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Bu calismada, disi-erkek Wistar albino sicanlart (Rattus Rattus
norvegicus) deney hayvani olarak kullanildi. Yedi deney, yedi pozitif kontrol ve
alt1 negatif kontrol olmak iizere ii¢ gruba ayrildi. Deney gruplarindaki hayvanlara
intraperitonel olarak kekik ugucu yagi, pozitif kontrol grubundaki hayvanlara
zeytinyagl ve negatif kontrol grubundakilere ise serum fizyolojik enjekte edildi.
Kekik (Origanum onites L.)’ in, bag dokusu mast hiicrelerini (CTMC) igeren deri
ve mukozal mast hiicrelerini iceren (MMC) mide fungus bolgesindeki mast
hiicrelerinin lokalizasyonlari, morfolojileri, degraniilasyonu ve mast hiicre
mediatorlerinin  boyanmasi iizerine etkisi ayrintili olarak arastirildi. Klasik
histolojik yontemler kullanilarak, mast hiicrelerine spesifik farkli boyalarla
boyanan preparatlarda, mast hiicre mediatorlerinden heparin, histamin ve
serotonin tespit edilmeye ve elde edilen 6zellikleri karsilastirilmaya calisilmistir.

Elde edilen bulgulara gore kekik ugucu yagi ve zeytinya8i verilen
gruplardaki mast hiicreleri negatif kontrol gruplariyla karsilastirildiginda, sayica
arttiklari, morfolojik ve kimyasal yapilarinda farkliliklar oldugu, deney
gruplarinin degraniilize ve graniilize, zeytinyag1 gruplarinin ise sadece graniilize
olduklari tespit edilmistir. Ayrica midedeki mast hiicrelerin histamin, deridekilerin
ise  heparin mediatorlerini  salgilayarak islevlerini yerine getirdikleri
goriilmektedir. Sonu¢ olarak, mast hiicrelerinden salinan bu mediatorlerin
sindirim ve bagisiklik sistemi {izerindeki olumlu etkileri g6z Oniinde
bulundurulup, daha ileri tekniklerle arastirilarak, kekigin ila¢ sanayinde
hammadde olarak kullanilmasinin arastirmaya agik bir konu oldugunu
diisiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Origanum onites L., Mast Hiicresi, Deri, Mide, Mast Hiicre
Mediatorleri
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In this study, 20 female and male Wistar rats (Rattus rattus norvegicus)
were used. Animals were divided into three groups: seven of them is experiment,
seven of them is positive control and six of them is negative control animal.
Experiment groups of rats have been injected the oregano (Origanum onites L.)
volatile oils, positive groups of rats have been injected the olive oil and negative
groups of rats have been injected the serum physiological intraperitoneally. In
this study we particularly investigated the effect of oregano on locations,
morphology, degranulation of mast cells in skin containing connective tissue-type
mast cells (CTMC) and mucosal-type mast cells (MMC) on stomach fungal
section, and at the same time on staining of mast cell mediators. From mast cell
mediators have been studied to determine heparine, histamin and seratonin on
mast cells staining via specific stains using conventional histological methods,
and obtaining findings have been compared with each other.

In respect of obtaining findings, mast cells in groups injected oregano
volatile oil and only olive oil have been determined to increase as numerically and
to be localize in connective tissue in comparison with negative control groups.
Also, mast cells have shown morphological and chemical differences; experiment
groups have degranulised and granulised, positive control groups have only
granulised . Furthermore, we determine that mast cells in stomach fungus perform
their function secreting histamine and mast cells in skin secreting heparin. Finally,
we think that oregano could use in medicine industry as raw material using
advanced techniques in further studies taking into consideration that mediators
secrete from mast cells effect positively on digestive and immune systems.

Keywords: Origanum onites L., Mast Cell, Skin, Stomach, Mast Cell Mediators
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1.GIRIS

[lk olarak 1876 yilinda Paul Ehrlich tarafindan kesfedilen mast hiicreleri;
tim organlarin bag dokusu i¢inde, basta deri, solunum ve sindirim sistemi
mukoza ve submukozasi olmak iizere, miyokardin intersitisyumu, viicut
bosluklarini saran ser6z membranlar, timus ve kemik iligi gibi lenfoid dokular ve
birgok organin kapsiiliinde bulunurlar (Bancroft ve Stevens 1990a; Beil ve ark.
2000).

Mast hiicreleri yerlesimlerine gore yuvarlak, oval veya mekik seklinde,
ortalama 15-30 pm biiyiikliigiinde olan, sitoplazmasi metakromatik graniillerle
dolu, kiiciik ¢ekirdekli iri hiicrelerdir (Bancroft ve Stevens 1990a; Penissi ve ark.
2003; Junqueria ve ark. 1993).

Mast hiicreleri, hematoksilin-eosin ile boyanmis kesitlerde spesifik
olarak identifiye edilemezler. Sitoplazmik graniiller Romanowsky boyasi icin
yiiksek afiniteye sahiptir ve geleneksel Romanowsky (Wright, Giemsa veya
Leishman gibi) boyalar1 mast hiicrelerinin goriinebilmesi i¢in en ideal boyalardir
(Dahm ve Latimer 2001; Tharp 2003; Junqueria ve ark. 1993). Ancak Toluidine
blue, Azur A, Bismarck Brown ve Thionin gibi metakromatik boyalarla ve Alcian
blue gibi graniil spesifik boyalarla da boyanirlar (Bancroft ve Stevens 1990a;
Tharp 2003; Penissi ve ark. 2003; Bancroft ve Stevens 1990b; Morgan ve ark.
1991).

Mast hiicrelerinin orijini hakkinda ¢ok ¢esitli teoriler ortaya atilmistir.
Kemik iligindeki CD34(+) multipotent progenitdr hiicrelerden kdken aldigi ve
kanda prekiirsor hiicreler olarak dolastiklar1 bildirilmektedir (Harem Kogak
2005).

Gilinlimiiz bilgilerine goére, mast hiicreleri bulunduklar1 yere ve boyanma
ozelliklerine gore iki gruba ayrilirlar. Bunlar Mukozal tip; Mukozal mast hiicreleri
(MMC) ve Konnektif doku tipi; Bag dokusu mast hiicreleridir (CTMC). MMC,
sindirim ve solunum sistemi mukozalarinda; CTMC de tiim bag dokusu i¢inde,
gevsek bag dokusu ve deride bulunur (Melman 1987; Marshall ve Bienenstock
1990; Padilla ve ark. 1990; Gleich 1989).

Mast hiicreleri salgiladiklar1 biyolojik mediatorlerin sistemik etkilerini

kullanmaktadirlar. Bu mediatorlerden bir¢ogu sitoplazmik graniillerin iginde



(6nceden sekillenmis mediatorler) depo edilmekte, digerleri (yeni sekillenmis
mediatorler) ise mast hiicreleri uyarildiginda iiretilmektedir. Bu aktivasyondan
sonra mast hiicreleri hizli bir sekilde graniil iliskili mediatorlerini salarlar (Tharp
2003; Penissi ve ark. 2003; Slomin ve Boone 2004; Church ve ark. 2003; Epstein
ve Yanni 2005; McGill 2000).

Cevreden gelen immiinolojik uyarilara karsi viicudun ilk savunma hattini
olusturan her bir mast hiicresinin dis yilizeyinde IgE kuyruk kismina 06zgii,
100.000-500.000 adet yogun glikoprotein reseptorii bulunmaktadir. Bir allerjen
madde ile karsilastiklarinda, gerek IgE molekiilleri gerekse onlarin reseptorleri
agregasyona ugrar ve histamin graniillerinin salimiverilmesini baglatan
biyokimyasal olay zincirini tetiklerler. Antijenin mast hiicre ylizeyindeki IgE’ lere
baglanmasi ile mast hiicresinde ¢ok sayida reaksiyon baslar ve mast hiicresinde
degraniilasyon gerceklesir. Mast hiicreleri immiinolojik ve immiinolojik olmayan
bir etkenle uyarildiklarinda histamin, heparin, serotonin, proteazlar, lipit tiirevleri
ve ¢ok sayida sitokin ve kimokinler gibi biyolojik olarak aktif molekiiller
sentezleyebilirler (Zeytinoglu ve ark. 2003).

Mast hiicreleri sayist pek c¢ok fibrotik durumlarda arttig1 i¢in, fibroziste
onemli rol oynadiklar diisiiniilmektedir (Stevens ve Austen 1989). Giinlimiizde
mast hiicreleri iizerinde yapilan ¢alismalar ile, iltihabi barsak hastaliklarinin yani
sira, normal bagirsak fonksiyonlarmin siirdiiriilmesinde ve immiinite iizerinde
potansiyel rolleri gittikge daha iyi anlasilmaktadir (Marshall ve Bienenstock
1990).

Yapilan arastirmalar sonucunda mast hiicrelerinin rol aldiklar1 bildirilen
patolojik ve fizyolojik prosesler sOyle siralanabilir: Alerjik hastaliklar, iltihabi
prosesler, inflamatuar bagirsak hastaliklari, kallus gelisimi, osteoporoz,
romatizmal hastaliklar, periferik noropati, néromlar, hipertansiyon, hipoksi,
intersitisiyal akciger hastaliklari, deride iirtikerta pigmentoza, skleroderma,
immiinite, koroner spazmlar, pek ¢ok tiimdrler, gebelik ve dogum (Marshall ve
Bienenstock 1990; Padilla ve ark. 1990; Stevens ve Austen 1989; Vural ve Ark.
1991).

Ulkemizde kekik adiyla bilinen bitkilerin genellikle Thymus tiirlerine ait
bitkiler oldugu kayda ge¢mis olmakla birlikte, halk arasinda kekik olarak



kullanilan bitkilerin daha ¢ok Origanum tiirlerine ait olduklar1 bilinmektedir. Bu
tiirlerin yani1 sira Thymbra, Satureja, Coridothymus cinslerine ait tiirlerde halk
arasinda kekik olarak kullanilmaktadir. Bu bitkilerin ortak 6zellikleri timol ve
karvakrol gibi karakteristik tat ve koku veren ugucu bilesenlere sahip olmalaridir
(Baytop 1999; Aydin ve ark. 1996).

Oregano veya thyme yiyeceklerde tatlandirici, aroma veya koruma
amactyla eskilerden beri Yunan, Misir ve Roma’ da halk hekimliginde
kullanilmaktadir. Lamiacea familyasina ait thyme bitkisinin yaprakli kisimlar
yillardir yiyecek {rlinlerine katilarak tiiketilmektedir. Tirkiye, Lamiacea
familyasinin merkezi konumunda bulunmaktadir ve 19’ u endemik olan toplam 39
tiirii Tiirkiye’ de yetismektedir (Aydin ve ark. 2005; Baser 1994; Baser 1993).

Kekik olarak bilinen bitkilerin kurutulmus toprak {ist kisimlariin su
buhart ile damitilmasi sonucu elde edilen ugucu yag, kekigin kendine has
kokusunu tasir ve yakici tattadir. Elde edilen bu ugucu yag, karvakrol ve timol
gibi monoterpenlerce zengindir ve ana bilesen genellikle karvakroldiir (Aydin ve
Beis 2005).

Terpenler, biiyiikk ve ¢ok &nemli bir bilesik lipid grubudur. izopren
denilen ve ¢ok sayida tekrarlanan birimlerden olusurlar. Izopren monomerleri bes
karbonlu halkalardir. Monoterpenler en basit terpen yapist olup, iki izopren (=2
metil buta-1,3 dien) molekiiliiniin kafa-kuyruk seklinde birlesmesinden meydana
gelirler (Karol ve ark. 2000).

Cesitli bitki 6zlerindeki yaglardan elde edilen esensiyal yaglar ve
monoterpenler énemli ugucu yaglarin komponentleri olup lipofilik bilesiklerdir.
Monoterpenler ve hos bir koku ve tada sahiptir. Kolaylikla hiicre membranindan
gecerler ve bu nedenle diisik konsantrasyonda cesitli ilaglarin icinde de
kullanilmaktadirlar (Miihlbauer ve ark. 2003; Vadi ve ark. 2002; Kunta ve ark.
1997; Godvin ve Michniak 1999).

Tyhme bitkisinin baslica komponentleri olan timol ve karvakrol dogada
cok nadir olarak bulunurlar (Merck 1996). Timol yapisal olarak karvakrole ¢ok
benzer ancak, fenolik halkada hidroksil grubu farkli bir yerde bulunur (Burt
2004).
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Sekil 1.1. (a) Karvakrol, Timol, Orto, (b) Meta-Krezol molekiillerinin sekli (Ar1 2005).

Yapilan bilimsel ¢aligmalarda igeriginde timol ve karvakrol bulunduran
kekigin, sap hastaligina kars1 etkili oldugu, uyarici, analzejik (Demirhan 1974),
antiparazitik, antihelmintik (Baser ve ark. 1986), diiiretik (Sotti ve ark. 1989),
antiviral (Teuscher 1990), antibakteriyal (Kivang ve Akgiil 1986; Dortung ve
Cevikbas 1992; Dortung 1990), antifungal (Caccioni 1992) etkiye ve antidot
(Garland 1979) olma 6zelligine sahip oldugu kanitlanmistir.



Bizim yaptigimiz bu ¢alismadaki amacimiz ise, kekik ugucu yaginin, deri
ve mide mast hiicrelerinin degraniilasyon- graniilasyon aktivitesine, mast
hiicrelerinin lokalizasyonuna, niceliksel 6zelliklerine, morfolojik- kimyasal yap1
degisimlerine ve mast hiicre mediatorlerinin boyanmasina etkisini ayrintili olarak
arastirmaktir. Mediatorlere spesifik farkli boyalar kullanarak, mast hiicre
mediatorlerinden heparin, histamin ve serotonin tespit edilmeye yonelik,
Toluidine Blue ve MayGrunwald-Giemsa boyalar1 histamini; Methilen Blue
boyast heparini; Modifiye edilmis Giemsa boyasi serotonini; Alcian Blue boyasi
ise hem heparin hem de histamini gosterebilmek i¢in kullanilmiglardir. Ayrica
deney hayvanlarindan alinan mide ve deri numunelerindeki, mukozal ve bag doku
mast hiicreleri, morfolojik, boyanma ve lokalizasyon 0Ozellikleri yoniinden,

karsilastirilmaya caligilmigtr.



2. GENEL BILGILER
2.1. Origanum onites

Halk arsinda “kekik” olarak bilinen Origanum onites L., etnomedikal
kullanimi olan Labiatae iiyesi bir bitkidir (Aydin ve ark., 1993). Origanum onites
dogal floramizin bir {iriinii olmasinin yan1 sira kiiltiir bitkisi olarak yetistirilen ve
Tiirkiye’ de ticareti yapilan bes tiir arasinda en ¢ok ihracati gergeklestirilen ¢ok
onemli bir bitki tiirdiir (Ozhatay ve ark. 1997).

Tiirkiye’ de 23 tiir, 32 taksonu bulunan Origanum cinsi; diinyada 41 tiir,
52 taksonla temsil edilir. Ticari dneme sahip olan Origanum tiirleri, biiylik
miktarlarda ihrag¢ edilen bitkiler olup, (2000 yili dig ticaret istatistiklerine gore)
dogadan toplanarak ihra¢ edilen kekik miktar1 yaklasik 7000 tondur (Davis 1982,
Bager 2000). Avrupa’ da bilinen ad1 “Turkish Oregano” olan origanum onites ile
yapilan ¢aligmalarda ugucu yag icindeki belli basli bilesenler; karvakrol (9%65,91),
linalool (%14,84), timol (%3,64), p-simen (%3,24) ve a-terpinen (%2,08)
oranlarinda bulunmustur. Bitki ugucu yag1 i¢cindeki kimyasal maddeler gruplarina
gore; oksijenli monoterpenler (%25,23), monoterpenler (%23,53), seskiterpenler
(%17,65), alifatik alkoller (%8,82) ve oksijenli seskiterpenler (%1,47)
bulunmaktadir. Ayrica eser miktarda alkan, eter, ester ve ketonlar bulunmustur

(Erdemgil 1992; Baytop 1991; Ogiitveren ve ark. 1992; Oflaz ve ark. 2004).



Tablo 2.1- Kullanim ve yerel isimler (Oflaz ve ark. 2004).

Kullanilan
Bitki adi Yerel isimleri kisimlari, Kullanim
kullanim sekli
Herba-Infiizyon Soguk
alginliklar
Karin agrisi
[zmir kekigi Ugucu Yag Analzejik
Bilyal1 kekik Antioksidan
O. Onites Tas kekigi Antifungal
Giive kekigi Yaprak- Dis nevraljisi
Peynir kekigi Infiizyon, Bas agris1
gargara
Aromatik  Su- Mide agrilar
dahilen, gargara Dis agrilari
2.2. Karvakrol

Karvakrol (C;oH;40,, molekiil agirligr 150,21), 2-metil-5-(1metiletil)-
fenol, 5-izopropil-(2-metilfenol), 2-metil-5-izopropilfenol, 2-hidroksi-4-izopropil-
1-metilbenzen, p-menta-1, 3,5-trien-2-ol, 2-hidroksi-p-simen, simofenol, p-simen-
2-0l, 5-izopropil-o-krezol ve izotimol gibi c¢esitli sekillerde formiile edilip
isimlendirilmistir (Buckingham ve ark. 1994; Vincenzi ve ark. 2004). Karvakrol,
dogada oOzellikle Labiatae familyasina ait Thymus, Thymbra, Coridothymus,
Origanum ve Satureja gibi gesitli bitkilerin ugucu yaglarinda bulunan fenolik bir
oksijenli monoterpendir (Baytop 1999; Vincenzi ve ark. 2004).

Analjezik etkili bilesiklerin iginde karvakrolun ana bilesen olarak
bulundugu Labiatae tamilyasina ait origanum onites bitkisinde analzejik aktivite
oldugu, bitkisel materyal i¢cindeki karvakrol yiizdesi yiikseldik¢e analjezik etkide
artis gortildiigli dolayisiyla karvakrolun origanum onites ugucu yagiin analjezik

etkisinden sorumlu oldugu bildirilmistir (Aydin ve ark. 1993).



Karvakrolun birgok patojen mikroorganizmalarin biiyiimesini engelledigi
bakteri ve funguslar iizerinde toksik (Sokovic ve ark. 2002; Fan ve Chen 2001;
Chami ve ark. 2004) ve insektisidal etkili oldugu bilinmektedir (Chami ve ark.
2004; Isman ve ark. 2001; Ultee ve ark. 2002; Conner 1993; Juven 1994; Kivang
ve Akgiil 1988; Lagouri ve ark. 1993). Bu etkiler arasindan 6zellikle karvakrolun
antifungal etkilerinin ¢ok giiclii olduguna iligkin veriler dikkati cekmekte ve gerek
fungal hastaliklarda terapotik olarak, gerekse besin maddelerinin kiiflenmeden
korunmasinda karvakrolun kullanim alan1 bulabilecegi diistiniilmelidir (Tampieri
ve ark. 2005). Giiniimiizde bitkilerden elde edilen ve yiyeceklerin bozulmasini
Onleyen antimikrobiyal bilesiklerin kullanilmasinda, dogal bir antimikrobiyal
bilesik olan karvakrol 6rnek verilebilir (Ultee ve ark. 2002; Arrebola ve ark. 1994;
Lagouri 1993).

Karvakrolun timol ile birlikte esit dozlarda olmak iizere antihelmintik
ozellik gosterdigi bulunmustur (Livingston 1921). Kobaylarda in vitro olarak
trakea ve ileum flzerinde timol ve karvakrolun etkilerinin arastirildigi bir
calismada timol ve karvakrolun trakeanin gevseme 6zellikleri gosterdigi de tespit
edilmistir. Yapilan bir ¢aligmada ileum kasilmalarinin da asetilkolin cevaplarina
benzer yanit verdigi ileri stiriilmiistiir (Van den Broucke ve Lemli 1981).

Karvakrol de dahil olmak iizere ¢esitli monoterpenler ile yapilan in vitro
deneylerde &zellikle 10* ve 10% M araliginda uygulanan dozlarda asetilkolin
esteraz inhibisyonu yaparak spazmodik etki gosterdikleri saptanmistir (Gracza
1985). Sicanlarda yapilan izole sican bagirsak deneylerinde karvakrol ve timoliin
antispazmodik etkileri oldugu gézlenmistir( Izumi ve Yoshiko 1962). Ote yandan
karvakrolun diiz kaslar iizerinde gevsetici etkileri oldugu (Va den Broucke ve
Lemli 1980), kobay trakeasinda giiclii gevseme yaptig1 ve bu gevsetici etkinin
mekanizmas1  arasinda  beta-adrenerjik, histaminerjik (H1) muskarinik
reseptorlerin rolii bulunmadig: bildirilmistir (Boskabady ve Jandaghi 2003).

Karvakrol lipofilik bir bilesiktir ve bu 6zelligi nedeniyle karvakrolun
stratum korneum tabakasindaki lipitlere etki ederek derinin gegirgenlik katsayisini
yiikselttigi gosterilmistir (Vaddi ve ark. 2002). Ust solunum yollar1 hastaliklarinm
tedavisinde kullanilan nasal spreylerde karvakrolun %4, timoliin ise %6 oraninda

yer aldiklar1 bildirilmistir (Tibori 1979).



Karvakrol iizerinde bulunan bir adet hidroksil molekiiliiniin karvakrolun
gozlenen etkilerinden sorumlu oldugu (Ultee ve ark. 2002), izotimol adiyla da
bilinen karvakrolun timol ile antagonistik etkilerinin goézlendigi bildirilmistir
(Karpouhtsis ve ark. 1998).

Karvakrolun timolden daha toksik oldugu ileri siiriilmiistiir. Insan ve
kopek ventrikiiler kardiyomiyositlerinde Ca™ akim iizerinde karvakrolun insan
ve kopek kalbinde L-tip Ca™ kanallarini inaktive ettigi bildirilmistir (Magyar ve
ark. 2002). Ote yandan karvakrol ve eugenoliin doza bagl olarak Jurkat T
hiicreleri ve THP-1 hiicrelerinde, intraselliiler Ca™ mobilizasyonunu ve mitojenle
aktive edilen protein kinazlar1 stimiile ettigi belirtilmistir (Chan ve ark. 2005).

Karvakrolun bu farmakolojik etkilerinin yani sira, sitotoksik ve
genotoksik etkili oldugu, bu toksik etkisinin apoptosisin 6zelliklerinden birisi olan
niikleer fragmantasyon seklinde oldugu bildirilmistir (Stammatia ve ark. 1999).

Karvakrolun in vivo olarak akciger tiimorlerinde etkili oldugu
(Zeytinoglu ve ark. 1998), in vitro kosullarda N-Ras onkogen mutasyonuna bagh
olarak kanserlestirilen hiicrelerde inhibitdr etkili ve miyoblast hiicrelerinin
bliylimesini  inhibe ettigi  gosterilmis, dolayisiyla kanser tedavisinde
kullanilabilecegi one siirtilmiistiir. Karvakrolun genotoksik etkisi bulundugu,
DNA sentezini in vitro kosullarda engelledigine iliskin bilgiler bulunmaktadir
(Zeytinoglu ve ark. 2003).

Karvakrolun akut, subakut ve kronik toksik etkileri ile tetrajonik
etkilerine iligkin yeterli veri bulunmamaktadir. Karvakrol mutajenik ¢alismalarda
zayif bir aktivite gostermistir. Metabolizmik calismalarda ise karvakrol 24 saat
sonra biiyiik miktarda, iirlin ile disar1 atilmis, tekrar doniismiis veya glukoronik ve
stilfat bilesikleri olarak goriilmiistiir (Vincenzi ve ark. 2004).

Karvakrolun protoglandin sentez inhibisyonu yaptig1 (Wagner ve ark.
1986), inhibitor etkili oldugu (Lorante ve ark. 1989) ve mast hiicrelerinin histamin

salivermesi lizerinde inhibitor etkili oldugu bildirilmistir (Aydin ve ark. 1997).



2.3. Mast Hiicreleri

2.3.1. Mast hiicrelerinin tarihgesi

Mast hiicreleri, genellikle metakromazi gosteren intrasitoplazmik
graniillere sahip bag doku hiicreleridir. Mast hiicreleri bag dokusu i¢inde 6zellikle
kan damarlar ile iliskili olarak kiiciik gruplar halinde bulunurlar (Dvorak ve ark.
1992; Lee ve ark. 1985). Farkli yerlesim gosteren mast hiicreleri farkli
histokimyasal, sitokimyasal, ultrastruktutal ve fonksiyonel Ozelliklere de
sahiptirler (Befus ve ark. 1986; Leeson ve ark. 1988).

Mast hiicreleri hakkinda ilk yapilan c¢aligmalar 1863 yilinda Von
Recklinghausen tarafindan baslatilmigtir. Arastirmaci graniiler olan bu hiicrelere
kurbaga peritonunda rastlamistir ve bu ¢alisma mast hiicrelerinin hemen hemen
ilk gozlemidir (Melman 1987). Mast hiicrelerinin sahip oldugu biiyiik graniiller
nedeniyle Paul Ehrlich bu hiicrelerinin yakininda bulundugu doku hiicrelerini
besleyip, destekledigi kanisina varmistir. Bu yanlis kanisindan yola ¢ikarak 1878’
de Paul Ehrlich bu graniiler hiicrelere mastzellen “iyi beslenmis hiicre” adim
vermistir. Bugiin mast hiicrelerinin bagisiklik sisteminin bir parcast oldugu
bilinmektedir (Prussin ve Metcalfe 2003).

Jorpes ve arkadaslar1 1936’ da, Holmgren ve Wilander 1937’ de mast
hiicrelerinin heparin igerdiklerini bildirmislerdir Mast hiicrelerinin histamin
kaynagi oldugunu ilk defa 1942° de Cazel ileri siirmiistiir. Benditt ve arkadaslar
1955 yilinda ilk defa rat mast hiicrelerinin serotonin igerdiklerini tespit etmislerdir
(Takeuchi ve ark. 1990).

Mast hiicreleri ile doku histamini arasinda kuvvetli bir iligkinin oldugu
1953 yilinda ortaya konulmustur. Buna gdére mast hiicre sayisi ve histamin
seviyesinin fotal donemde ve ¢ok gen¢ hayvanlarda yiiksek oldugu bildirilmistir
(Seftalioglu 1996).

Mast hiicreleri in vitro ortamda periferik kan, kemik iligi, karaciger ve
gbbek kordonundan elde edilen mononiikleer hiicrelerden iiretilebilmistir (Kambe

ve ark. 2001).
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2.3.2. Mast hiicrelerinin orijini ve farklilasmasi

Mast hiicreleri yiiksek afiniteli IgE reseptorleri tasiyan bazofiller ile
icerik ve aktivasyon mekanizmalarinin yakinligi nedeniyle birlikte diistiniilmis ve
birbirlerine benzetilmislerdir. Onceleri sadece bir bazofil tiirii veya esdegeri
olarak diisiiniilmiis olan mast hiicreleri, son yillarda ayr1 bir hiicre olarak ele
alinmakta ve her gegen giin yeni fonksiyonlar1 belirlenmektedir (Ozdemir ve
Savagan 2005). Memeli mast hiicreleri ve bazofillerin bir¢ok sitokimyasal ve
fonksiyonel o©zellikleri benzer olmasma karsin kesinlikle birbirlerinin aym
degillerdir (Karaca ve Yoriik 2005).

Mast hiicreleri kemik iligindeki multipotent CD34+ onciil hiicrelerden
koken alirlar ve periferal dokularda differensiyasyonunu tamamlarlar. Giiglii
inflamatuar mediatorleri igeren mast hiicreleri doku mononiikleer hiicreleridir.
Normal durumda olgun mast hiicreleri periferal dolasimda bulunmaz.
Olgunlagmamis mast hiicreleri dokulara gdcten sonra tipik graniillerle dolanirlar
(Karaca ve Yoriik 2005; Tharp 2003; Slomin ve Boone 2004).

Notrofil ve eozinofillere benzer olarak bazofillerde differensiyasyonunu
kemik iliginde yapmakta (Galli 1990) ve olgunlasmasin1 kan dokusunda
tamamlamaktadirlar. Fakat bazofillerin aksine mast hiicreleri normal bag
dokularda yaygin olarak bulunmaktadirlar (Befus ve ark. 1986; Befus ve ark.
1985; Galli 1990; Ribatti ve ark. 1992).

Mast hiicreleri diger l6kositler gibi pluripotent hematopoietik kok
hiicrelerinden kaynaklanir ve hedef dokuya ulasmadan olgunlagsmazlar. Diger bir
deyisle dolasimda adanmus 6nciil hiicreler olarak bulunurlar. Insanda periferik kan
dolasiminda bulunan mast hiicre onciilleri CD34+, c-kit", FceRI™ fenotipik
Ozelliklerine sahiptir. Bu oOnciil hiicreler yerlestikleri doku tipi ve ortam
sartlarindan etkilenerek 6zgiin bir fenotipe ulasip, olgunlagmasini tamamlarlar
(Gurish ve Austen 2001).

Mast hiicrelerinin orijini hakkinda c¢ok cesitli teoriler ortaya atilmigtir.
Bir ¢ok calismada mast hiicre onciillerinin kaynagi olarak lenfoid dokunun 6nemli
oldugunu diisiintiliirken (Kitamura ve ark. 1978; Miller ve Jarret 1971), Fujita
1977’ de sinir hiicrelerinin ¢evresindeki mast hiicrelerinin ektodermal kokenli

oldugunu ileri stirmiistiir. Elde edilen sonuglar bag dokusu mast hiicrelerinin
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orijin olarak noral kristadan daha ziyade mezodermal kokenli oldugunu
gostermistir (Andrew ve Rawdon 1987).

Mast hiicrelerinin 6zellikleri fonksiyonel, morfolojik ve biyokimyasal
acidan bulunduklari cevreye gore degismektedir. Ornegin; fare periton
kavitesindeki prekiirsorlerden elde edilen mast hiicre gruplari, eger farenin derisi
icine enjekte edilirse bag dokusu mast hiicrelerinin 6zelliklerini, karin igine
enjekte edilirse mukozal mast hiicre 6zelliklerini gosterirler (Tharp ve ark. 1987).

Bu verilerden mast hiicrelerinin ortak onciillerden gelistigi, gelisiminin
farkli sathalarinin oldugu ve hiicrenin i¢inde bulundugu ¢evrenin de farklilagsmay1
etkiledigi belirtilmektedir (Tharp ve ark. 1987).

Kemik iliginden farklilasan ve matiir mast hiicresinin bir ¢ok 6zelligini
tagityan prekiirsor hiicreler ait olduklar1 doku igine go¢ ederler. Mikro c¢evre ve
uygun kosullarin altinda bu prekiirsor hiicreler mutasyona ugrarlar ve heparin gibi
siilfatli proteoglikanlar kapsayan salgi graniillerine sahip olurlar. Bu mutasyonla
ilgili faktorler genelde hemopoetik biiyiime faktorii olup, interlokin-3’ i kapsarlar
(Tekelioglu 2002; Theoharides 1990; Wasserman 1990).

Mast hiicrelerinin gelisim ve farklilasmalarinda sitokinler ve baska
faktorler karmagik bir ag i¢inde etki yaparlar. Biiyiime faktorlerinin en énemlisi
kok hiicre faktoriidiir. Bu faktdr mast hiicre bilyiime faktorii veya KIT ligandi
olarak da adlandirilir. Kok hiicre faktorii, mast hiicrelerinin CD34 pozitif
onciillerinden gelismesini saglar (Mitsui ve ark. 1990).

Kok hiicre faktoriiniin mast hiicre ve mast hiicre progenitorleri
tizerindeki etkileri c-kit protoontogeni tarafindan kodlanan SCF (Stem cell factor)
icin tirozin kinaz yapisinda bir reseptér olan kit araciligi ile olusur.
Farklilasmamig mast hiicre progenitorleri CD34, CD13 ve c-kit eksprese ederler.
Olgunlagsma esnasinda CD4+ ile birlikte baska bazi reseptorleri kaybederler,

ancak c-kit eksprese etmeye devam ederler (Galli ve ark. 1993).

Ratlar ve sicanlar iizerindeki bir caligmada mast hiicre prekiirsorlerinin
degisik lenfoid dokularda bulundugu belirtilmistir. En fazla kemik iliginde, daha
az olarak dalakta ve seyrek olarak da lenf folikiillerinde bulunmustur (Guy-Grand

ve ark. 1986).
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2.3.3. Mast hiicrelerinin morfolojisi

Mast hiicreleri biitiin insan dokularinda ¢ok fazla bulunmasina ragmen
deri, st ve alt solunum yollar1 mukozasi, gastrointestinal sistemde oldugu gibi
viicudun disar1 agilan bosluklarini kaplayan mukozalarda ¢ok sayida bulunurlar
(Wasserman 1990).

Dogumdan itibaren sayilar1 artan mast hiicrelerinin biyiikliikleri,
sekilleri ve graniil dagilimlar tiire ve dokuya gore degisir (Soylu ve ark. 1990).

Mast hiicreleri 15-30 um biiyiikliigiinde olan, sitoplazmasi bazofilik
graniillerle dolu, kiiclik c¢ekirdekli hiicrelerdir (Cook ve ark. 2001). Genellikle
oval yada yuvarlak sekildedirler. Tek oval niikleuslari, ¢ok sayida sekretuar
graniil igeren sitoplazmalar1 vardir. Sahip olduklar salgi graniilleri 0.1-0.4 um
capindadir. Bu graniiller gangliyon, file yada kristal seklindedir. Bunlarin varlig
mast hiicrelerinin statik varliginin gostergesi sayilir (Nienartowicz ve ark. 2006).

Niikleus genellikle tek loblu ve merkezdedir. Bazen birden fazla niikleus
izlenilebilmektedir. Matlir mast hiicrelerinin niikleuslar1 mevcut degildir

(Junqueria ve ark. 1998; Kriiger 1984; Dvorak ve ark. 1987).
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Sekil 2.2. Mast hiicresi ve graniilleri (LM goriintiisii)

Mast hiicrelerinin sitoplazmasinda ayrica arasidonik asitten meydana
gelen lipit cisimcikler ile golgi aygiti, endoplazmik retikulum ve mitokondriler de

vardir (Melman 1987; Dvorak ve ark. 1987; Ross ve Reith 1985).
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Isik  mikroskobik incelemelerde ¢ogu zaman graniiler yogun
boyandigindan tek tek secilemezken bazi hiicrelerin ¢ekirdegininde graniiller
tarafindan tamamen ortiildiigli goriiliir (Bancroft ve Stevens 1990).

Mast hiicrelerinin  elektron mikroskobik incelemelerinde, hiicre
yilizeyinden perifere dogru uzanan ¢ok sayida, uzun ve kalin villuslar gériilmiistiir.
Graniiller ise yuvarlak, oval veya koseli sekilde, membrana bagli yapilar halinde
izlenirler. Bu graniiller, lamelli yapilarla elektron yogun ince graniiler materyal
seklinde iki komponentten olusmuslardir. Lameller yapilar; kalin, egik helezon
yapilart ile parmak izini andiran yumaklar tarzinda, paralel filamantler halinde
goriiliirler (Dvorak ve ark. 1987; Lever ve Schaumburg-Lever 1990; Sandvei ve
ark. 1993; Bardadin ve Scheuer 1986).

Bazi hiicrelerde sitoplazma icinde yag damlaciklarina da rastlanir.
Merkezi veya eksentrik konumda olan ¢ekirdek bazi hiicrelerde derin
invaginasyonlar ve ¢entiklenme gostermesine karsilik genelde segmentsiz olarak
gozlenir. Cekirdekteki heterokromatin daha ¢ok cekirdek membrani boyunca
kiimeler halindedir. Sitoplazmada c¢ok sayida bulunan graniiller ya hiicrede
homojen olarak dagilmis yada olgunlagsmalarina bagli olarak hiicre membranina
yakin olarak yerlesmistir. Ayirt edilmesi gii¢ perigraniiler bir membranla c¢evrili
olan bu graniiller, hayvan tiirlerine gére degisen say1, sekil, biiylikliikk ve i¢ yap1
gosteririler (Penissi ve ark. 2003; Junqueria ve ark.1993; Gray 2004).

Ratlarda bu graniiller diger tiirlere gore daha fazla sayidadirlar (ortalama
500 adet/hiicre) ve ince taneciklerden olusan graniil matriksi homojen, elektron
yogun bir i¢ yap1 gosterirler (Huntley ve ark. 1985). Kobaylarda bu graniiller,
kesitleri bal petegi goriiniimiinii andiran 14 nm.’ lik bosluklardan olusan kristal
benzeri kafesleri igerir (Beil ve ark. 2000). Insanda ise mast hiicreleri farkl
bliyiikliikte olup iki tip graniil igerirler. Bunlardan kii¢iik olan graniillerin
matriksinde kisa, silindirik, y18mn benzeri inkliizyonlarla karakterizedirler. Ikinci
tip grantiller, birbirine paralel kordonlarin olusturdugu kafes goriinlimiinde i¢ yap1
gosterirler. Bu graniillerde, merkezde soluk renkli bdlgeyi yogun bir matriks
cevreler (Bancroft ve Stevens 1990; Craig ve ark. 1989).

Cesitli aragtirmalarda kemirici mast hiicrelerinin morfolojik ve

fonksiyonel farkliliklara sahip olduklar1 belirtilmistir. Bu farkliliklar hiicrenin
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blyiikliigli ve icerdikleri graniillerin yogunlugu, T-hiicre bagimliligi, icerdigi
graniil proteazlari, salgilatict ajanlara verdikleri yamtlar ile igerdikleri
proteoglikanlarin yap1 ve igerigi olarak siralanabilir (Kogak Harem 2001;
Metcalfe ve ark. 1997).

Mast hiicresi membraninda IgE reseptorleri bulunmaktadir. Bir ¢ok etken
mediator saliverilmesini uyarir. Mast hiicrelerinin uyariya fizyolojik cevabi1 daha
cok IgE reseptorleri vasitasiyla olur. IgE reseptorii ile baglanmasi hiicreyi aktive
edip, degraniilasyona neden olmaz. Ancak “multivalent” antijenlerin, mast hiicre
yilizeyindeki reseptorlerine tutunan spesifik IgE’ ler ile ¢apraz baglar olusturmasi
mast hiicre aktivasyonunu baglatir. IgE aracili mast hiicre cevabi, asir1 duyarlilik
reaksiyonlarinin yani sira, parazitlere karst savunma mekanizmasinda da 6nemli
rol oynamaktadir. Son yillardaki ¢aligmalar mast hiicrelerinin Ig’ lerin araciligi
olmadan da aktive olabilecegini gostermistir (Erpek 2004; Metcalfe ve ark. 1997,
Metzger 1991; McCurdy ve ark. 2001).

Insanda, normal karaciger i¢inde mast hiicre yogunlugu milimetre kare
basma ~1.2-3.9/mm’ olmasina ragmen sican karacigerinde (1.8-12/mm?®) daha
boldur. Mast hiicre proteazlarna karsi kullanilan antikorlar veya metakromatik
boyalar; karaciger mast hiicrelerinin genellikle insan ve sigcan karacigerinde portal
alanlarin safra kanallari, venler ve hepatik artelerle bitisik bag dokusunda
yerlestigini gostermistir. Fakat karaciger mast hiicrelerinin %10’ u insan
karacigerinde perisiniizoidal yerlesime sahiptir (Rioux ve ark. 1996; Farrel ve ark.

1995).
2.3.4. Mast hiicrelerinin heterojenitesi ve boyanma ozellikleri

Enerback 1996’ da siganlarla yaptig1 c¢alismalarda mast hiicrelerini
fiksasyon oOzellikleri ve histokimyasal boyanmalarima gore incelemis ve bag
dokularinda yada intestinal mukozalarda bulunan bu hiicrelerin biyokimyasal
ozelliklerini yansitan iki farkli fenotipini tanimlamistir (Enerback 1966b; Erpek
ve Otlu 1995). Bag dokusu mast hiicreleri terminolojisi ¢iktiktan sonra, son
yillarda yapilan ¢aligmalar mast hiicrelerinin biyokimyasal ve islevsel olarak da

glikozaminoglikanlarinin tiirii, intragraniiler serin proteazin tiirli, histokimyasal
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farkliliklar gosterdiklerini kanitlamistir (Metcalfe ve ark. 1997; Gurish ve Austen
2001).

Mast hiicreleri orijinleri, yerlesim yerleri, kullanilan tespit sollisyonuna
verilen cevap, tasidig farkliliklar, fonksiyonel kriterler ve hiicrelerin morfolojik
ozellikleri gibi unsurlar g6z Oniine alindiginda iki temel mast hiicresi tipi
tanimlanmistir (Karaca ve Yortik 2005).

1) T-hiicrelerine bagimli mukozal mast hiicreleri (Mucosal Mast Cells:
MMC); esas olarak gastrointestinal sistem mukozasinda ve solunum yolunun
lamina propriasinda bulunurlar. Mukozalarda, 6zelliklede sindirim ve solunum
sistemi mukozalarinda bulunan mast hiicreleri, diger bolgelerde bulunan mast
hiicrelerinden daha kii¢iik (5-10 um) ve daha az graniil icermektedirler.

2) T-hiicrelerine bagimli olmayan bag dokusu mast hiicreleri (Connective
Tissue Mast Cells: CTMC); gastrointestinal sistem submukozasinda, deride,
peritonda, damar yakinlarinda ve organ serozlarinda bulunurlar ve daha iri (10-20
um) hiicrelerdir (Erpek 2004; Atkins ve ark. 1985; Chen ve ark. 1990; Huntley
1992).

MMC ve CTMC graniillerinde bulunan glikozaminoglikan ve
proteinlerin uzaysal dizilimleri agisindan da farkliliklar bulunmaktadir. MMC’
lerde heparin yoktur (Pearce 1986; Ribatti ve Ark. 1992). CTMC’ lerde
proteoglikanlardan temel olarak heparin bulunmakta, MMC’ lerde ise kondroitin
di siilfat-B bulunmaktadir (Marshall ve Bienenstock 1990; Kircpatrick ve ark.
1988).

CTMC’ ler sadece ylizeysel IgE’ ye sahiptir. MMC”’ ler ise hem yiizeysel
hem de sitoplazmik IgE icerirler (Gomez ve ark. 1987).

Mast hiicrelerinin boyanma 06zellikleri kullanilan tespit soliisyonunun
tiirline bagl olarak degismektedir (Karaca ve Yoriikk 2005). Mast hiicrelerinin
sitoplazmalarinda bazik boyalarla mor menekse boyanan graniiller mevcuttur.
Mast hiicreleri graniilleri glikozaminoglikanlar igerdigi i¢in bazik boyalarla
boyandiklarinda mavi degil, mor-kirmizi-menekse renkte boyanirlar ve bu olguya
“metakromazi” denir. Metakromazi, mast hiicrelerinin heparin ve kondroitin
stilfat gibi graniil i¢eriklerinden kaynaklanmaktadir. Graniiller suda kolay erirler.

Bu graniillerin ¢aplar1 0.8 milimikron kadardir ve en iyi Methilen Blue, Toluidine
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Blue, Alcian Blue ile boyanirlar. Degraniilasyon sirasinda degisen graniiller
Toluidine Blue ile pembeye boyanir. Istirahat halindeki graniiller ise koyu mavi
yada mor renge boyanir (Kriiger 1984; Lever ve Schaumburg-Lever 1990;
Schmauder-Choc ve Chock 1987; Tavli ve ark. 1990; Ozdemir ve Savasan 2005).

Mukozal mast hiicreleri (MMC), Alcian Blue gibi boyalarla
boyanabilmesi i¢in Cornoy, Mota Soliisyonu, Izotonik Formol Asetik Asit
Soliisyonlar1 vb. tespitlere ihtiya¢ vardir. Notral Buffer Formalin gibi tipik aldehit
tespitleri MMC’ lerin bu boyalarla boyanmasini bloke etmektedir (Enerback
1981; Enerback 1966a). MMC’ ler formaldehitin %4’ liik tespitinden sonra higbir
boyama ydntemi ile boyanamazlar (Karaca ve Yoriik 2005; Ozdemir ve Savasan
2005). Bununla birlikte bazi ¢aligmalarda da formalinle tespitinden sonra uzun
streli Toluidine Blue boyama teknigi ile MMC’ lerin boyandiklar1 da
gosterilmigtir (Wingren ve Enerback 1983). Bag dokusu mast hiicreleri (CTMC)
ise tespit soliisyonuna bagli olmaksizin boyanabilmektedirler (Karaca ve Y oriik
2005; Ozdemir ve Savasan 2005).

Kemiricilerde mast hiicreleri, Alcian Blue-Safranin O (AB-SO) kombine
boyama metodunda da; formole duyarli, AB (+) graniiller igeren MMC ile
formole direngli SO (+) graniiller igceren CTMC iki tiptir (Wang ve ark. 2005;
Rozga ve ark. 1991; He ve ark. 2006; Lin ve Lin 2006). Alcian Blue hem
kondroitin siilfath proteoglikanlar1 iceren MMC tiplerini, hem de kondroitin
stilfat ve heparin proteoglikanlarini iceren CTMC tiplerini identifiye ederken (her
ikisi de mavi boyanir), Safranin sadece yiiksek miktardaki siilfathh heparin
proteoglikanlarin1 boyar ve secici olarak CTMC tiplerini ayirmaktadir (kirmizi
boyanir). Ancak bu mast hiicrelerinin sadece bir bolimii Safranin pozitiftir.
Ciinkii olgun olmayan CTMC’ ler Alcian Blue ile kuvvetli boyanmasina karsilik,
Safranin O ile zayif boyanir(Karaca ve Yoriik 2005; Sugihara ve ark 1999).
Benzer sekilde bazik fluorescent bir boya olan Berberine Siilfat boyamada tespite
bagli olmaksizin CTMC’ ler parlak yesil boyanirken MMC’ ler boyanmamaktadir
(Enerback 1981; Ribatti ve ark. 1992).
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Tablo 2.2- Mukozal ve Bag Doku Mast Hiicreleri (Karaca ve Ydriik 2005).

Ozellikler Mukozal Mast [Bag Doku Mast Hiicresi
Hiicresi

Doku yerlesimi ince  bagirsak |Ince bagirsak submukozasi, deri,
mukozasi, vb iskelet kas1 ve serozal yiizeyler

Cornoy, Mota, Izotonik

Formol Asetik Asit + +
Notral tamponlu
formalin _ +
Alcian mavisi boyasi, Mavi Kirmizi
Safranin O boyasi
Berberine Siilfat

B +
Sitoplazmik graniillerin
biiyiikligii <0.2 0.2-0.4 pm

T  lenfosite  bagh

farklilasma +

CTMC’ ler heparin ve Sigan Mast Hiicre Proteazi I (Rat Mast Cell
Proteaz I: RMCP 1) icerirken, MMC” ler kondroitin siilfat ve Sigcan Mast Hiicre
Proteazi II (Rat Mast Cell Proteaz II: RMCP II) icermektedirler (Schwartz 1994;
Erpek 2004; Marshall ve Bienenstock 1990). Sicanlarda MMC’ lerin, CTMC’
lerden daha az histamin ve serotonin igerdikleri bilinmektedir (Metcalfe ve ark.
1997).

Farede mast hiicre heterojenitesi, graniil glikozaminoglikanlarinin
fiksasyon oOzellikleri, histokimyasal boyanmalarindaki farkliliklar, graniil
iceriginin  biyokimyasal simiflandirilmast ve graniil proteoglikanlarinin

karsilagtirilmast sonucunda belirlenmektedir (Kitamura ve ark. 1987).
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In vivo ve in vitro calismalar CTMC’ lerin MMC benzeri hiicrelere
dontisebilecegini gostermistir. Bununla beraber bu degisikligin geriye donebilir
olup olmadig1 agik degildir (Befus ve ark. 1985; Gali 1990).

Insan mast hiicresi heterojenitesinde, son zamanlarda graniillerin tasidig1
noétral proteazlarin farkliligmma gore, T (Tryptase- pozitif, Chymase- negatif) ve
TC (Tryptase-pozitif, ~Chymase-pozitif) mast hiicreleri adlandirilmasi
kullanilmaktadir. Adlandirma rodentleri MMC ve CTMC’ lerin analogudur
(Enerback 1981; Irani ve ark. 1986). MCrc hiicresi, sican bag dokusu mast
hiicresine karsilik gelirken, MCr hiicresi sigan mukozal mast hiicrelerinin karsiligi
olabilir. MCrt daha ¢ok akut yangisal olaylarda rol alirken, MCr¢ kronik olaylarda

ve bag dokunun yenilenme siirecinde rol oynar (Schwartz 1991).
2.3.5. Mast hiicrelerinin mediatorleri

Mast hiicre salgi tirlinleri histamin ve serotonin gibi biyolojik aminleri,
heparin gibi proteoglikanlari, c¢ok sayida enzimleri, prostaglandinler ve
l6kotrienler gibi arasidonik asit liriinlerini ve bir ¢ok interlokin igerikli sitokinleri
icerirler. Mast hiicre mediatorleri genellikle iki tiptir. Bir kismi Onceden
sentezlenerek depolanmis olarak bulunurlar, bazilar1 da uyariya cevap olarak

sentez edilirler (Ozdemir ve Savasan 2005; Dahm ve Latimer 2001).
2.3.5.1. Onceden sekillenmis mast hiicre mediatérleri

Mast hiicrelerinin 6nceden sekillenmis graniil igerikleri ¢esitlilik
gostermektedir. Bunlardan bilinenleri; histamin, heparin, serotonin, ECF-A ve
proteazlardir. Uzerinde en ¢ok calisilanlari, histamin, heparin ve serotonin

olmakla birlikte net ve kesin sonuglar gosterilememektedir.

Histamin: Insanlarda akut alerjik yangmm bir mediatdrii olarak
tanimlanmis olan histamin mast hiicreleriyle iligkili olan ilk kimyasal
maddelerden biridir. Histamin, B-imidazoletilen aminden ilk olarak 1907’ de
sentezlenmis ve hayvan dokularinda da bulunmasindan dolay1 daha sonra
histamin olarak adlandirilmistir. Histamin mast hiicrelerinde golgi aygitinda

sentezlenmektedir (Church ve ark. 2003). Organizmadaki ana kaynagi mast
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hiicreleridir. Mast hiicre graniillerinde depolanir ve sinir uglarindan
noromediatorlere benzer sekilde salgilanir. Kapiller damarlarda genisleme ve
gecirgenligin artmasini saglayan bir biyolojik amin yapisindadir. Hedef hiicredeki
reseptore baglanarak etkisini gosterir (Tharp 2003). Damar gegirgenliginin
artisinda bir mekanizma, mast hiicrelerinin direk aktivasyonu sonucu deri ve
akciger mast hiicrelerinden histamin salgilanmasidir. Ancak burada triptaz
histamin saliniminda bir uyariya neden olmaktadir (Rossi ve Olivieri 1997).
Ciinkii triptaz ve histamin mast hiicre graniillerinde bir arada bulunur ve
degraniilasyon sonrasinda beraber salgilanir (Wolters ve ark. 2000; Weidinger ve
ark. 2000).

Histamin dort farkli reseptoriiniin (H;, Ha, H3, H4) etkisi altinda degisik
biyolojik etkiler olusturmaktadir. Alerjik reaksiyonlarda histamin {izerinde H;
reseptoriiniin etkisi vardir. H, reseptOriiniin mide asit sekresyonunu arttirdigi
diisiiniilmektedir. Hs reseptdrii sinir telleri iizerindeki histamin ic¢in presinaptik bir
reseptor olarak gorev yapar. Hy reseptoriiniin, immun sistemin diizenlenmesinde
bir rolii oldugu gibi, kemik iligi hiicreleri, perifal kandaki mononiileer hiicreler ve
eozinofillerle de bir iliskisi oldugu diistiniilmektedir (Church ve ark. 2003; Norrby
2002).

Histamin barsak ve brons diiz kaslarinda kasilmaya yol agar. Histaminin
mitogenesis veya fibroblast proliferasyonuna da yardim ettigi gosterilmistir
(Giilmezoglu ve Ergiiven 1994; Norrby 1983; Levi-Schaffer ve Weg 1997).

Reseptore baglanan histamin, hiicre i¢i olaylar1 baglatir. Endotel
hiicrelerinde biizlismeye yol agar ve hiicreler arasindan civar dokulara plazma
gecisi olur. Histaminin bir baska etkisi endotel hiicrelerden prostosiktin ve nitrik
oksit (NO) sentezine yol agmasidir. Bunlar damar diiz kaslarin1 gevsetici etki
yaparak, vazodilasyona yol acarlar (McCauley ve ark. 2005; Jackson 1998).

Insanda mast hiicreleri yalniz histamin igerken, kemiriciler gibi bazi
tirlerin mast hiicrelerinde serotonin de vardir. Histamin dakikalar icinde
metabolize oldugu icin etkisi salgiladigi yerde veya yakininda olmaktadir

(Bancroft ve Stevens 1990a).
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Heparin: Heparin ilk kez, 1916 yilinda karacigerden izole edilmistir.
Antikoagulan 6zellikteki bu madde karacigerde lokalize olmasi nedeniyle heparin
adin1 almistir (Majerus ve ark. 1990).

Mast hiicrelerinin metakromatik boyanmasimna neden olan temel
maddedir. Molekiil agirhigr yaklasik 650.000° dir ve glikozaminoglikan
zincirleriyle baglanmis protein c¢ekirdeginden meydana gelir. Baslica fizyolojik
etkileri; antikoagulan, antitrombin, antikompleman olmasidir (Melman 1987).

Insanda mast hiicrelerinin tiimii heparin icermektedir. Bununla birlikte
kemiricilerdeki heparin bag doku ve serozadaki mast hiicrelerinde bulunurken,
mukozadaki mast hiicrelerinde bulunmamaktadir. Heparinin mast hiicrelerindeki
biyosentezi  graniilli  endoplazmik  retikulumun polipeptit  korlarinin
formasyonuyla baslar. Heparin siilfatli proteoglikandir (Church ve ark. 2003).

Heparin, antitrombin III ve platelet faktér IV’ e baghdir,
komplementlerin aktivasyonunu azaltir, fibroblast biiylime faktorlerine baglanir,
plazminojen aktivatoriidiir, fosfolipaz A ve trigliseritlerin salinimini arttirir,
kollajen bagli fibronektini yiikseltir, triptazin, kimazin ve notrofil elastazin
aktivitelerini diizenler (Tharp 2003).

Serotonin: Triptofanin 5-hidroksitriptofana hidroksilasyonu, karaciger
tirozin hidroksilazi tarafindan katalizlenir. Daha sonraki dekarboksilasyonla gii¢lii
bir vazokonsriktor ve diiz kas kasilmasin1 uyaran bir madde olan serotonin (5-
hidroksitripamin) olusur (Murray ve ark.1998).

Rat ve sicanlarda her mast hiicresi basina ortalama 0.8-1.3 pg olarak
bulunmustur. Baglica etkileri diiz kaslarin kasilmasina ve vazokontriiksiyona
neden olmasidir (Melman 1987). Mast hiicreleri, trombosit ve bazofillerden
saliman serotonin, kan damarlarinin biiziismesine yol acar. Hasarli bolgedeki
damarin i¢ yiizeyini doseyen endotel hiicrelerinden salinan entolin, damar
duvarlarindaki diiz kaslarin kasilmasini ve onarimini hizlandirmalar1 i¢in endotel
hiicrelerinin, diiz kas hiicrelerinin ve fibroblastlarin boéliinmesini uyarir (Akay
2001). Serotonin 0Ozellikle beyin dokusunda, mide ve barsak mukozasinin
enterokromofin hiicrelerinde, epifizde ve mast hiicrelerinde bulunur (Baban

1980).
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Diger oOnceden sekillenmis mast hiicre mediatorlerinden ECF-A
(anafilaksinin eozinofil kemotaktik faktorii); eozinofillere kemotaktik etki
yaparlar ve aktive ederler. Bronglarda kas kasilmasi, trombosit toplanmasi ve
vazodilasyon yaparlar (Giilmezoglu ve Ergiiven 1994). Proteazlar ise, triptaz,
kimaz, karboksipeptidaz, katapsin C ve G gibi alt gruplara ayrilirlar. Bu nétral
proteazlar 6zellikle insan ve rat mast hiicrelerindeki salgi graniillerinin dominant
protein unsurlaridir ve segici olarak bu hiicrelerde 16kolize olurlar (Harem 2005).
Triptaz, insan mast hiicrelerinin toplam hiicresel proteinlerinin %20’ sini olusturur
(Glenner ve ark. 1964). B Triptaz, mast hiicre graniillerinde en ¢ok depo edilen
mediatordiir. Kronik yangilarda doku yenilenmesinde ve c¢esitli biyolojik
stireglerde 6nemli rol oynar (Stendon ve Befus 1998; Brown ve ark. 2001). Mast
hiicrelerindeki triptaz ve kimazin biyolojik aktiviteleri karsilastirildiginda bazi
aktiviteleri paylastiklar1 goriiliir. Triptazin bir 6zelligi yangi oncesi mast hiicre
fonksiyonunda rol almasidir. Oysa ki kimazin yangi reaksiyonlarinda daha fazla
rol aldig1 goriiliir (Welle 1997). Karboksipeptidazlar ise kimaz ve triptaz kadar
yogun calisilmamis olup ilk olarak insan ve kemirici mast hiicrelerinden
saflagtirilmiglardir. Fare ve sigcanlarin mukozal ve bag dokusu tipi mast

hiicrelerinde yerlesmislerdir (Church ve ark. 2003).

2.3.5.2. Yeni sekillenen mast hiicre mediatorleri

Bunlarin yapimi 6nceden sekillenmis mast hiicreleri grubundaki
mediatdrlerin iligkide olduklar1 doku yada hiicrelerle etkilesimi sonucu uyarilir.
Bu gruptaki mast hiicre mediatorleri arasidonik asit ve tiirevleridir (Melman
1987). Mast hiicresi ve bazofil graniilositlerdeki lipit mediatorler yeni sentezlenen
maddelerdir. Ana maddeleri {init zarda ve lipit cisimciklerinde bulunan
fosfolipitlerdir (Glilmezoglu ve Ergliven 1994). Prostoglandinler, 16kotrienler ve
platelet aktive edici faktor (PAF) bu gruba girer.

Prostoglandinler ve lokotrienler, ortak bir prekiirsor olan arasidonik
asitten koken alan lipit mediatorleridir. Prostoglandinler siklooksijenaz enzimi,
l16kotrienlerde lipoksijenaz ve diger enzimlerin etkisiyle sentezlenirler. Diiz kas
hiicrelerindeki reseptorlere baglanarak, vazodilatatér ve brons spazmi yapict etki

gosterirler (Tharp 2003; Giilmezoglu ve Ergiiven 1994). PAF ise, bazofil
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graniilositlerde daha fazla bulunur, vazokonstriksiyonu saglar, damar
gecirgenligini arttirir, brons spazmi yapar (Tharp 2003; Wei ve Frenkel 1993;
Giilmezoglu ve Ergiiven 1994).

2.3.5.3. Mast hiicre sitokinleri

Sitokinler hiicresel diizenleyici proteinlerdir. Cesitli uyarilara karsi cevap
olarak 0&zel hiicreler tarafindan salgilanirlar ve hedef hiicrenin davranisini
etkilerler (Gilines 1999). Mast hiicrelerindeki aktivasyon sitokinlerin ve
kemokinlerin sentezi yoluyla da izlenebilir. Son yillarda insan mast hiicrelerinin
ayn1 zamanda ¢esitli sitokinlerin de kaynagi oldugu belirtilmistir. Bu sitokinlerin
hastaliklarda 6nemi kesin degilken, onlar hem fizyolojik hem patolojik durumda
onemli bir rol oynayabilirler (Tharp 2003; Metcalfe ve ark. 1997). Hem 6nceden
olusmus hem de yeni sentezlenmis sitokinler kalsiyum iyonu ve antijenlerle
aktiflenmis mast hiicreleri tarafindan salgilanirlar (Schwartz 1994).

Mast hiicre sitokinlerinden TNF-a (tiimor nekroze edici faktor), alerjik
yang1 olgularinda 6nemli bir sitokindir. Makrofaj ve lenfositlerde fazla miktarda
tiretilmesine ragmen depolama kapasitesi mast hiicrelerinden daha azdir yada
yoktur. IL-4 (interlokin 4); insan fibroblastlariyla kollajen {iretimini uyarir, B-
hiicre proliferasyonunu, IL-6 iiretimini, T-hiicre proliferasyonunu arttirtmayi,
makrofaj 6liimii ve sitokin iiretimini azaltmayi, atopi gelisimini ve IgE iiretimini
uyarir. IL-5 (interlokin 5); eozinofil kemotaksisini, gelisimini ve canliligini
arttirir. Immunohistokimyasal ve in situ hibridizasyon yoluyla yaklasik olarak
mast hiicrelerinin %10’ nunu olusturduklar1 goriiliir. IL-6 (interlokin 6); IgE dahil,
Ig yapimin1 B-hiicreleriyle arttirir ve T lenfositlerini de uyarir. IL-8 (interlokin 8);
Insan mast hiicreleriyle iliskili olan IL-8, &zellikle IgE bagmmli deri mast
hiicrelerinin stimiilasyonunda sitoplazmik membran boyunca ve intraselliiler
graniillerde ortaya konulmustur (Church ve ark. 2003; Giilmezoglu ve Ergiiven

1994; Macleod ve ark. 1997; Schwartz 1994).
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2.3.6. Mast hiicrelerinin aktivasyonu ve degraniilasyonu

Mast hiicreleri, sentez aktivitelerinin miktar ve tipindeki degisimlerle ani
cevresel degisikliklere uyum saglayabilen heterojen bir populasyondur. Bu uyum
cesitli mast hiicre aktivatorlerine karsi gelisen bir durumdur. Bu aktivatorler
immiinolojik ve nonimmiinolojik olarak iki gruptur. Mast hiicre aktivasyonunda
en 1iyi anlasilan uyar1 IgE/antijen birlesmesidir. Mast hiicrelerinin
membranlarinda, plazma hiicreleri tarafindan salgilanan IgE icin spesifik
reseptorler bulunur ve viicuda bir allerjen (antijen) girdiginde, plazma
hiicrelerinde bu antijene kars1 spesifik olan IgE sentezlenir. Bunlar mast
hiicrelerinin yiizey reseptoriine baglanir. Ayni antijen viicuda ikinci defa
girdiginde yine bu reseptorlere baglanir (antijen-antikor reaksiyonu) ve birkag
dakika i¢inde mast hiicre graniillerinin degraniilasyonunu baglatir. Sonugta
histamin bogsalimi ile yerel cevap (lirtiker) yada yaygin cevap (anafilaktik sok)
ortaya cikabilir (Craig ve ark. 1989; Saglam ve ark. 2001).

Mast hiicrelerinde aktivasyon {ii¢ Onemli biyokimyasal reaksiyonu
baslatir. Ik olarak mediatdr-sitokin sentezi icin hiicre cekirdegi uyarilir, gen
diizeyinde reorganizyon ger¢eklesir ve yeni mediatorler icin mRNA
transkripsiyonunda artma olur. Ikinci olarak, en &nemlisi arasidonik asit
metabolizmasi olan lipit metabolizmasi ve lipit metabolitlerinin sentezinde artma
meydana gelir. Mast hiicreleri hangi tip proteoglikani igeriyorsa ona uygun olan
arasidonik asit ve metabolitini salgilar. Son reaksiyon ise mast hiicrelerinin
degraniilasyonudur. Mast hiicreleri aktive olduklarinda graniiller hiicre ylizeyine
dogru hareket ederler ve lokal ekzositoz ile iceriklerini disariya bosaltirlar.
Burada kullanilan enerji, hiicre i¢i aerobik ve anaerobik glikolizden elde edilir.
Salgilanma sirasinda graniiller bir digeri ile kaynasir ve bu sekilde hiicre ylizeyine
dogru kanallar olusur. Ekzositozda, hiicre ve graniil membranimnin kaynagmasi
sonucunda fazlalagan hiicre membrani, karakteristik mast hiicre ylizey
kivrimlarini sekillendir (Craig ve ark. 1989; Metcalfe ve ark. 1997).

Mast hiicre degraniilasyonu kisaca su sekilde 6zetlenebilir. Viicuda giren
herhangi bir antijenle, daha 6nce bu antijen i¢in olusturulan IgE antikorlarinin iki
molekiilii, mast hiicrelerinin yiiksek afiniteli reseptorlerinin Fc kisminda bir araya

gelirler. Boylece degraniilasyonla baslayan bir siire¢ baslar. ilk énce Ca hiicre
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icine girer (Melman 1987). Graniiller aktive olur ve graniiler membran genisler.
Graniil i¢inde ikinci bir membran olusur. Bundan sonra hiicre ve graniil membrani

birlesir ve mediatorler digar1 salinir (Schmauder-Choc ve Chock 1987).
2.3.7. Mast hiicrelerinin fonksiyonlar:

Mast hiicreleri dogal ve uyarlanmis bagisiklikta viicudun ihtiyacina gore
rol alabilmekte, ¢evre sartlarina bagl olarak kendini goreve hazirlayabilmektedir.
Mast hiicresi bagisiklik sisteminin diizenlenmesi ve konak savunmasinda 6nemli
rol oynayan bir ¢ok kuvvetli sitokinin kaynagidir (Ozdemir ve Savasan 2005).

En Onemli fonksiyonlarindan biri bagisiklik sistemi hiicrelerini
enflamasyon ve enfeksiyon alanina toplamasidir. Mast hiicreleri alerjide gec ve
kronik evrelerde 6nemli iglevlere sahiptir. Bu evrelerde mast hiicreleri; eozinofil,
lenfositler gibi infiltre olmus hiicreler vasitasiyla aktive olabilirler ve bu
hiicrelerle etkilesebilirler. Aktive olmus mast hiicreleri eozinofillerin kemotaksisi,
yasamasi ve aktivasyonuna yardim eden mediatorler salgilarlar. Makrofajlar ve
epitel hiicrelerini de lenfosit ve eozinofiller i¢in kemotaktik maddeler
olusturmalar1 konusunda uyarirlar (Erpek 2004; Enerback ve ark. 1989).

Dogal bagisiklikta; Mast hiicrelerinin 6zellikle immiinolojik cevabin
baslatilmasindaki temel fonksiyonlart anlasilmistir.  Viicudun bagisiklik
sisteminde kritik rol oynayacak sekilde yapisal olarak donatilmis ve
yerlestirilmistir.

Birincisi; Mast hiicrelerinin engel dokular olan deri, mukozal ylizeyler,
lenf ve kan damarlari ¢evresindeki yerlesimleri, patojen ile ¢cok erken temaslarini
saglar. Ikincisi; Enflamatuar mediatorleri dnceden sentez, depo ve salgilayabilme
ozellikleri patojene hizli cevabi olanakli kilar. Ugiinciisii; Mast hiicreleri
dolasimda adanmis fakat tam olarak differansiye olmamis durumda
olduklarindan, enflamasyon ortamina kolaylikla gider, orada prolifere ve
differansiye olup, o ortam icin gerekli ozelliklerle donanip gorevlerini yerine
getirirler. Dordiinciisii; Bag dokusu hiicrelerini modiile etme kapasitesine sahip
olmalaridir.

Mast  hiicreleri  enfeksiy6z ajam1  tanir ve direk olarak

mikroorganizmalara baglanir, degraniile olan mast hiicresi patojenin tiiriine gore
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depo edilen yada uyar1 sonrasi sentezlenen mediatorlerini salar (Abraham ve
Malaviya 1997).

Uyarlanmis bagisiklikta ise en klasik Ornegi parazitlere karsi IgE
aracigiyla verdigi cevaptir. Mast hiicrelerinin bagisikligi diizenlemede gorev alan
sitokinleri salgilayarak lenfosit cevabini etkilemelerinin, patojenleri direkt olarak
isleyip bagisiklik sistem hiicrelerine sunmalarinin gosterilmesi bu hiicrelerin
adaptif bagisikliktaki énemini belirtmektedir (Ozdemir ve Savasan 2005).

Mast hiicre sayis1 bir ¢ok fibrotik durumda arttig1 i¢in fibroziste dnemli
bir rol oynadiklar1 diisiiniilmektedir (Stevens ve Austen 1989). Mast hiicreleri
fibrozisin esas sorumlular1 olan fibroblastlar1 direk etkileme potansiyeline
sahiptirler. Histamin ve heparin fibroblastlarin ¢ogalmasini ve kollajen sentezini
arttirmaktadir. Proteazlar veya histamin gibi mast hiicre mediatorlerinin,
mitogenesis veya fibroblast proliferasyonuna yardim ettigi gosterilmistir (Erpek
2004; Metcalfe ve ark. 1997; Norrby 1983; Vicher 1974; Steen ve ark. 1982;
Puxeddu ve Levi-Schaffer 2002).

Mast hiicre sitotoksisitesinde TNF-a ve kimaz igeriklerinin énemli bir
yer tuttugu distniilmektedir. Stimiile edilmemis deri mast hiicreleri ile
sitotoksisite saptanmazken, stimiile olmuslarda saptanmasi ve on sekiz saatlik
veya daha uzun inkiibasyonlarla mast hiicre sitotoksisitesinin gelismesi, timor ile
mast hiicresi arasinda kontagin 6énemli oldugunu ve bunda membrandz TNF-o’
nin rolii olabilecegini diistindiirmiistiir (Clarke ve ark. 1997; Benyon ve ark.
1991). Hayvanlarda bag dokusu mast hiicresinin TNF-a’ ya bagimli veya
bagimsiz mekanizmalarla sitotoksisiteye yol acarak tiimor karsiti bir etki
gosterdigi de bildirilmistir (Tharp ve ark. 1989).

Mast hiicrelerinin tiimdr biiylimesi yani sira romatoid artrit, ovulasyon,
yara iyilesmesi ve doku tamiri gibi durumlarda artmis olarak saptanmasi,
anjiogenez siireci ile iligskili oldugunu diisiindiirmektedir. Mast hiicresinin
anjiogenezde rol alan TNF-a, IL-8, fibroblast ve damar endoteli biiyiime
faktorlerini sentezledigi bilinmektedir. Triptazin yeni damar gelisimi i¢in gerekli
olan alan1 agmak iizere bag dokusunu yiktig1 ve gii¢lii bir anjiojenik uyarici

oldugu da ileri siiriilmiistiir (Hiromatsu ve Toda 2003).
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Mast hiicrelerinin  dokunun homeostasis, onarim ve yeniden
yapilandirilmalarinda 6nemli oldugu ortaya konulmustur (Crivellato ve ark.
2003). Mast hiicresi tarafindan salinan bazi mediatorler (anjiojenik faktorler gibi)
kanser biliylimesini arttirabildigi gibi, 6zellikle kimaz, TNF-a, IL-4 gibi bazilar1 da
tiimor bilyiimesini baskilar (Ozdemir ve Savasan 2005).

Gastrointestinal sistemde, mukoza epitelinin igerisinde mast hiicreleri
olmadigi, ancak mukozal alerji ve parazit istilalar1 sonucunda mast hiicrelerinin
veya prekiirsorlerinin epitel igerisine go¢ edebildikleri belirtilmistir (Enerback
1987).

Giinliimlizde, mast hiicrelerinin, iltihabi barsak hastaliklar1 yani sira
normal barsak fonksiyonlarmin siirdiiriilmesi ve immiinite {izerindeki potansiyel
rolleri gittikce daha iyi anlasilmaktadir (Marshall ve Bienenstock 1990).

Mast hiicrelerinin rol aldiklar1 bildirilen patolojik ve fizyolojik olaylar
sunlardir: Alerjik hastaliklar, iltihabi prosesler, inflamatuar barsak hastaliklari,
kallus gelisimi, osteoporoz, romatizmal hastaliklar, periferik néropati, néromlar,
hipertansiyon, hipoksi, interstisyel akciger hastaliklari, deride {irtikerya
pigmentoza, skleroderma, immiinite, koroner spazmlar, bir ¢ok tiimorler, gebelik
ve dogum (Marshall ve Bienenstock 1990; Padilla ve ark. 1990; Stevens ve
Austen 1989; Vural ve ark. 1991).

Tiim bu bilgiler 15181nda, yaptigimiz ¢aligmalarla, kekik ugucu yaginin,
deri ve mide mast hiicrelerinin lokalizasyonlari, morfolojileri, degraniilasyonu ve
mast hiicre mediatorlerinin boyanmasina etkisinin ayrintili olarak arastirmasi
amaglanmis ve spesifik farkli boyalar kullanarak, mast hiicre mediatorlerinden
heparin, histamin ve serotonin tespit edilmeye ve elde edilen Ozelliklerin
karsgilagtirilmasima ¢alisilmistir.  Deneyde, mukozal ve bag dokusu mast
hiicrelerinin karsilastirmast miimkiin olan mide ve deri dokularinin seg¢ilme
sebebi, daha once bu dokular iizerine calismalar yapilmasi fakat net bir sonug elde

edilememis olmasidir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Deney Hayvanlan

Deneylerlerde, 200-300 gr. agirliginda saglikli, disi-erkek Wistar albino
siganlar (Rattus norvegicus) kullanilmistir. Deney hayvanlari, normal gece
glindiiz siklusunda, yasadigi ortama adaptasyonu i¢in en az enerji harcayarak
uyum sagladigi optimal sicaklikta (20-27 °C), hayvanlarin fizyolojik
faaliyetlerinin bozulmamalar ic¢in giiriiltiden uzak (Basaran 1998), temiz bir
ortamda kafeslerde gdzetim altinda tutulmustur. Deney hayvanlari deney
siirecinde, gelisimleri i¢in ihtiya¢ duyduklar1 iyonlar1 alabilmesi i¢in ¢esme suyu

ve standart (ticari) yapay fare yemi (Eysem A.S., Eskisehir) ile beslenmistir.

3.1.2. Deneyde kullamlan kimyasal maddeler ve hazirlanmalari

3.1.2.1. Fiksatorler

Mast hiicrelerinin boyanma o6zellikleri kullanilan tespit soliisyonunun
tiriine baglh olarak degismektedir (Karaca ve Yorikk 2005). Genel bilgiler
boliimiinde, mast hiicre heterojenitesi ve boyanma oOzellikleri (Bkz. 2.3.4)
kisminda da belirtilen nedenlerden dolayr deneyde dort farkli fiksatif
kullanilmistir. Cornoy fiksatorii, metilen, toluidine ve alcian mavileri boyamalari
icin; Kromat fiksatorii, modifiye edilmis giemsa boyamasi i¢in; Buin fiksatorii,
maygrunwald-giemsa boyamasi i¢in; Notral formalin fiksatorii ise hematoksilin-
eosin boyamasi i¢in kullanilmistir (Ross ve Reith 1985; Bancroft ve Stevens

1990a, 1990b).

Notral Formalin;

Formalin (%40), (Riedel-de-Haen) 100 ml
Distile su 900 ml
Sodyum di hidrojen fosfat 4 gr
Di sodyum hidrojen fosfat 6,5 gr
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Cornoy Fiksatorii;

Absolii alkol (Riedel-de-Haen) 60 ml
Glasial asetik asit (Riedel-de-Haen) 10 ml
Kloroform 30 ml

Buin Fiksatorii;

Suda doymus pikrik asit (aqueus) 75 ml
%40’ ik Formaldehit 25 ml
Glasial asetik asit (Riedel-de-Haen) 5 ml

Kromat Fiksatorii;

%S5’ lik (su ile) Potasyum dikromat (Fluka) 60 ml

1 M Sodyum asetat (Sigma) 10 ml
Formaldehit (%40), (Riedel-de-Haen) 12 ml
Distile su 18 ml
3.1.2.2. Boyalar

Deneyde alt1 farkli boya kullanilmistir. Mast hiicre mediatorlerinden
heparini gostermek icin methilen mavisi. histamin i¢in toluidine mavisi ve
maygrunwald-giemsa, serotonin i¢in modifiye edilmis giemsa, hem heparin hem
de histamin i¢in alcian mavisi, genel goriiniim i¢in de hematoksilin-eosin boyalari

denenmistir.

Hematoksilin-Eosin;

Hematoksilin (Sigma) 0,25 gr
Distile su 250 ml
Sodyum iyodiir 0,05 gr
Allum 12,5 gr
Kloral hidrat 0,25 gr
Sitrik asit 0,25 gr
Eosin Y (Sigma) 1 gr
Etil alkol (%70) (Teknik) 100 ml
Asetik asit (Riedel-de-Haen) 0,2 gr
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Sonug: Cekirdek mavi, sitoplazma pembe boyanmasi beklenilmektedir.

Methilen Mavisi;

Methilen violet (Merck) 2 gr
Etil alkol (%95), (Teknik) 20 ml
Amonyum oksalat (%1’ lik su ile) 80 ml

Sonug: Amyloid graniiller agik mor menekse, zemin mavi boyanmasi

beklenilmektedir.

Toluidine Mavisi;

A sollisyonu:

Toluidine blue O (Fluka) 1 gr
Etil alkol (%70), (Teknik) 100 ml
B soliisyonu:

Sodyum klorit (Riedel-de-Haen) 0,5 gr
Distile su 50 ml

C soliisyonu;
A soliisyonundan 5ml

B soliisyonundan 45 ml

Sonug¢: Histamin igeren mast hiicreleri ac¢ik mor, zeminin mavi

boyanmasi beklenilmektedir.

Alcian Mavisi;

Alcian blue (Sigma) 0,36 gr
Safranin O (Sigma) 0,18 gr
Ferik amonyum siilfat (Sigma) 0,48 gr

Sonug¢: Histamin igeren mast hiicreleri mavi, heparin igeren mast

hiicreleri kirmizi boyanmasi beklenilmektedir.

MayGrunwald;
MayGrunwald soliisyonu: (Aldrich)

Jenner stain 20 ml
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Distile su 20 ml
Giemsa soliisyonu: (Aldrich)

Giemsa stain I ml
Distile su 50 ml
Asetik asit soliisyonu:

Asetik asit (Riedel-de-Haen) Sml
Distile su 495 ml

Sonug: Cekirdekler mavi, sitoplazma pembe-kirmizi, histamin igeren

mast hiicreleri ise agik mor-mavi boyanmasi beklenilmektedir.

Modifiye Giemsa;

Standart giemsa (Aldrich) 2 ml
Distile su (pH ,8) 48 ml
Asetik asit soliisyonu;

Glasial asetik asit (Riedel-de-Haen 5ml
Distile su 995 ml

Sonug: Kromofin graniiller cam yesili-yesilimsi sari, g¢ekirdek mavi
boyanmasi beklenilmektedir (Bancroft ve Stevens 1990a ve 1990b; Ross ve Reith
1985).

3.1.3. Karvakrolun hazirlanmasi

Calismamizda kullandigimiz kekik ugucu yag1 olan karvakrol, Anadolu
Universitesi, Tibbi ve Aromatik Bitki ve Ilag Arastirma Merkezi’ nden
saglanmigtir. Zeytinyagi-karvakrol (1:9) olarak hazirlanan karisim, yedi deney
hayvanina, yedi giin siireyle,1.giin, 3.giin, 5. giin ve 7. giinler ayn1 saatlerde ve her
seferinde 0,250 pul doz biciminde intraperitonel olarak enjekte edilmistir

(Zeytinoglu ve ark. 2003).
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3.2. Yontem
3.2.1. Deney siireci

Deney hayvanlar altis1 negatif kontrol, yedisi pozitif kontrol ve yedisi
deney grubu olmak iizere toplam ii¢ gruba ayrilmistir. Tiim gruplar, deney
siirecinde ayni besin ve yontemle beslenmis ve aymi kontrollii ortamda
tutulmuglardir:

1. Grup (Negatif Kontrol grubu): Bu gruptaki alt1 hayvana, yedi giinliik
deney siirecinde, 1.giin, 3. giin, 5.giin, 7. giin, ayn1 saatlerde, intraperitonel yolla,
250 pl serum fizyolojik (NaCl) enjekte edilmistir.

2. Grup (Pozitif Kontrol Grubu): Bu gruptaki yedi hayvana, yedi giinliik
deney stirecinde, 1.giin, 3. giin, 5.giin, 7. giin, ayn1 saatlerde, intraperitonel yolla,
zeytinyagi enjekte edilmistir.

3. Grup (Deney Grubu): Bu gruplardaki yedi hayvana, 3.1.3 de sunulan

yontemle maddeler enjekte edilmistir.
3.2.2. Diseksiyon

Son enjeksiyondan 2 giin sonra, (9. giin) hayvanlar disekte edilmistir.
Diseksiyon oncesinde hayvanlar bayiltma kabinin iginde eterle bayiltilmis, daha
sonra ex etmek amaciyla servikal dislokasyon (boyun ¢ikarma) uygulanmistir. Her
bir deney hayvaninin karmn bolgesi jiletle tiiylerden olabildigince arindirilarak
gbbek derisinden parga (yaklasik 1 cm?) alimustir. Daha sonra kesilerek ulasilan
karin bolgesindeki midenin fundus boliimiinii alinarak (yaklasik 1 cm’ lik parca),
ici yabanci maddelerden arindirilmak amaciyla bosaltilarak temizlenmistir. Alinan
tim deri ve mide pargalar1 dort ayri fiksatife konulmak iizere dort ayri esit

parcalara ayrilmistir.
3.2.3. Fiksasyon

Deneyde, cornoy, kromat, buin ve nétral formalin olmak {izere,
calismalarimizda kullanilacak her boya ¢esidine uygun dort farkl 6zellikte fiksatif

kullanilmigtir. Doku materyalleri, nétral formalin i¢inde 24 saat, cornoy
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fiksatoriinde 6 saat, buin fiksatorii icinde 18 saat ve kromat iginde ise 6 saat
siirelerinde, oda sicakliginda tespit edilmislerdir.

Fiksasyon siiresi bitiminde, ndtral formalin ile fikse edilen dokular 3 saat,
cornoy ve kromat fiksatiflerinde fikse edilen dokular 18 saat siire ile akar su altina
yikanmistir. Buin fiksatoriinde fikse edilen dokular ise %50- %70’ lik etil alkol

ile, sar1 renk kaybolana kadar iyice yikanmustir.
3.2.4. Dehidratasyon (Dokudaki suyun alinmasi)

Su ile yikanarak tespit soliisyonu uzaklastirilmig olan materyaller bol
miktarda su icermektedir. Tespit isleminin ardindan uygulanan yikama islemi
nedeniyle bol su i¢ceren doku materyalleri sudan arindirmak i¢in, kademeli olarak
artan alkol serilerinden gecirilmistir.

Artan alkol serileri olarak; %50, %70, %80, %90, %96 ve %96’ lik etil
alkol kullanilmis ve materyaller her birinde (%96 lik alkolde iki kez), 1’ er saat
bekletilmigtir.

3.2.5. Saydamlastirma

Tiim doku materyalleri 2 ayri ksilolde, 60’ ar dakika bekletilmistir.
Ksilolde bulanik bir renk goriildiiglinde, dokular tekrar %96’ lik alkole alinarak

eser miktarda kalan suyun dokudan atilmasi saglanmustir.
3.2.6. Parafinizasyon (parafine gomme) ve bloklama

Dokulardan rahat kesitler alinmasi ve diizgiin kesit yiizeyi saglanabilmesi
i¢in doku ile ayn1 sertlige sahip olan parafin ¢esidi kullanilmasina ¢alisilmistir. Ug
ayr1 beherde bulunan erimis parafinin i¢ine dokular konularak her birinde 30’ ar
dakika olacak bicimde, etiivde (60 °C) bekletilmistir.

Parafin dokunun igine tam olarak niifuz ettikten ve parcalar kesit almak
icin yeterince sertlestikten sonra, metal bloklara kesit yiizeyleri diizgiin gelecek
sekilde yerlestirilip etiketlenerek, sogumaya birakilmistir. Parafin soguduktan
sonra metal bloklardan ¢ikarilarak, etiketlenmis ve kesit almaya hazir bigimde

buzdolabinda bekletilmistir.
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3.2.7. Kesit alma

Parafine gomiilii dokular, buzdolabinda yeterince sogutulduktan sonra,
uygun bir bicimde mikrotoma yerlestirilerek, 5-6 p kalinliginda kesitler alinmis ve
aliman kesitler 40 °C’ deki su banyosunda agilmalar1 icin birka¢ dakika
bekletilmistir. Yeterince agilan kesitler lam {izerine alinip kuruduktan sonra, egik
konumda 2,5 saat etiivde (57 °C) bekletilerek, kesit i¢indeki parafinin eritilmesi
ve kesitlerin lam iizerine tamamen oturup yayilmalar1 saglanmistir.

Kesitler, daha sonra tam olarak parafinden arindirma, mikroskobik
incelemede saydam goriinme ve alkol-parafin arasi gecisin saglanilabilmesi igin,

ksilolde bekletilmislerdir.
3.2.8. Boyama prosediirleri

Ksilolde bir gece bekletilerek parafinden arindirilmis doku kesitleri,
genel goriiniimiini, mast hiicreleri, mediatorleri ve degraniilasyonu gosterebilmek
icin spesifik yedi ¢esit boya ile boyanmustir.

Boyama islemine ge¢ilmeden Once yedi boyama prosediiriinde de,
dokularin sulu ortamda boyanma prensibine uygun olarak kesitler azalan alkol
serilerinden gegirilmistir:

Sirasiyla, %96, %96, %90, %70, %50, %30’ luk alkollerde 3’ er dakika

bekletilmis ve boylece boyama islemi i¢in dokularin su almalar1 saglanmastir.
3.2.8.1. Hematoksilin-Eosin boyama

Notral formalin ile fikse edilmis doku kesitleri, genel goriinlim i¢in bu
boya karisimi ile boyanmistir. Hematoksilin-Eosin boyalar1 mast hiicrelerine 6zel
olmamakla birlikte genel doku goriintiisii elde edebilmek amaciyla kullanilmastir.

1. Sirastyla azalan alkol serilerinden gecirilen kesitler 5 dakika su ile,
kesitler diismeyecek ve zarar gormeyecek sekilde yikanmustir.

2. Niikleus boyanmasi i¢in, hematoksilin boyasinda 2,5 dakika siireyle
boyanmustir.

3. Ince akan ¢esme suyunda, renk kaybolana kadar yikanmustir.
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4. Sitoplazma boyanmasi i¢in, eosin boyasinda 1-1,5 dakika siireyle
boyanmustir.

5. Ince akan cesme suyunda, renk kaybolana kadar yikanmistir.

6. Sirastyla, %70, %80, %90, %96’ lik, artan alkol serilerinden 2’ ser
dakika gecirilmistir.

7. I¢inde alkol bulunan kesitlerin, kapatma materyali olarak kullanilmis
olan entellan ile degis tokusunu saglamak icin, ilk once alkol-ksilol aras1 degisim
yapilmis ve iki ayr1 ksilolde 50° ser dakika bekletilmistir.

8. Ksilolden alinan kesitler etrafi diizgiince silinerek entellanla kapatilmis

ve daimi preparat haline getirilmistir.
3.2.8.2. Methilen mavisi ile boyama

Cornoy fiksatifi ile fikse edilmis dokulardan alinan kesitler, mast hiicre
mediatorlerinden heparini gdstermek amactyla metilen mavisi ile boyanmustir.

1. Siwrasiyla azalan alkol serilerinden gecirilen kesitler 5 dakika su ile,
kesitler diismeyecek ve zarar gormeyecek sekilde yikanmaistir.

2. Metilen mavisi boya soliisyonu ile 5 dakika siireyle boyanmustir.

3. %2’ lik asetik asit soliisyonu ile zemin fark edilinceye kadar dikkatlice
yikanmigtir.

4. Cesme suyu ile iyice yikanmustir.

5. Artan alkol serilerinden gecirilerek, iki ayr1 ksilolde 50° ser dakika

bekletildikten sonra, entellanla kapatilmistir.
3.2.8.3. Toluidine mavisi ile boyama

Cornoy fiksatifi ile fikse edilmis dokulardan alinan kesitler, mast hiicre
mediatdrlerinden histamini gostermek amaciyla toluidine mavisi ile boyanmustir.

1. Sirastyla azalan alkol serilerinden gecirilen kesitler 5 dakika su ile,
kesitler diismeyecek ve zarar géormeyecek sekilde yikanmustir.

2. C soliisyonu ile 4-5 dakika siireyle boyanmustir.

3. Distile su ile 6 kez yikanmugtir.

4. %95’ lik ve absolii alkol ile hizlica yikanarak dehidre edilmistir.
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5. iki ayr1 ksilolde 50 ser dakika bekletilip, yeterince saydamlastiktan

sonra, entellan ile kapatilmistir.
3.2.8.4. Alcian mavisi ile boyama

Cornoy fiksatifi ile fikse edilmis dokulardan alinan kesitler, mast hiicre
mediatorlerinden histamini géstermek amaciyla alcian mavisi ile boyanmustir.

1. Siwrasiyla azalan alkol serilerinden gecirilen kesitler 5 dakika su ile,
kesitler diismeyecek ve zarar gormeyecek sekilde yikanmaistir.

2. Alcian mavisi soliisyonunda 15 dakika siireyle boyanmustir.

3. Cesme suyunda iyice durulanmistir.

4. Tersiyer biitil alkolde dehidre edilmistir.

5. Artan alkol serilerinden gegirilerek, iki ayr1 ksilolde 50° ser dakika

bekletildikten sonra, entellanla kapatilmistir.
3.2.8.5. MayGrunwald-Giemsa ile boyama

Buin fiksatifi ile fikse edilmis dokulardan alinan kesitler, mast hiicre
mediatorlerinden histamini gostermek amaciyla maygrunwald-giemsa ile
boyanmustir.

1. Sirastyla azalan alkol serilerinden gecirilen kesitler 5 dakika su ile,
kesitler diismeyecek ve zarar géormeyecek sekilde yikanmustir.

2. A soliisyonunda 6 dakika,

3. B soliisyonunda 45 dakika siireyle boyanmustir.

4. Distile su ile iyice durulanmistir.

5. %1’ lik asetik asit ile 4 kez yikanmustir.

6. Distile su ile iyice durulanmis, artan alkol serilerinden gegcirilerek, iki

ayr1 ksilolde 50 ser dakika bekletildikten sonra, entellanla kapatilmistir.
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3.2.8.6. Modifiye giemsa ile boyama

Kromat fiksatorii ile fikse edilmis dokulardan alinan kesitler, kromofin
graniilleri gdstermek amaciyla modifiye edilmis giemsa boyasi ile boyanmustir.

1. Sirastyla azalan alkol serilerinden gecirilen kesitler 5 dakika su ile,
kesitler diismeyecek ve zarar géormeyecek sekilde yikanmustir.

2. Distile su ile ¢calkalanmistir.

3. Giemsa soliisyonunda 1 gece siireyle boyanmisg, ardindan distile su ile
durulanmustir.

4. Asetik asit soliisyonu ile kesitler pembelesinceye kadar (yaklasik 2
dakika) yikanmis, ardindan ¢esme suyunda durulanmistir.

5. Swrasiyla, %70, %80, %90, %96’ lik, artan etil alkol serilerinde hizlica
dehidre edilmistir.

6. Iki ayr1 ksilolde 50° ser dakika bekletilip saydamlastirma isleminden

sonra entellan ile kapatilmigtir.
3.2.9. Mikroskobi

Deri ve mide bloklarindan alman ve 6 ayri cesit boyalarla boyanan
kesitler, Olympus CH40 1s1k mikroskobu altinda, X10° luk, X60’ lik ve

imversiyon kullanilarak X100’ liik biiyiiltmelerde incelenmistir.
3.2.10. Fotografi

Isik mikroskobu ile incelen kesitlerin mikrograflari, Olympus U-PMTVC
otomatik fotomikrografi aract ile X60° lik ve X100 lik biyiiltmelerde
cekilmistir.
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4. BULGULAR

Karvakrol enjekte edilmis deney gruplarinda, deri ve mide fundus
kesitleri incelendiginde genel olarak mast hiicrelerinde sayica artis goriilmiistiir.
Deri ve mide fundustaki mast hiicrelerindeki aktivasyona bakildiginda; deride
degraniilasyon, midede ise Ozellikle graniilasyon yoniinden yogun bir aktivite
oldugu goriilmektedir.

Deney gruplarindaki deri ve mide fundusta bulunan mast hiicreleri genel
olarak incelendiginde, derideki mast hiicrelerinin mide fungustakilere gére daha
biiylik oldugu goriilmiistiir.

Intraperitonel yolla zeytinyag1 verilen her iki dokudaki pozitif kontrol
gruplari incelendiginde, mast hiicre sayimin hemen hemen deney gruplarina yakin
oldugu, aktivasyonun ise genellikle graniilasyon seklinde oldugu tespit edilmistir.

Serum fizyolojigin intraperitonel olarak enjekte edildigi negatif kontrol
gruplarinda ise mast hiicrelerinin normal sayida ve inaktif durumda olduklar
gOriilmiistiir.

Gruplardaki mast hiicre lokalizasyonuna bakildiginda, deridekilerin
diizensiz sik1 bag doku i¢inde kas dokuya yakin olarak, mide fundustaki mast
hiicrelerinin de gevsek bag dokuda yaygin oldugu belirlenmistir. Ayrica her iki
dokuda da genellikle kan damarlar: etrafinda siralandiklar1 goze carpmaktadir.

Deri ve mide fundusta bulunan mast hiicrelerinin morfolojik olarak
birbirlerinden farkli oldugu; deride mekik seklindeyken midede daha oval yapida
bulundugu goriilmektedir.

Uc gruptaki mast hiicrelerinin genel biiyiikliikleri karsilastirildiginda;
deney ve pozitif kontrol gruplarindaki mast hiicre boyutlarinin birbirine ¢ok yakin
oldugu, negatif kontrol gruplarindakilerin ise ¢ok daha ufak oldugu izlenmistir.

Kullanilan bes boyada da gdzlenen bu genel bulgularin yaninda, mast
hiicrelerinin kimyasinin, enjekte edilen maddeye gore her bir boyaya farkl tepki

verdikleri gozlenmis ve bunlar ayri basliklar altinda verilmistir.
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4.1. Mide fundus ve deri kesitlerine ait hematoksin-eosin boyama bulgulari

Hematoksilin-eosin boyast ile boyanan her {i¢ gruptaki deri ve mide
fundus dokularina ait kesitlerde mast hiicresi tespit edilememistir (Sekil 4.1.a;

Sekil 4.1.b; Sekil 4.1.c).

Sekil 4.1.a. Deney grubu mide fundus ve deride hematoksilin-eosin ile boyanmus kesitler. a) Deri

(X10), b) Deri (X60), ¢) Deri (X100), d) Mide (X10), e) Mide (X60), f) Mide (X100).
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Sekil 4.1.b. Pozitif kontrol grubu mide fundus ve deride hematoksilin-eosin ile boyanmis kesitler.
a) Deri (X10), b) Deri (X60), ¢) Deri (X100), d) Mide (X10), e) Mide (X60), f) Mide
(X100).
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Sekil 4.1.c. Negatif kontrol grubu mide fundus ve deride hematoksilin-eosin ile boyanmis kesitler.
a) Deri (X10), b) Deri (X60), ¢) Deri (X100), d) Mide (X10), e) Mide (X60), f) Mide
(X100).
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4.2. Mide fundus ve deri Kkesitlerine ait maygrunwald-giemsa boyama

bulgular

Maygrunwald-giemsa boyasi ile boyamaktaki amag, mast hiicrelerinde
histamin mediatorii varligini arastirmaktir.

Mide fundus deney gruplarindaki mast hiicrelerinin ag¢ik mavi-mor
renkte, cekirdekleri mavi boyandigi ve degraniilasyona yakin graniilasyon
aktivitesi gosterdigi goriilmektedir. Deri deney gruplarinda ise mast hiicrelerinin
sadece mor boyandig1 ve degraniilize olduklar1 izlenmistir (Sekil 4.2.a).

Pozitif kontrol grubu mide dokusundaki mast hiicreleri mavi renkte
boyanip graniilasyon gosterirken, derideki mast hiicreleri koyu mor boyanmis ve
genellikle inaktif durumda izlenmistir (Sekil 4.2.b).

Negatif kontrol gruplarinda her iki doku tipinde de koyu mor boyanmis

ve pasif mast hiicreleri goriilmiistiir (Sekil 4.2.c).
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Deney grubu mide fundus ve deride maygrunwald-giemsa ile boyanmis kesitler. a)
Deri (X10), b) Deride mast hiicreleri (X60), c) Deride agik mor boyanmis ve
degraniilize olmus mast hiicreleri (X100), d) Mide (X10), ) Midede mast hiicreleri
(X60), f) Midede agik mavi-mor, ¢ekirdek mavi boyanmis, degraniilize ve graniilize

olmug mast hiicreleri (X100).
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Sekil 4.2.b. Pozitif kontrol grubu mide fundus ve deride maygrunwald-giemsa ile boyanmis

kesitler. a) Deri (X10), b) Deride mast hiicresi (X60), c¢) Deride koyu mor boyanmis
inaktif mast hiicresi (X100), d) Mide (X10), ¢) Midede mast hiicreleri (X60), f)

Midede mavi boyanmis ve graniilize olmus mast hiicreleri (X100).
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Sekil 4.2.c. Negatif kontrol grubu mide fundus ve deride maygrunwald-giemsa ile boyanmis
kesitler. a) Deri (X10), b) Deride mast hiicreleri (X60), c) Deride koyu mor boyanmis
inaktif mast hiicresi (X100), d) Mide (X10), ¢) Midede mast hiicreleri (X60), f)
Midede koyu mavi boyanmig pasif mast hiicresi (X100).
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4.3. Mide fundus ve deri kesitlerine ait toluidine mavisi boyama bulgulari

Toluidine mavisi boyasi ile boyamadaki amag¢, mast hiicrelerinde
histamin mediatori varligini aragtirmaktir.

Mide fundus deney gruplarindaki mast hiicrelerinin ag¢ik mor renkte
boyandigi ve degraniilasyona yakin graniilasyon aktivitesi gosterdigi
goriilmektedir. Deri deney gruplarinda ise mast hiicrelerinin koyu mor-mavi
boyandig1 ve degraniilize olduklari izlenmistir (Sekil 4.3.a).

Pozitif kontrol grubu mide dokusundaki mast hiicreleri agik mor renkte
boyanip graniilize olmuslardir. Derideki mast hiicreleri koyu mor-mavi boyanmis
ve graniilize durumda izlenmistir (Sekil 4.3.b).

Negatif kontrol gruplarinda her iki doku tipinde de koyu mor-mavi

boyanmis ve pasif mast hiicreleri goriilmiistiir (Sekil 4.3.c).
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Sekil 4.3.a. Deney grubu mide fundus ve deride toluidine mavisi ile boyanmis kesitler. a) Deri

(X10), b) Deride mast hiicreleri (X60), ¢) Deride koyu mor-mavi boyanmisg
degraniilize mast hiicreleri (X100), d) Mide (X10), e) Midede mast hiicreleri (X60), f)

Midede agik mor boyanmis graniilize-degraniilize mast hiicreleri (X100).
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Sekil 4.3.b. Pozitif kontrol grubu mide fundus ve deride toluidine mavisi ile boyanmis kesitler. a)

Deri (X10), b) Deride mast hiicreleri (X60), ¢) Deride koyu mor-mavi boyanmis
graniilize mast hiicreleri (X100), d) Mide (X10), ¢) Midede mast hiicreleri (X60), f)

Midede ag¢ik mor boyanmig graniilize mast hiicreleri (X100).
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Sekil 4.3.c. Negatif kontrol grubu mide fundus ve deride toluidine mavisi ile boyanmis kesitler. a)

Deri (X10), b) Deride mast hiicresi (X60), ¢) Deride koyu mor-mavi boyanmis pasif
mast hiicresi (X100), d) Mide (X10), e) Midede mast hiicresi (X60), f) Midede koyu

mor-mavi boyanmis pasif mast hiicresi (X100).
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4.4. Mide fundus ve deri Kkesitlerine ait metilen mavisi boyama bulgulari

Metilen mavisi boyasi ile boyamadaki amag, mast hiicrelerinde heparin
mediatori varligini aragtirmaktir.

Karvakrol enjekte edilen deri deney gruplarinda mast hiicrelerinin agik
mor-menekse boyanarak degraniilasyon gosterdikleri izlenmistir. Mide fundus
deney gruplarinda ise agik mor boyanmaya rastlanmamis, mavi boyanan ve
degraniilize olan mast hiicreleri gézlenmistir (Sekil 4.4.a).

Deri ve mide fundusa ait pozitif kontrol gruplarindaki mast hiicreleri
mavi renge boyanarak graniilize olmuslardir (Sekil 4.4.b).

Negatif kontrol grubundaki her iki dokuya ait kesitlerde koyu mavi

boyanmis ve higbir aktivite gozlenmemistir (Sekil 4.4.c).
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Sekil 4.4.a. Deney grubu mide fundus ve deride methilen mavisi ile boyanmis kesitler. a) Deri
(X10), b) Deride mast hiicreleri (X60), c) Deride agik mor-menekse boyanmis
degraniilize mast hiicreleri (X100), d) Mide (X10), e) Midede mast hiicreleri (X60), f)

Midede mavi boyanmis degraniilize mast hiicreleri (X100).
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Sekil 4.4.b. Pozitif kontrol grubu mide fundus ve deride methilen mavisi ile boyanmis kesitler. a)

Deri (X10), b) Deride mast hiicreleri (X60), ¢) Deride mavi boyanmig graniilize mast
hiicresi (X100), d) Mide (X10), e) Midede mast hiicreleri (X60), f) Midede mavi

boyanmig graniilize mast hiicreleri (X100).
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Sekil 4.4.c. Negatif kontrol grubu mide fundus ve deride methilen mavisi ile boyanmus kesitler. a)

Deri (X10), b) Deride mast hiicresi (X60), ¢) Deride koyu mavi boyannmug pasif mast
hiicresi (X100), d) Mide (X10), e) Midede mast hiicresi (X60), f) Midede koyu mavi
boyanmis pasif mast hiicresi (X100).
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4.5. Mide fundus ve deri kesitlerine ait alcian mavisi boyama bulgular:

Alcian mavisi boyast hem heparin hem de histamin mediatdrlerini
gostermek i¢in kullanilmistir.

Deri deney gruplarina bakildiginda mast hiicrelerinin kirmizi boyandigi
ve degraniilize olduklar1 gozlenmistir. Mide fundus bolgesine ait kesitlerde ise
mast hiicreleri mavi boyanmis ve graniilize olmuslardir (Sekil 4.5.a).

Zeytinyagi verilen deri dokusunun kontrol gruplarindaki mast hiicreleri,
koyu kirmizi boyanmis ve graniilasyon gostermisleridir. Mide de ise koyu mavi
boyanan ve graniilize olmus mast hiicreleri saptanmistir (Sekil 4.5.b).

Serum fizyolojik enjekte edilen negatif kontrol deri gruplarinda koyu
kirmizi boyanan pasif mast hiicreleri gorilmiistiir. Mide fundusa ait negatif
kontrol grubundaki mast hiicreleri koyu mavi boyanmis pasif hiicreler olarak

izlenmistir (Sekil 4.5.c).
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Sekil 4.5.a. Deney grubu mide fundus ve deride alcian mavisi ile boyanmis kesitler. a) Deri
(X10), b) Deride mast hiicreleri (X60), c) Deride kirmizi boyanmis degraniilize mast
hiicresi (X100), d) Mide (X10), ¢) Midede mast hiicreleri (X60), f) Midede mavi

boyanmig graniilize mast hiicreleri (X100).
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Sekil 4.5.b. Pozitif kontrol grubu mide fundus ve deride alcian mavisi ile boyanmis kesitler. a)
Deri (X10), b) Deride mast hiicreleri (X60), c¢) Deride koyu kirmizi boyanmis
graniilize mast hiicreleri (X100), d) Mide (X10), ¢) Midede mast hiicreleri (X60), f)
Midede koyu mavi boyanmig graniilize mast hiicreleri (X100).
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Sekil 4.5.c. Negatif kontrol grubu mide fundus ve deride alcian mavisi ile boyanmis kesitler. a)

Deri (X10), b) Deride mast hiicresi (X60), c) Deride koyu kirmizi boyanmig inaktif
mast hiicresi (X100), d) Mide (X10), ¢) Midede mast hiicresi (X60), f) Midede koyu

mavi boyanmis inaktif mast hiicresi (X100).
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4.6. Mide fundus ve deri kesitlerine ait modifiye edilmis giemsa boyama

bulgular

Modifiye edilmis giemsa boyasi serotonin mediatoriinii gostermek igin
kullanilmustir.

Deney deri gruplarindaki mast hiicreleri degraniilasyona yakin bir
graniilasyon gostermis ve agik mavi boyanmustir. Midede de ayni sekilde bir
aktivite olup, acik mor rengine boyanmis mast hiicreleri izlenmistir (Sekil 4.6.a).
Deride ve mide fundusta cam yesili boyanan bir mast hiicresine rastlanmamustir.

Pozitif kontrol grubu deri kesitlerindeki mast hiicreleri mora boyanip
graniilize olmuslardir. Midedeki hiicrelerde mora boyanmis fakat pasif olarak
izlenmistir (Sekil 4.6.b).

Her iki dokunun da negatif kontrol grubu kesitleri mor rengine boyanmis

ve inaktif durumda olarak gozlenmistir (Sekil 4.6.b).
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Sekil 4.6.a. Deney grubu mide fundus ve deride modifiye edilmis giemsa ile boyanmus kesitler. a)

Deri (X10), b) Deride mast hiicreleri (X60), ¢) Deride agik mavi boyanmig grantilize
mast hiicreleri (X100), d) Mide (X10), e) Midede mast hiicreleri (X60), f) Midede

acik mor boyanmig graniilize mast hiicreleri (X100).
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Sekil 4.6.b. Pozitif kontrol grubu mide fundus ve deride modifiye edilmis giemsa ile boyanmis
kesitler. a) Deri (X10), b) Deride mast hiicreleri (X60), ¢) Deride mor boyanmis
graniilize mast hiicreleri (X100), d) Mide (X10), e) Midede mast hiicreleri (X60), f)
Midede mor boyanmig inaktif mast hiicreleri (X100).
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Sekil 4.6.c. Negatif kontrol grubu mide fundus ve deride Modifiye edilmis giemsa ile boyanmis
kesitler. a) Deri (X10), b) Deride mast hiicresi (X60), ¢) Deride mor boyanmis pasif
mast hiicresi (X100), d) Mide (X10), e) Midede mast hiicresi (X60), f) Midede mor
boyanmig pasif mast hiicresi (X100).
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4.7. Deney, pozitif ve negatif kontrol gruplarina ait mide fundus ve deri

kesitlerinde mast hiicre sayisimin karsilastirilmasina ait bulgular

Bu calismada kullanilan her bes boyaya ve her iki dokuya ait kesitlerde
mast hiicreleri sayisal degerleri incelenmistir. Kekik ugucu yagi enjekte edilen
deney gruplarinda mast hiicrelerinin sayisinin ,serum fizyolojik verilen negatif
kontrol gruplarina oranla yaklasik %90 arttig1 tespit edilmistir. Zeytinyagi enjekte
edilen pozitif kontrol gruplarina bakildiginda hemen hemen deney gruplarindaki
artisla benzer oldugu ve negatif kontrol gruplarindaki mast hiicre yogunluguna
gore %70 oraninda artig oldugu goriilmektedir.

Elde edilen bu niceliksel veriler, deneyde mast hiicrelerine 6zel olarak
kullanilan bes boya arasindan ikisi 6rnek olarak se¢ilmis ve gdsterilmistir (Sekil

4.7).
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Sekil 4.7 Deri ve mide fundus kesitlerinde deney, pozitif ve negatif kontrol gruplarinda mast

hiicre sayilarinin karsilastirilmasi. a) Metilen mavisi ile boyanmig deney grubu deri
kesitinde mast hiicreleri (X60), b) Metilen mavisi ile boyanmis pozitif kontrol grubu
deri kesitinde mast hiicreleri (X60), ¢) Metilen mavisi ile boyanmis negatif kontrol
grubu deri kesitinde mast hiicresi (X60), d) Modifiye edilmis giemsa ile boyanmis
deney grubu mide fundus kesitinde mast hiicreleri (X60), e) Modifiye edilmis giemsa
ile boyanmis pozitif kontrol grubu mide fundus kesitinde mast hiicreleri (X60), f)

Modifiye edilmis giemsa ile boyanmis negatif kontrol grubu mide fundus kesitinde

mast hiicresi (X60).
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4.8. Deney gruplarina ait mide fundus ve deri kesitlerinde mast hiicre

heparin ve histamin mediatorlerinin karsilastirilmasina ait bulgular

Yapilan calismadan elde edilen sonuglara gore deri mast hiicrelerinin
heparin yogunluklu, mide fundus mast hiicrelerinin ise histamin yogunluklu
oldugu net bir sekilde gosterilmektedir.

Sekil 4.8, a ve b ye bakildiginda, deride kirmizi, mide de mavi boyanan
mast hiicreleri belirlenmistir. Toluidine boyasi ile boyanan deri mast hiicrelerinin
koyu mavi-mor, midedekilerin ise beklenen sekilde agik mor oldugu gézlenmistir
(Sekil 4.8, ¢ ve d). Sekil 4.8, e ve f de gosterildigi gibi methilen mavisi
boyamasinin deri kesitlerinin a¢ik mor-menekse boyandigi, mide fundus mast

hiicrelerinin ise sadece mavi oldugu gorilmiistiir.
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Sekil 4.8 Deri ve mide fundus kesitlerine ait deney gruplarinda heparin ve histamin
mediatorlerinin karsilastirllmasi. a) Alcian mavisi ile boyanmis deney grubu deri
kesitinde kirmizi heparin pozitif mast hiicreleri (X100), b) Alcian mavisi ile boyanmis
deney grubu mide fundus kesitinde mavi histamin pozitif mast hiicreleri (X100), c)
Toluidine mavisi ile boyanmis deney grubu deri kesitinde koyu mor-mavi histamin
negatif mast hiicreleri (X100), d) Toluidine mavisi ile boyanmis deney grubu mide
fundus kesitinde agik mor histamin pozitif mast hiicresi (X100), e) Metilen mavisi ile
boyanmig deney grubu deri kesitinde acik mor-menekse heparin pozitif mast hiicreleri
(X100), f) Metilen mavisi ile boyanmis deney grubu mide fundus kesitinde mavi
heparin negatif mast hiicreleri (X100).
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4.9. Deney, pozitif ve negatif kontrol gruplarina ait mide fundus ve deri

kesitlerinde mast hiicre aktivitesinin karsilastirilmasina ait bulgular

Mast hiicrelerine 6zel farkli boyalarla boyanan tim goriintiiler
incelendiginde, deri ve mide kesitlerinin X100’ liik goriintiileri, morfolojileri ve
aktiviteleri hakkinda net bir bilgi vermektedir.

Sekil 4.9’da goriildiigli gibi derideki deney gruplarinda mast hiicreleri
degraniilasyon gostermektedir. Pozitif kontrollerde graniilasyon goze ¢arpmakta
iken, negatif kontrollerde mast hiicreleri inaktif durumdadirlar (Sekil 4.9, b ve ¢).

Mide fundus bolgesi masta 6zel boyamalara ait kesitler aktivasyon
yoniinden incelendiginde, karvakrol verilen deney gruplarinda graniilasyon
yogunlukta olmakta birlikte degraniilize-graniilize arasi bir goériiniim izlenmigtir
(Sekil 4.9, d). Zeytinyag1 enjekte edilmis olan pozitif kontrol gruplarinda, derideki
gibi grantilasyon tespit edilmistir (Sekil 4.9, e). Deridekine benzer sekilde, negatif
kontrollere ait tiim mide fundus boyamalarinda pasif mast hiicreleri goriilmektedir

(Sekil 4.9, ©).
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Sekil 4.9  Deri ve mide fundus kesitlerinde farkli boyalara ait deney, pozitif ve negatif kontrol
gruplarinda mast hiicre aktivitesi karsilastirilmasi. a) Toluidine mavisi ile boyanmus,
degraniilize olmus deri mast hiicreleri (X100), b) Methilen mavisi ile boyanmis,
graniilize olmus deri mast hiicresi (X100), ¢) Alcian mavisi ile boyanmis, inaktif deri
mast hiicresi (X100), d) Maygrunwald giemsa boyasi ile boyanmis, mide fundusa ait
degraniilize-graniilize arast mast hiicreleri (X100), e) Methilen mavisi ile boyanmus,
graniilize olmus mide fundus mast hiicreleri (X100), f) Toluidine mavisi ile boyanmis

mide fundusa ait inaktif mast hiicresi (X100).
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Tablo 4.1- MMC ve CTMC mediatorlerinin boyanma bulgulari

Boyalara Gére Heparin- Histamin- Serotonin Icerikleri

Doku
Cesitleri

Methilen
Mavisi

(Heparin)

Toluidine
Mavisi

(Histamin)

MayGrunwald-
Giemsa

(Histamin)

Modifiye-
Giemsa

(Serotonin)

Alcian Mavisi

Heparin | Histamin

Mukozal
Mast
Hiicreleri

(Mide)

- +

Bag
Dokusu
Mast
Hiicreleri

(Deri)
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5. TARTISMA VE SONUC

Ulkemizde kekik adiyla bilinen bitkilerin genellikle Thymus tiirlerine ait
bitkiler oldugu kayda geg¢mis olmakla birlikte, halk arasinda kekik olarak
kullanilan bitkilerin daha ¢ok Origanum tiirlerine ait olduklar1 bilinmektedir
(Baytop 1999; Aydin ve ark. 1996). Yapilan bilimsel calismalarda, igeriginde
karvakrol bulunduran kekigin, sap hastaligina karst etkili oldugu, uyarici,
analzejik (Demirhan 1974), antiparazitik, antihelmintik (Baser ve ark. 1986),
ditiretik (Sotti ve ark. 1989), antiviral (Teuscher 1990), antibakteriyal (Kivang ve
Akgiil 1986; Dortung ve Cevikbas 1992; Dortung 1990), antifungal (Caccioni
1992) etkiye ve antidot (Garland 1979) olma ozelligine sahip oldugu
kanitlanmustir.

O. Onites L. ugucu yagmin bilesimi lizerine yapilan bir arastirmada
ucucu yag icindeki belli basl bilesenlerden, karvakrol” iin %65,91 (Erdemgil
1992) oraninda bulundugu gosterilmistir. Calismamizda kullanilan test materyali,
bu verilerden yola ¢ikilarak, i¢indeki karvakrol orani bilinen kekik ugucu yagidir.
Bilesiminde yiiksek oranda karvakrol igeren kekik ugucu yagi, tezin yOntem
kisminda (Bkz. 3.2.1) belirtildigi gibi uygulanilarak, mide ve deride bulunan mast
hiicrelerine etkisi ayrintili olarak arastirilmistir.

Mast hiicreleri kemik iliginden ayrilan ilkel hemopoietik hiicrelerden
koken alirlar. Daha sonra periferal kana go¢ ederek dokulara yayilmak suretiyle
cogalip farklilasirlar. Bu nedenle mast hiicreleri, viicutta genis yayilim 6zelligine
sahip hiicrelerdir (Rodeward ve ark. 1996; Kitamura 1989; Kubes ve Granger
1996). Mast hiicreleri dolasimda adanmis Onciil hiicreler olarak bulunurlar ve
hedef dokuya ulagmadan olgunlagsmazlar. Bu onciil hiicreler yerlestikleri doku tipi
ve ortam sartlarindan etkilenerek 6zgiin bir fenotipe ulasip, olgunlagmasini
tamamlarlar (Gurish ve Austen 2001).

Mast hiicrelerinin  orijinleri, yerlesim yerleri, kullanilan tespit
sollisyonuna verilen cevap, tasidigi farkliliklar, fonksiyonel kriterler ve hiicrelerin
morfolojik 6zellikleri gibi unsurlar géz oniine alindiginda mukozal (MMC) ve bag
dokusu mast hiicreleri (CTMC) olarak iki temel mast hiicresi tipi oldugu
bilinmektedir (Karaca ve Yoriik 2005). MMC’ lerinin heparin icermedigi ve
boyutlarinin daha kiigiik oldugu; CTMC”’ lerin ise temel olarak heparin igerdikleri
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ve daha biiylik olduklar1 bilinmektedir (Pearce 1986; Ribatti ve Ark. 1992;
Marshall ve Bienenstock 1990; Kircpatrick ve ark. 1988). Calismamizda heparin
ve histamini ayr1 olarak tespit edebilen Alcian mavisi-Safranin O boyalari
kullanilarak, deride heparin, mide fundusta ise histamin mediatorleri yogun
bulunmustur. Deneyimizde, CTMC’ e 6rnek olarak derinin, MMC’ e 6rnek olarak
da midenin kullanilmasi, bu iki farkli tip mast hiicrelerinin karsilastiriimasin
olanakli kilmistir. Calismamizdaki sonuglara bakildiginda da, deride bulunan
CTMC’ lerin, midedeki MMC’ lere nazaran daha iri bulunduklar1 goériilmiistiir.
Bu durum karvakrolun mast hiicre boyutu iizerinde etki yapmadigim
diistindiirmektedir.

Sunulan ¢alismada kullanilmis oldugumuz dokular mide ve deri olarak
secilmigtir. Yapilan bir ¢aligmada karvakrol-zeytinyagi enjekte edilmis deney
hayvaninin mide fundus bolgesi mast hiicresi yoniinden arastirilmistir. Sonuglara
gore, mide mukozasina yakin bir bdlgede lokalize olan mast hiicrelerinin
sayilarimin arttigi ve degraniilize olduklar1 gosterilmistir (Zeytinoglu ve ark.
2003). Deneyimizde bu ¢aligmadan yola ¢ikarak, karvakrol enjeksiyonuna karsi
mide fungusta degraniile olan mast hiicrelerinin hangi mediatdrler aracigi ile
islevlerini yerine getirdikleri arastirilmaya calisilmistir. Sonuglara gore genel
olarak mide fungusta bulunan mast hiicrelerinin sayica arttig1 tespit edilmis ve bu
bolgede histamin mediatdrii salgiladiklar1 6zel boyalarla gosterilmistir.

Bazi1 arastiricilar, kekik yagi uygulayarak deri mast hiicrelerinde
meydana gelen degisiklikleri incelediklerinde, bizim bulgularimizin aksine, kekik
yagimin mast hiicrelerinin sayica artmasini ve degraniilasyonunu inhibe ettigini
aciklamiglardir (Yong 1997). Bizim ¢alismamizda, incelenilen derideki mast
hiicrelerinin sayica arttigit ve graniillerinin heparin mediatoriinii  igerdigi
gozlenmistir. Bu durum CTMC’ lerin histolojik tespiti sirasinda olduk¢a dnemli
bir yer tutan fiksatiflerin farkli oldugunu diisiindiirmektedir. Yapilan bir deneyde
(Akgoz 2006), Cornoy ve Buin fiksatorlerinin mast hiicrelerinin histokimyasal
reaksiyonlarint ve lokalizasyonlarin1 etkilemedigi ve Cornoy ile tespit edilen
dokulardaki mast hiicrelerinin Noétral formaline gore daha koyu boyandigi ve net

goriildiigii sunulmustur (Irani ve ark. 1986; Kube ve ark. 1998). Buna ek olarak
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Notral Buffer Formalin gibi tipik aldehit tespitlerinin, MMC’ lerin bu boyalarla
boyanmasini bloke ettikleri bilinmektedir (Enerback 1981; Enerback 1966a).
Bizim calismamizda da segilen fiksatiflerin, mast hiicrelerinin koyu boyanmasini
ve net se¢ilmesini sagladig1 gosterilmistir.

Mast hiicrelerinin en 6nemli fonksiyonlarindan biri bagisiklik sistemi
hiicrelerini enflamasyon ve enfeksiyon alanina toplamasi oldugu bilinmektedir
(Erpek 2004; Enerback ve ark. 1989). Mast hiicreleri enfeksiydz ajani tanir ve
direk olarak mikroorganizmalara baglanir, degraniile olan mast hiicresi patojenin
tirine gore depo edilen yada uyar1 sonrasi sentezlenen mediatorlerini salar
(Abraham ve Malaviya 1997).

Spesifik immun reseptorlii mast hiicreleri, giiglii toksik yada zararh
ajanin giris kapilarina yerlesmislerdir. Zararli eksojen materyalin giris yerinde
mast hiicrelerinin bulunusu, bu hiicreyi mobilizasyon ve lokalizasyon
gereksiniminden kurtarir (Wasserman 1980). Bir anlamda mast hiicreleri, dokuda
oturan tek faal hiicre olmalar1 nedeniyle hiicresel immun savunmanin ilk
hattidirlar. Diger hiicrelerin tiimii, dokuya kan yoluyla gelirler (Ackerman 1978).

Tiim bulgulardan yola ¢ikarak, kullanilan boyalarla tespit edilen mast
hiicrelerinin morfolojik yapilarini karsilastirdigimizda; derideki mast hiicrelerinin
mekik seklinde, midedekilerin ise daha oval yapida oldugu goriilmektedir.
Derideki mast hiicrelerinin genellikle kas dokuya yakin, siki bag dokuda lokalize
olmalar1 bu morfolojik farklilig1 agiklamaktadir.

Yapilan ¢alismadan elde edilen bulgular, deney, pozitif ve negatif kontrol
gruplar1 arast mast hiicre yogunlugunu karsilastirmamizi olanakli kilmigtir. Deney
grubundaki mast hiicrelerinin, negatif kontrol grubuna nazaran yaklasik %90
oraninda ve buna benzer sekilde, pozitif kontrol grubunun da %70 oraninda bir
artis gosterdigi goriilmektedir (Bkz. Sekil 4.7). Deney gruplarina intraperitonel
yolla enjekte edilen karvakrolun, zeytinyagi icerisinde 1:9 oraninda ¢ozdiiriilmesi
ve sadece zeytinyag: verilen pozitif kontrol gruplarinda da sayica hemen hemen
deney gruplarindakine benzer bir artis oldugu goz Oniinde bulunduruldugunda,
mast hiicrelerinin bu niceliksel artisinin, kesin olarak karvakrolden kaynaklandigi

sOylenilemez.
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Sekil 4.9 a bakildiginda, bu calismanin bize mast hiicre aktivitesi
hakkinda net bir bilgi verdigi gorilmektedir. Sunulan g¢alismamizda, deney
gruplarinda  kullandigimiz ~ karvakrol, deride degraniilasyona, midede
degraniilasyon ve yogunluklu olarak graniilasyona neden olarak hiicre i¢indeki
mediatorlerinin digar1 salinmasinini inhibe ettigi i¢in kekik yaginin viicut igin
antijen olarak algilandigim1 sdyleyebiliriz. Her iki doku tipinin pozitif kontrol
grubu mast hiicrelerindeki graniilasyon varligi, karvakrol kadar olmamakla
birlikte zeytinyaginin da bir ¢esit antijen olarak algilandigini diistindiirmektedir.

Calismamizda mast hiicre aktivitesini tespit etmekle birlikte, 6zel boyalar
kullanarak salgiladiklar1 mediatorlerinin kimyasini da saptanmis bulunmaktayiz.
Buna ek olarak deri ve midedeki mast hiicrelerinin farkli icerikler
salgiladiklarini.da tespit ettigimizi diisiinmekteyiz. Bunun nedeni olarak iki
dokudaki mast hiicrelerinin farkli islevsel ozelliklerine sahip olduklarini
sOyleyebiliriz (Bkz. Sekil 4.9).

Bu calismada kullanilan hematoksilin-eosin boyasinin mast hiicrelerini
tespit edemedigi bilinmektedir (Dahm ve Latimer 2001; Tharp 2003; Junqueria ve
ark. 1993). Bu boyay1 kullanmaktaki amacimiz, deri ve mide fundus bolgesinin
genel gorlinlimiinii gostermektir. Her {i¢ gruba ait kesitler incelendiginde mast
hiicresine rastlanmamis olmas1 bu bilgiyi desteklemektedir (Bkz. Sekil 4.1.a,b,c).

Calismamizin histamin igerigini gostermeyi amacladigimiz boliimiinde,
Toluidine mavisi, MayGrunwald-Giemsa ve heparin-histamin igeriklerinden
ikisini de tespit edebilen Alcian mavisi-Safranin O kullandik.

Midedeki Toluidine mavisi boyama sonuglari incelendiginde, kontrol
grubundaki mast hiicrelerinin daha koyu boyanmasi ve degraniile
olmamasinin,bununla birlikte deney grubunda agik mor menekse boyanmig mast
hiicrelerinin goriilmesinin, histamin varligini1 kanitladigini soyleyebiliriz (Bancroft
ve Stevens 1990a ve 1990b; Ross ve Reith 1985). Ayrica degraniilasyona yakin
graniilize olmus mast hiicre yogunluguna bakarak karvakrolii antijen olarak
algiladigini ve aktivite gdostererek, histamin mediatorii yardimiyla immiinolojik bir
reaksiyon baglattifin1 diisiinmekteyiz. Pozitif kontrol gruplarinda da graniilasyon
gorlilmesi ve acik mor menekse renkte boyanmasi, zeytinyaginin da histamin

aracilig ile bir aktivasyona neden oldugunu diislindiirmektedir. Derideki toluidine
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mavisi sonuglar ile karsilastirdigimizda deney grubundaki hiicrelerin karvakrol
etkisiyle degraniile olduklarini net bir sekilde gérmekle birlikte, koyu mor-mavi
boyandiklarini ve histamini mideye goére daha az icerdiklerini sdyleyebiliriz.
Pozitif kontrol gruplarinda, mideye benzer graniilasyon goriilmiistiir (Bkz. Sekil
4.3.a,b,c). Derideki mast hiicre degraniilasyonunun yogunluklu olarak baska bir
mediator aracili ile gerceklestigini diistinmekteyiz.

Deneyimizde mide mast hiicrelerinin histamin igeriklerini kanitlamak
amaciyla uyguladigimiz ikinci boya MayGrunwald-Giemsa sonuglarina
baktigimizda, mide deney grubu mast hiicrelerinin degraniilasyona yakin
graniilasyon gdstermeleri, acik mavi-mor boyanmalar1 ve ¢ekirdeklerinin de mavi
renkte boyanmasi histamin icerdiklerini kanitlamaktadir (Bancroft ve Stevens
1990a ve 1990b; Ross ve Reith 1985). Her iki dokuya ait pozitif ve negatif gruplar
karsilastirildiginda; zeytinyaginin bu boyada da graniilasyon aktivitesine sebep
oldugu agiktir. Bununla birlikte derideki karvakrol enjekte edilen gruplardaki mast
hiicrelerinin mavi-mor boyanmamis olmast , Toluidin mavisi sonuglariyla
ortiismiistiir (Bkz. Sekil 4.2.a,b,c). Sonuclar dogrultusunda, midedeki islevin
histamin araciligiyla gergeklestiginin kanitlandigini diistinmekteyiz.

Mast hiicrelerinin alerjik reaksiyonlar sonrasinda histamin salgiladigi
bilinmektedir. Yapilan bazi caligsmalar, histaminin viicutta alerjik ve inflamatuar
reaksiyonlarda gastrik asit salgilamas1 ve beyinde nérotransmisyon gibi bir ¢ok
cevabin olugmasindan sorumlu bir kimyasal aract oldugunu ortaya koymustur
(Aydin 1996). Sindirim sisteminde mide fungus bdlgesindeki mast hiicrelerinin
graniillerini disar1 vermesi ile histamin agiga ¢iktig1 ve pariatel hiicrelerden
hidroklorik asit salgilanmasini arttirdigi bildirilmistir (Yaman 1996). Hidroklorik
asitin midedeki pepsinojeni aktif hale gecirerek pepsine ¢evirdigi bilinmektedir.

Histamin damar genisletici ve damarlarin gecirgenligini arttirma 6zelligi
nedeniyle sindirim islevini kolaylastirmaktadir (Zeytinoglu 2003). Diiz kaslar
tizerine hem dogrudan, hem de refleks etkiyle, kasilmalarim1 hizlandirir ve
veniillerin endotelyal hiicreleri arasindaki araliklar genisler. Mide i¢in, deney
sonuglarindan elde ettigimiz verilerle, mast hiicrelerinin histamin salgiladigi ve

kekigin sindirimi kolaylastirarak olumlu yonde etkiledigini soyleyebiliriz.
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Heparin, graniillere metakromazi 6zelligini veren madde olup, mast
hiicrelerinde sentez edilir ve proteine baglidir.  Mast hiicrelerinde heparin
bulunan dokularin ekstreleri antikoagiilan etki gosterebilmektedir. Bununla
birlikte mast hiicrelerinin deride biriktigi patolojik tablolarda kanin lokal
koagiilasyonu onlenememektedir. Bunun nedeni bilinmemekle birlikte, olay,
molekiil agirligr ile agiklanmaktadir. Diisiik molekiil agirlikli heparin kuvvetli bir
antikoagiilan iken, mast hiicrelerinden salinan yiiksek molekiil agirlikli heparinin
antikoagiilan aktivitesi ¢ok azdir. Ayrica, yliksek molekiil agirlikli heparin,
hiicrelerden kan damarlarina kolaylikla gecememektedir (Ackerman 1978;
Wasserman 1980; Parish ve Ryan 1979).

Deneyimizde heparin mediatoriinii  gostermek icin  kullandigimiz
Methilen mavisi deri deney grubu bulgularina gore, mast hiicrelerinin agik mor-
menekse renkte boyandigini, degraniile olduklarini1 ve kontrol grubundaki inaktif
mastlarin koyu mavi boyandiklarim1 gordiikk (Bkz. Sekil 4.4.a,c). Bu verilerle
derideki mast hiicrelerinin kekik ucucu yagiyla degraniile olduklar1 ve saldiklar
mediatorlerin heparin oldugu sonucuna varabiliriz (Bancroft ve Stevens 1990a ve
1990b; Ross ve Reith 1985). Midedeki boya bulgularina baktigimizda, menekse
renkli mast hiicrelerine rastlanmayip, degraniilasyon net bir sekilde goriilmiistiir
(Bkz. Sekil 4.4.a). Buradaki mast hiicrelerinin aktivitesini heparin aracilig1 ile
gostermedigi aciktir. Her iki doku tipinine ait pozitif kontrol grubunda da
graniilasyon olmasi bir kez daha zeytinyaginin etkisini kanitlar niteliktedir (Bkz.
Sekil 4.4.b).

Yapilan bir calismada karvakrolun stratum korneum tabakasindaki
lipitlere etki ederek derinin gegirgenlik katsayisini yiikselttigi gosterilmistir
(Vaddi ve ark. 2002) ve iist solunum yollar1 hastaliklarinin tedavisinde kullanilan
nasal spreylerde karvakrolun %4, timoliin ise %6 oraninda yer aldiklari
bildirilmistir (Tibori 1979). Yapilan bu ¢aligmalardaki verilerle, deride heparin
mediatdriiniin baskin oldugunu isaret eden bizim c¢aligmamizdan elde ettigimiz
bulgular birlestirildiginde, karvakrolun derideki bu etkisinde heparin mediatoriin
de bir islevi olabilecegi diisiiniilebilir.

Serotoninin damarlar1 kuvvetle biiziicii bir etkisi vardir. Bu nedenle

trombositlerde bulunan serotonin, kanama sirasinda aciga ¢ikarak lokal bir etki
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saglar ve kanayan damarlarin biiziilmesine neden olur. Béylece mekanik yoldan
kanamanin durmasina yardimei olur. Ayrica serotoninin allerjideki mekanizmasi
da iyi bilinmektedir. Calismamizda mide ve derideki mast hiicrelerinin serotonin
mediatdrlerini incelemek icin Modifiye edilmis giemsa boyasin1 denedik (Bkz.
Sekil 4.6.a,b,c). Elde edilen bulgulara gore deride ve midede cam yesili boyanmis
mast hiicrelerine rastlanmamasi serotonin mediatorii hakkinda net bir bilgi elde
edilememesine neden olmustur.

Sunulan c¢alismada uyguladigimiz, mide ve deride Alcian mavisi-
Safranin O ikili boyama sonuglarina baktigimizda (Bkz. Sekil 4.5.a,b,c), deney
gruplarinda, midedeki mast hiicrelerinin sadece mavi, deridekilerin ise sadece
kirmizi boyandigim1 gordiikk. Bu bulgular sonucunda ve heparin-histamin
mediatorleri i¢in kullanilan diger boya sonuclarmi karsilagtirdigimizda derideki
mast hiicrelerinin heparin, mide fungustakilerin ise histamin i¢erdiklerini ve bu
salgilar1 araciligiyla kekige karsi immiinolojik bir cevap olusturduklarini
kanitlamis  oldugumuzu diisiinmekteyiz. Midedeki (MMC’ lerde) mast
hiicrelerinin heparin icermedigi bilinmekle birlikte (Pearce 1986; Ribatti ve Ark.
1992), deney sonuglarina bakildiginda derideki mast hiicrelerinde de histamin
yogun olmadig1 goziikmektedir. Deride (CTMC’ lerde) proteoglikanlardan temel
olarak heparin bulunmaktadir (Marshall ve Bienenstock 1990; Kircpatrick ve ark.
1988). Bu verilerle 15181 altinda deney sonuglarina bakildiginda deride histamin
salginini, midede ise heparin salgisim1 gerektirecek bir durum olmadigi
sOylenilebilir.

Bizim calismamizda elde ettigimiz sonuglarda kekigin mast hiicre
sayisint arttirmasi ve aktivasyona neden olmasi olumsuz bir sonug gibi
goriinmekle birlikte, halk tarafindan da kullanilan kekigin sindirim sistemi
rahatsizliklarindan kaynaklanilan hazimsizlik sorununa histamin mediatorleri
yardimiyla damar gecirgenligini arttirarak iyi gelmesi, derideki alerjik etkenlere
kars1 serotonin mediatdriinii salgilayarak immun sistemi hareke gecirmesi ve
kanama durumlarinda heparin igerigiyle islevini yerine getirmesinin olumlu bir
sonu¢ oldugunu diisiinmekteyiz.

Sonug olarak, biz calismamizda kekigin mast hiicre lokalizasyonuna,

bag dokusu ve mukozal mast hiicrelerinin morfolojik farkliliklarina, mast hiicre
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aktivitesine, niceliksel 6zelliklerine ve heparin, histamin, serotonin mediatorlerine
etkisini gostermeye calistik. Calistigimiz konu, genel bilgiler kisminda verilen
(Bkz. 2.3.5), mast hiicre proteazlarina yonelik enzim biyokimyasal ve
immiinohistokimyasal ¢aligmalarla desteklenerek, kekigin farmakolojide ilag ham

madde olarak kullanilabilecegini diisiindiiren, arastirmalara agik bir konudur.
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