sıvılarının mast hüc-

relerinin boyanma reaksiyonları üzerine etkisi
araştırı Id ı.

Araştırıcıların (3, 9, 15, 23, 24, 25, 26, 28,

30) TB boyamada aldehit blokajı oluştuğuna

dair bulgularından farklı olarak, TB ile boya-

ma sonucunda mast hücresi sayısı açısından

kullanılan tespitler arasındaki farkın ne

endometriyum (Tablo i) ne de

miyometriyumda (Tablo 2) istatistikselolarak

anlamlı olmadığı (p>0.05) tespit edildi.

Cocchiara ve ark. (6) da benzer şekilde, %4

NBF ve IFAA kullanarak tespit ettikleri rat

uterusunda, TB ile boyamada, mast hücrele-

rinde aldehit blokajının oluşmadığını bildir-

mişlerdir.

Tainsh ve Pearce (29), ratlarda bağ dokusu

mast hücrelerinin kondroitin sülfat da bulun-

durduklarından, Koretou (19) da yine ratlarda

peritonal mast hücrelerinde çok az miktarda

AB (+) granüllerin varlığından bahsetmekte-

dirler. Mast hücrelerinin proteaz i içeriği üze-

rinde çalışan Koretou (19), toluidin blue O

(pH 4), alcian blue-safranin O kombine boya

metodu ve elektron mikroskopik

immunohistokimyasal metotlarla elde ettiği

sonuçları karşılaştırarak, safranin (+)

granüllerin fazla miktarda RMCP i içerdiğini.

alcian blue (+) granüllerin ise çok az miktarda

veya hiç RMCP i içermediğini tespit etmiştir.

Solunum sisteminde, birbirini takip eden ke-

sitlere AB/SO ve immunperoksidaz uygulan-

dığında da AB (+5 hücrelerin RMCP II, AB

(+) ile SO( +) granül içeren hücrelerin ıse

RMCP i bulundurduğu belirlenmiştir (31).

İnekte solunum sistemi (5) ve uterusta (9)

yapılan çalışmalarda ise, IF AA ve NBF kulla-

nılarak tespit edilen dokularda AB/SO boyama

sonucunda, mast hücre granüllerinin safranin

ile boyanınadığı bildirilmiştir.

Sunulan çalışmada AB/SO boyama sonu-

cunda, uterus dokusunda AB (+), SO (+) ve

AB/SO (+) mast hücreleri tespit edildi. TB ile

AB/SO boyamaları sonucunda belirlenen top-

lam mast hücresi sayısında görülen farklılık.

uterusta AB'nun kullanılan pH'sında (pH 0.3)

boyanmayan sülfatlı asidik mukosubstans içe-

ren hücrelerin de olabileceğini düşündürdü.

AB (+) ma st hücresi sayısının IFAA ile tespit

edilen dokularda NBF' de tespit edilen doku-

lardan daha fazla olduğu, bu fazlalığın

endometriyumda diöstrus döneminde (p<0.05)

(Tablo i), miyometriyumda ıse östrüs

(p<O.OO I) ve diöstrüs dönemlerinde (p<O.O i)

(Tablo 2) anlamlı olduğu belirlendi. SO (+) ve

AB/SO (+) materyalin formaldehit tespitine

dirençli olduğu ve boyanma reaksiyonunun
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aldchitten etkilenmediği, aldehit blokajının

sadece AB/SO boyamada, AB (+) materyal

içeren hücrelerde oluştuğu dikkati çekti.

Eren ve ark. (9) inek uterusunda yaptıkları

çalışmada, formaldehite duyarlı mast hücrele-

rinin, endometriyumda özellikle diöstrüste

yoğunlaştıklarını, miyometriyumda bulunan

formaldehite dirençli olan mast hücrelerinin

ise östrüs döneminde daha fazla olduğunu tes-

pit ,etmişlerdir. Rat (20), hamster (4) ve fare-

lerde (22) yapılan araştırmalarda mast hücrele-

rinin endometriyumda çok az sayıda olduğu ve

özellikle miyometriyumda yerleştikleri. östrüs

siklusu boyunca uterusta mast hücresi sayıları-

nın değiştiği kaydedilmiştir. Gosden ve ark.

(13) ise ratlarda uterusda RMCP i konsantras-
yonunun RMCP II'den daha fazla olduğunu

tespit etmiş ve konsantrasyonlarının östrüs

siklusu boyunca değişmediğini bildirmişlerdir.

Sunulan çalışmada da araştırıcıların (4, 20,

22) bulgularıyla uyumlu olarak, mast hücrele-

rinin endometriyumda çok az sayıda olduğu,

özellikle miyometriyumda yerleştikleri göz-

lendi. Bununla birlikte, miyometriyumda

östrüs ve diöstrüs dönemlerinde belirlenen

mast hücre sayılarının farklılığının istatistiksel

olarak anlamlı olmadığı dikkati çekti.

Endometriyumda IFAA ile tespit edilen

dokularda belirlenen TB (+) mast hücresi sayı-

smın ise, östrüs döneminde diöstrüs dönemine

göre daha fazla olduğu (p<O.O i) (Tablo i) tes-

pit edildi. Cocchiara ve ark. (6) da rat

uterusunda, histamin içeriğinin ovulasyon sıra-

sında maksimum düzeyde olduğunu ve

implantasyondan sonra azaldığmı bildirmişler-

dir. Araştırıcılar (6) histaminin implantasyon

bölgesinde vasküler permeabiliteyi kontrol

ettiğini ve gebelikte histaminin tek başıııa veya

başka faktör ya da mekan izmalarla embriyo-

nun immunolojik olarak reddini engellediğini

ilerİ sürmektedirler. Farede de

endometriyumda mast hücresinin östrüs dö-

neminde daha fazla olması, olası bir

implantasyona hazırlık olabilir.

Bu araştırmada, AB/SO kombine boyama

uygulandığında, NBF ile tespit edilen doku-

larda, yine endometriyumda östrüs döneminde

SO (+) mast hücresi sayısıııın daha fazla ol-

duğu (p<0.05) (Tablo i) belirlenmiştir. SO

(+) boyanan materyalin heparin olduğu bildi-

rilmektedir (8, 32). Östrüs döneminde SO (+)

mast hücrelerinin endometriyumda fazla ol-

ması, madde transportu ve hücre hareketleri-

nin kolaylaştırılması amacı ile, şekilsiz temel

madden in sıvılık durumunun ayarlanmasıııda

heparinin fonksiyonundan yararlanılabileceği

şeklinde yorumlanabilir.

Sonuç olarak, fare uterus dokusunda mast

hücrelerinin miyometriyumda yoğunlaştığı

belirlendi. AB/SO boyamada, endometriyum

ve miyometriyumda bulunan mast hücrelerinin

AB (+), SO (+) ve AB / SO (+) reaksiyon ver-

dikleri gözlendi. TB boyama açısmdan aldehit

blokajının oluşmadığı dikkati çekti. Uterus

dokusu NBF ile tespit edildiğinde, AB (+)

materyal bulunduran hücrelerde boyanma açı-

smdan aldehit blokajınııı oluştuğu, SO (+) ve

AB/SO (+) materyal bulunduran hücrelerin ise

formaldehit tespitine dirençli oldukları tespit

edildi. Endometriyumda, östrüs döneminde

mast hücre sayısının daha fazla olduğu, fakat

miyometriyumda östrüs ve diöstrüs dönemleri

arasında farklılığın olmadığı belirlendi.
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