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) KOPEKLERIN KONJUNKTiVASINDA BULUNAN MAST
HUCRELERININ HISTOKIMYASAL, ENZ_jM HiSTOKIMYASAL VE
IMMUNOHISTOKIMYASAL OZELLIiKLERIi

OZET

Goziin biyolojik zirhi olan konjunktiva hem fiziksel bir bariyer olarak tozlarin, yabanci cisimlerin,
mikroorganizmalarin g6z kiiresinin arka kisimlarina ulagarak yangi olusturmasini engeller, hem de
tagidigr miikoz salgi yapan kadeh hiicreleri, bezler ve akoz salgi yapan yardimer gozyasi bezleri ile goz
yasi filminin mukusunun iiretilmesini, korneamin seffafligin1 ve 1slakligimi saglar. igerdigi mukozayla
iligkili lenfoid doku ile de yabanci mikroorganizmalar etkisiz hale getirerek immunolojik savunmada
onemli rol oynar. Konjunktivanin hiicresel kompozisyonunu géziin immiinitesinde onemli rol oynayan
lenfositler, mast hiicreleri ve Langerhans hiicreleri, diger dentritik hiicreler ile makrofajlar gibi antijen
sunan hiicreler olugturur. Mast hiicreleri de esas olarak mikroorganizmalarin viicuda girebildikleri
yerlerde bulundugu igin patojenlerle direkt temas kuran ilk yangi hiicrelerinden biri olarak
degerlendirilebilir. Bu ¢aligma kopeklerin konjunktivasinda bulunan mast hiicrelerinin histokimyasal,
enzim histokimyasal 6zellikleri ile proteaz aktivitelerini belirleyerek fizyolojik kosullarda mast hiicre
populasyonunun heterojenitesini ortaya koymak amaciyla yapilan bu calisma 10 adet gozleri saglikli
kopek kullanilarak gerceklestirilmistir. K&peklerde normal konjunktivadaki mast hicrelerinin
formalin duyarhliklarina gére formalin duyarl ve direngli olmak Gzere iki alt tipe ayrildiklar ve
metokromazi gésterdikleri saptanmigtir. Alcian blue-safranin O katyonik boya kombinasyonunda
mast hiicrelerinin alcian blue pozitif, safranin O pozitif ve alcian blue-safranin O pozitif olmak lizere ii¢
tip granill icerdigi belirlenmistir. Mast hiicreleri graniillerindeki proteoglikanlarinin kritik elektrolit
konsantrasyonlarina gore de iki alt tipe ayridmistir (CEC 0.2/0.3 molar ve 0.7/0.8 molar). Mast
hiicrelerinin proteoglikan ve proteaz igeriklerinin bir arada gosterilmesinin miimkiin olabilecegi
diistincesinden yola c¢ikarak Naphtol AS-D chloroasetate esterase boyama teknigi ardindan da
proteglikanlar1 belirlemek i¢in 0.2/0.3 M’lik CEC veya 0.7/0.8 M’lik CEC boyama teknigi ilk kez bu
calismada uygulanmistir. NASDCA-CEC boyamasinda sadece kimaz iceren (NASDCA pozitif) hiicreler,
kimaz ile proteoglikanlar1 birlikte iceren mikst hiicreler ve sadece proteoglikan iceren (CEC pozitif)
hiicreler olmak iizere ii¢ mast hiicresi alt tipi ayirt edilmistir.

Proteaz iceriklerine gore de kimaz pozitif ve triptaz pozitif olmak iizere iki hiicre tipi tanimlanmagtir.
Triptaz hari¢ tiim boyamalarin formalin tespitinden etkilendigi, yani Carnoy soliisyonunun graniillerdeki
proteoglikan ve proteaz icerigini koruyarak mast hiicrelerinin boyanma o6zelliklerini bozmadig:
belirlenmistir.

Sonug olarak kopegin konjunktivasinda bulunan mast hiicreleri formalin duyarliligina, katyonik boyalarla
boyanma ozelliklerine, graniillerindeki proteoglikanlara ve proteazlara gore farkliliklar gosteren heterojen
nitelikli hiicreler oldugu belirlenmistir. Bu 06zellikleri de 6zellikle konjunktival hastaliklarin

patogenezisinin belirlenmesinde bir kriter olarak kullanilabilir.

Anahtar kelimeler: Kopek, Konjunktiva, Mast Hiicreleri, Histokimya, Enzimhistokimya,

Immunohistokimya
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HISTOCHEMICAL, ENZYM HISTOCHEMICAL AND
IMMUNOHISTOCHEMICAL CHARACTERIZATION OF
MAST CELLS IN DOG’S CONJUNCTIVA
ABSTRACT

The conjunctiva that is a biological armor for eye is both prevent to foreign matters to be inflammation to
eye ball’s backside as a barrier and produce the mucin, to manufacture mucus of tear film of eye or to
provide transparency and wetness of cornea with its goblet cell to be produced mucous secretion, the
glands and the accessory tear glands to be made aquous secretion. It also play a important role for
immunological defence with its contain mucosa associated lymphoid tissue, deactivating the foreign
microorganisms. The cellular composition of eye consist of lypmhocytes, mast cells, Langerhan’s cells
and antigen presenting cells such as other dendritic cells and like macrophages, playing a important role
for immunity of eye. It is evaluated that mast cells are first inflammation cells which could be directly
contacted to pathogens where it is located place, entering microorganisms to body.

This study was carried out to manifest the heterogeneity of mast cells populations in physiological
conditions, determining the properties of histochemical and enzym histochemical and activity of protease,
using ten dogs which has healthy eyes. In dogs, the mast cells in normal conjunctiva were found to be
formaline sensitive and formaline resistant as sensitivity of formaline and that it were shown the
metachromasie. In cationic stains combination of alcian blue-safranin O, it was determined that the mast
cells have three types granules as alcian blue positive, safranin O positive and alcian blue-safranin O
positive. The mast cells were divided two subunits according to critcal electrolit concentirations of
proteoglycans in its granules (CEC 0.2/0,3 molar and 0.7/0.8 molar). We thought that it is possible that
proteoglycans and protease contents of the mast cells were demonstrated together. Thus, in study we
carried out firstly to determine the proteoglycans for CEC 0.2/0.3 molar or 0.7/0.8 molar CEC stains
after Naphtol AS-D chloroasetate staining method. In NASDCA-CEC staining, it was determined that
mast cells had three subunits as the cells only contained chymase (NASDCA cells), the mix cells
contained chymase and proteoglycans together and the cells only contained proteoglycans (CEC positive
cells).

According to protease contents two cells types were described as chymase positive and tryptase positive.
Except for tryptase staining, other staining were effected by formaline fixation, that is, it was determined
that the Carnoy fixation was not damaged to staining properties of mast cells, protecting the contents of
proteoglycans and protease in its granules.

Consequently, the mast cells in conjunctiva of dogs were cells heterogenic qualified shown to disparity
according to the sensitivity of formaline, the staining properties with cationic dyes and proteoglycans and
proteases in its granules. Thoose properties might utilize to determine the pathogenesis of conjunctival

diseases as a criteriaon.

Key words: Dog, Conjunktiva, Mast Cells, Histochemistry, Enzym Histochemistry,

Immunohistochemistry.
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1. GIRIS VE AMAC

Cevreye direkt temas1 nedeniyle goz, alerjik hastaliklara daha sik meyil gosteren bir
organ olup, alerjik goz hastaliklar1 insan ve hayvanlarin yasamimi olumsuz yonde
etkileyen yaygin klinik bir problemdir. Okiiler alerjiler, goziin yiizey dokularinda (goz
kapag1 derisi ve konjunktiva) meydana gelir. Okiiler alerjilerde, gozde yanma, batma,
kasinti, capaklanma, kizariklik, sulanma, 1518a karsi hassasiyet ve gorme bozuklugu
sekillenir. Tim bu semptomlara mast hiicreleri tarafindan salinan histamin, proteazlar,
sitokinler ve diger mediyatorler neden olur. Mast hiicre tiirevli mediyatorler okiiler
yiizeyde bulunan yangi hiicrelerinin (nétrofiller, eozinofiller ve lenfositler) infiltrasyon

ve migrasyonunda gorev alirlar ve okiiler yiizeyde immunoregiilasyonu saglarlar.

Okiiler alerjilerin iki onemli bulgusu; konjunktival mast hiicre aktivasyonu ve okiiler
yiizeydeki eozinofillerin sayisindaki artistir. Okiiler yiizeyde mast hiicre sayisi alerjik
konjunktivitisin biitiin formlarinda artar. Vernal keratokonjunktivitis ve alerjik
konjunktivitiste mast hiicre mediyatorleri olan triptaz ve kimaz miktarinin artigi
saptanmistir. Bugiine degin konjunktivada mast hiicrelerinin yerlesimi, histokimyasal ve
enzim histokimyasal oOzelliklerine iliskin caligmalar gerek saglikli gerekse alerjik
konjunktivitli insanlarda ve laboratuvar hayvanlarindan da sicanda yogunlagmistir.
Kopeklerde klinik olarak konjunktivitislere sik rastlanmasi normal konjunktivada mast
hiicrelerinin yerlesimlerinin ve alt tiplerinin belirlenmesinin gerekli oldugunu ortaya
koymustur. Bu calisma saglikli kopeklerde konjunktivadaki mast hiicrelerinin
histokimyasal ve enzim histokimyasal 6zelliklerini ve bu baglamda mast hiicrelerinin alt
tiplerini ortaya koymak ve konjunktival hastaliklarin tedavisine yonelik ¢alismalara 151k

tutmak amaciyla planlanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

Ik olarak 1876 yilinda Paul Ehrlich tarafindan kesfedilen mast hiicreleri; tiim
organlarinin bag dokusu icinde, en basta deri, solunum ve sindirim sisteminin mukozasi
ve submukozasi olmak iizere, miyokardin intersitisyumunda, viicut bosluklarin1 saran
serdz membranlarda, timiis ve kemik iligi gibi lenfoid dokularda ve bir¢cok organin
kapsiiliinde bulunurlar (1, 2). Buralarda akut yangisal reaksiyonlarda &nemli rol
oynarlar. Insanlarda viicutta cok yaygmn olarak bulunan mast hiicreleri 6zellikle
dermiste, sindirim ve solunum yollarinda bol miktardadirlar. Farkli boyalar ve sayim
teknikleri kullanilarak insanda yaklasik mm® bagma 7.000 ila 10.000 arasinda mast
hiicresi oldugu, bunlarin %0.2 ile %0.7 sinin alandaki dermal mast hiicrelerine karsilik
geldigi bildirilmektedir (3). Mast hiicreleri kemik iligindeki multipotent CD34+
prekiirsor hiicrelerinden koken alirlar ve agraniiler monositik hiicreler olarak dolasima
katilirlar. Gii¢lii inflamatuar mediyatorleri iceren mast hiicreleri doku mononiikleer
hiicreleridir. Normal durumda olgun mast hiicreleri periferal dolasimda bulunmaz. Mast
hiicrelerinin, dolasimdaki bazofillerin dokudaki karsiligr oldugu diistiniilmektedir.

Olgunlagsmamis mast hiicreleri dokulara gocten sonra tipik graniillerle donanirlar (3-8).

Mast hiicreleri yerlesimlerine gore yuvarlak, oval veya mekik seklinde ortalama 15-30
um biiyiikliigiinde olan, sitoplazmasi metakromatik graniillerle dolu, kiiciik ¢ekirdekli
iri hiicrelerdir (1, 7, 9). Bu hiicreler hematoksilen-eosin ile boyanmis kesitlerde spesifik
olarak identifiye edilemezler. Sitoplazmik graniiller Romanowsky boyas: icin yiiksek

affiniteye sahiptirler.
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Bu graniiller, uygun olmayan fikzasyonda boyanmayabilir veya Diff-Quik gibi su bazli
boyalarda eriyebilirler. Geleneksel Romanowsky boyalar1 (Wright, Giemsa veya
Leishman gibi) mast hiicresinin goriilebilmesi icin en ideal boyalardir (3, 5, 9-11) ;
ancak Toluidine blue, Azur A, Bismarck Brown ve Thionin gibi metakromatik boyalarla
ve Alcian blue gibi graniil spesifik boyalarla da boyanirlar (1-3, 7, 12, 13). Isik
mikroskobik incelemelerde c¢ogu zaman graniiller yogun boyandigindan tek tek
secilemezken bazi hiicrelerde de c¢ekirdegin graniiller tarafindan tamamen ortiildiigii
goriilir.  Elektron mikroskobik incelemelerde mast hiicrelerinin membraninin
mikrovillus benzeri sitoplazmik uzantilar tasidig1 gozlenir. Sitoplazma iyi gelismis bir
Golgi kompleksi, az sayida graniiler endoplazmik retikulum (grER), bagimsiz ribozom
ve mitokondriyonlar igerir (1). Baz1 hiicrelerde sitoplazma icinde yag damlaciklarina da
rastlanir. Merkezi veya eksentrik konumda olan cekirdek bazi hiicrelerde derin
invaginasyonlar ve centiklenme gostermesine karsilik genellikle segmentsiz olarak
gozlenir. Cekirdekteki heterokromatin daha ¢ok ¢ekirdek membrani boyunca kiimeler
halindedir. Sitoplazmada ¢ok sayida bulunan graniiller ya hiicrede homojen olarak
dagilmis ya da olgunlasmalarina bagli olarak hiicre membranina yakin olarak
yerlesmistir. Ayirt edilmesi giic perigraniiler bir membranla ¢evrili olan bu graniiller,
hayvan tiirlerine gore degisen sayi, sekil, biiyiikliik ve i¢ yap1 gosterir (7, 9-11). Ratta
bunlar diger tiirlere gore daha fazla sayidadirlar (ortalama 500 adet/hiicre) ve ince
taneciklerden olusan graniill matriksi homojen, elektron yogun bir i¢ yap1 gosterir.
Koyunda ve kecide elektron yogun ve elektron agik goriiniimdeki graniiller yaninda, az
sayida kafes goriiniimiindeki lameller iceren graniiller ve elektron yogun graniillerde
kare veya dikdortgen sekilli yogun kitlelere rastlanir (14). Kobayda ise bu graniiller,
kesitleri bal petegi goriiniimiinii andiran 14 nm’lik bosluklardan olusan kristal benzeri
kafesleri icerir (2). Kedilerdeki graniiller iki farkli tiptedirler. Orta derecede yogun
graniillerin yaninda, iglerinde elektron yogun iplik veya ag benzeri yapilar bulunan
granill tipi de s6z konusudur (15, 16). Kopekteki graniiller elektron yogun yapidadir.
Graniil matriksini homojen dagilmis tanecikler sekillendirir (4,17). Sigirda durum
farklidir. Bunlar ii¢ tip graniil icerirler: Birincisi farkli derecelerde elektron yogun
graniil tipidir. Ikinci tip graniiller igeriklerinin partikiiler goriiniimleri ile ayrt edilirken,
liciincii tip graniiller ise yapilarindaki inkliizyonlarla karakterizedir (18, 19). Insanda
mast hiicreleri farkli biiyiikliikte iki tip graniil icerirler. Bunlardan kii¢ciik olan

graniillerin matriksinde kisa, silindirik, yi§in benzeri inkliizyonlarla karakterizedirler.
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Ikinci tip graniiller, birbirine paralel kordonlarin olusturdugu kafes goriiniimiinde i¢
yap1 gosterirler. Bu graniillerde merkezdeki soluk renkli bdlgeyi yogun bir matriks

cevreler (1, 20).

Mast hiicrelerinin bir¢ok ortak 6zelligi bulundugu halde doku ve tiire baglh farkliliklar
tasimast nedeniyle heterojenite gosterirler. Histokimyasal olarak iki ayr1 mast hiicresi
tipinin bulundugu ilk defa Enerbacke tarafindan kemiricilerde kesfedilmistir. Cesitli
arastirmalarda kemirici mast hiicrelerinin morfolojik ve fonksiyonel farkliliklara sahip
oldugu belirtilmistir. Bu farkliliklar, hiicrelerin biiyiikliigi ve icerdikleri graniillerin
yogunlugu, T-hiicre bagimliligi, icerdigi graniil proteazlari, salgilatici ajanlara verdikleri

yanitlar ile icerdikleri proteoglikanlarin yap1 ve igerigi olarak siralanabilir (10, 21).

Kemirici mast hiicreleri histokimyasal kriterlere gore alt tiplere ayrilirken (2, 17), kedi
(15, 16), sigir (18, 19), kopek (4, 17) ve insan (22, 23) mast hiicreleri icerdikleri
proteazlara gore siniflandirilirlar (18). Kemiricilerde mast hiicreleri formole duyarli;
alcian blue-safranin O (AB-SO) kombine boyama metodunda AB (+) graniiller iceren
mukozal mast hiicreleri (MMC) ile formole direncli ve AB-SO boyamasinda SO (+)
graniiller iceren bag dokusu mast hiicreleri (CTMC) olmak iizere iki tiptir (2, 17, 24-
26). Alcian Blue hem kondrotin siilfath proteoglikanlar1 iceren mukozal mast hiicre
tiplerini, hem de heparin ve kondroitin siilfat proteoglikanlarin1 iceren bag doku mast
hiicre tiplerini identifiye etmektedir. Safranin sadece yiiksek miktardaki siilfatli heparin
proteoglikanlarin1 boyar ve segici olarak bag doku mast hiicre tiplerini boyar, ancak bu
mast hiicrelerinin sadece bir boliimii safranin pozitiftir. Ciinkii olgun olmayan bag doku

mast hiicreleri AB ile kuvvetli boyanmasina karsilik, SO ile zayif boyanir (27).

MMC’leri kiiciik hiicreler olup (5-10um), Carnoy veya bazik kursun asetat
fiksasyonundan sonra kolaylikla goriilebildikleri halde, standart formalin veya aldehite
dayanan fiksatiflerle fikzasyonu takiben boyanma o6zelliklerinin bazilarin1 kaybederler.
CTMC’leri ise daha biiyiikk hiicreler olup (10-20um), formaldehit tespitinden
etkilenmezler. Bununla birlikte formalinle tespitten sonra uzun siireli toluidine blue

boyama teknigi ile MMC’lerin boyanabildigi gosterilmistir (7, 28).

Insanlarda mast hiicrelerinin tiimii heparin icerdigindan mukozal ve bag doku tipi mast
hiicreleri seklinde bir siniflandirmasi miimkiin degildir. Insanlarda (22, 23, 29, 30) ve
evcil hayvanlarda (3, 4, 15-17, 31, 32) mast hiicrelerinin tiplendirilmesinde

graniillerindeki spesifik proteazlar olan kimaz ve triptaz igerikleri kriter alinmaktadir (3,
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4,7, 15-19, 22, 23, 31, 33-37). Baz1 calismalarda (27, 29, 30, 34, 35, 37-39), insan mast
hiicreleri graniillerinin proteaz (kimaz, triptaz, karboksi peptidaz) icerigine gore sadece
(40) ise mast hiicre graniillerinin proteaz ve avidine baglanmalarina gore ii¢ farkl
tipinin bulundugu belirtilmektedir. Bunlar triptaz igerenler (T), kimaz igerenler ve
triptaz/kimaz igerenler (TC) olarak adlandirilmaktadir. Kimaz pozitif olanlar avidine
baglanirlar ve karboksipeptidaz icerirler. Meme derisi ile parensiminde ve aksillar lenf
diigtimlerinde mast hiicrelerinin %95’den fazlas1 triptaz ve kimaz igerirler, sadece
triptaz veya kimaz icerenler ise ¢ok azdir. Akciger alveollerindeki mast hiicrelerinin
%91°1 triptaz, %8’si triptaz/kimaz, %1°1 sadece kimaz icerir. Bagirsak mukozasindaki
mast hiicrelerinin ise %58’ triptaz, %351 triptaz/kimaz, %7’si ise sadece kimaz icerir.
Oysa bagirsak submukozasindaki mast hiicrelerinin %83’1i triptaz/kimaz, %17’si kimaz
icerir (40). Insanlarda; akcigerlerde ve bagirsak mukozasinda yerlesen ve sadece triptaz
iceren mast hiicreleri mukozal mast hiicrelerinin, deride ve intestinal submukozadakiler
ise kimaz1 ve karboksipeptidazi da icerdiginden bagdoku mast hiicrelerinin karsilig

olarak diistiniiliir (27, 34, 35, 37).

Kopeklerde de yanliz triptaz (MCr), yanliz kimaz (MCc) ve her ikisini iceren (MCrc)
mast hiicreleri olmak iizere {i¢ farkli mast hiicre alt tipi bulunmaktadir (17) .Yine sigir
(18, 19), koyun (14) ve kedilerde (15, 16) de mast hiicreleri, mast hiicre spesifik
proteazlar1 olan kimaz ve triptaz icerikleri kriter alinarak yanhz triptaz (MCr), yanliz
kimaz (MCc¢) ve her ikisini iceren (MCrc) mast hiicreleri olmak iizere ii¢c farkli gruba
ayrilmigtir (15, 18, 41, 42). Kedilerde triptaz pozitif mast hiicreleri organlarin
bircogunda goriiliirken, kimaz igeren mast hiicreleri ozellikle kulak derisi, dil, dalakta,
mide ve rektum submukozasinda yogundur. Buna karsin kalp, duodenum, jejunum,
ileum veya rektumun seroza ya da mukozasinda bulunmamaktadir. Ayrica kedilerde
buna ek olarak hem triptaz hem de kimaz iceren mast hiicrelerinin kulak derisinde,

dilde, dalakta ve rektumun submukozasi i¢inde yerlestikleri bildirilmektedir (15).

Kemirici mast hiicre alt tipleri farkli kimaz izoformlarini depolar. Rat mast hiicrelerinde
bulunan kimazlar, kimotripsin benzeri serin proteaz I ve II (Rat Mast Cell Proteaz I ve
Rat Mast Cell Proteaz II) (43) olarak isimlendirilir (44). Ratta MMC’nin graniillerinde
kondroitin siilfat ve RMCP II bulundugu ve alcian blue (+) reaksiyon verdikleri,

CTMC’nin graniillerinde ise heparin ve RMCP I bulundugu ve safranin (+) reaksiyon



6

verdikleri bildirilmistir (28). Farede de mast hiicreleri dokudaki lokalizasyonlarina,
proteaz ve proteoglikan igeriklerine gore bagdoku ve mukozal mast hiicreleri olarak
tiplendirilir. Deride ve peritonda yerlesen CTMC’leri kimaz, triptaz, karboksipeptidaz A
(CPA), heparin proteoglikan1 ve yiiksek oranda histamin icerir. Bagirsaklarin ve hava
yollarinin mukozasinda yerlesen MMC’ler ise kimaz, kondroitin siilfat proteoglikani ve
diisiik oranda histamin igerir. Farede CTMC’lerde bulunan kimaz mMCP-4 ve mMCP-
5, MMC'’lerde bulunan kimaz ise mMCP-1, mMCP-2, mMCP-9’dur (45, 46, 101). Buna
karsin insanda sadece tek bir kimaz tanimlanmistir ve mast hiicreleri bu kimazin
varligina ya da goreceli yokluguna gore siniflandirilmaktadir. Farkli arastirmalar kimaz
negatif mast hiicrelerinin kimaz pozitif mast hiicrelerinden olduk¢a farkli 6zelliklere
sahip oldugu gostermistir. Proteazlardan triptaz insan mast hiicrelerinin ¢ogunda ya da
hepsinde bulunur. Fakat kemiricilerde 0zellikle bag dokusundaki mast hiicrelerinde

yerlesmistir, mukozal mast hiicreleri bu enzimden yoksundur (2, 26).

Mast hiicre heterojenitesi sitokin igeren faktorlerin sayisiyla diizenlenir, bu faktorler
mast hiicresinin olgunlagmasi, farklilasmasi ve proliferasyonunda etkilidirler (15). Mast
hiicreleri, salgiladiklar1 biyolojik mediyatorlerin lokal ve sistemik etkilerini kullanirlar.
Bu mediyatorlerden bir ¢ogu sitoplazmik graniillerin icinde (6nceden sekillenmis
mediyatorler) depo edilirler, digerleri (yeni sekillenmis mediyatorler) ise mast hiicreleri
uyarildigl zaman iiretilirler. Aktivasyondan sonra mast hiicreleri hizli bir sekilde graniil

iliskili mediyatorlerini salarlar (3, 7, 8, 21 ,47).

Mast hiicreleri tarafindan salinan mediyatorler ile sitokinler ve onlarin etkileri soyledir

(3,7,8,37,47, 56):
1. Onceden Sekillenmis Mast Hiicre Mediyatorleri

Histamin: Insanlarda akut alerjik yanginin bir mediyatorii olarak tanimlanmis olan
histamin mast hiicreleriyle iligkili olan ilk kimyasal substanzlardan biridir. B-
imidazoletilen aminden ilk olarak 1907°’de sentezlenmis ve hayvan dokularinda da
bulunmasindan dolay1 daha sonra histamin olarak adlandirilmistir. Duyarli hayvanlara
antijenik enjeksiyonlar sonunda histaminin tekrar iiretilmesi, akut alerjik olgularda
humoral bir mediyator olabilecegini diisiindiirmektedir. Histamin mast hiicrelerinde
golgi aygitinda, bazofillerde ise dekarboksilasyon yoluyla histidin dekarboksilaz etkisi
altinda prekiirsor amino asit histidinden sentezlenmektedir. Baglangicta sekillenen amin,

heparin ya da proteoglikanlarla iligkili glikozaminoglikan yan zincirlerinin asidik
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rezidiileri ile iyonik iliskide bulunur. Histamin mast hiicreleri yoluyla diisiik diizeyde
spontan olarak salgilanmaktadir. Histaminin H;-Hs kadar degisen dort farkh
reseptoriiniin etkisi altinda degisik biyolojik etkiler olugsmaktadir. Alerjik reaksiyonlarda
histamin {izerinde H; reseptoriiniin etkisi vardir. H, reseptoriiniin mide asit
sekresyonunu artirdigr diisiiniilmektedir. H; reseptorii; sinir telleri tizerindeki histamin
icin presinaptik bir reseptor olarak gorev yapar. Hs reseptoriiniin ise immun sistemin
diizenlenmesinde bir rolii oldugu gibi, kemik iligi hiicreleri, periferal kandaki
mononiikleer hiicreler ve eozinofillerle de bir iliskisi oldugu diisiiniilmektedir (37, 48).
Histamin vazopermeabiliteyi artirir (H; e H»), diiz kaslarin kasilmasini saglar (H;),
prostoglandin iiretimini yiikseltir (H;), PMN hiicre kemokinlerini, eozinofil C3b
reseptorlerini (H;), fibroblast ve endotelial hiicre gelisimini artirir, baskilayici T-
lenfositleri uyarir, bazofil histamin salinmmimi azaltir (Hy), lenfokin salinimini azaltir
(Hy), PMN gociinii azaltir (H,), mide asiti liretimini ve mukus tiretimini artirir (H; ve Hp),
noronlar1 uyarir (H; e Hy) (18, 47, 49). Reseptore baglanan histamin, hiicre ici olaylari
baglatir. Endotel hiicrelerinde biiziismeye yol acgar ve hiicreler arasindan civar dokulara
plazma gecisi olur. Histaminin bir bagka etkisi, endotel hiicrelerden prostasiklin ve
nitrik oksit (NO) sentezine yol agmasidir. Bunlar damar diiz kaslarm gevsetici etki
yaparak, vazodilatasyona yol acarlar (50, 51). Aym zamanda beyindeki agrn
merkezlerinin aktive olmasi sonucunda kasinti, tikaniklik gibi hislerle goz yasi ve
tiikriikk salgis1 gibi sistemik refleksler goriilebilmektedir (47). Insanda mast hiicreleri
yalnizca histamin icerirken; kemiriciler gibi bazi tiirlerin mast hiicrelerinde serotonin de
vardir. Histamin dakikalar icinde metabolize oldugu i¢in, etkisi salgilandig1 yerde veya

yakininda olur (1).

Proteoglikanlar: Mast hiicre graniillerinin esansiyel bilesenleri olan proteoglikanlar,
bir protein kor ile glikozaminoglikan (GAG) yan zincirlerinden olusurlar. Mast
hiicrelerindeki protein kor serglisin (52) oldugu halde mast hiicrelerinin alt tiplerinde
GAG zincirleri farklidir. Kemirici CTMC’leri proteoglikan1 heparin, MMC’lerinki ise
kondroitin siilfattir. Insanda mast hiicrelerinin tiimii heparin icermektedir. Bununla
birlikte kemiricilerde heparin bag doku ve serozadaki mast hiicrelerinde bulunurken,
mukozadaki mast hiicrelerinde bulunmamaktadir. Heparinin mast hiicrelerindeki
biyosentezi graniillii endoplazmik retikulumun polipeptit korlarmmin formasyonuyla
baglar. Heparin, siilfath proteoglikandir, giiclii bir antikoagiilan oldugu bilinmektedir

(37). Heparin, antitrombin III ve platelet faktor IV’e baglidir, komplementlerin
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aktivasyonunu azaltir, fibroblast biiyiime faktorlerine baglanir, plazminojen
aktivatoriidiir, fosfolipaz A ve trigliseridlerin salinimini artirir, kollagen bagh

fibronektini yiikseltir, triptazin, kimazin ve nétrofil elastazin aktivitelerini diizenler (3).
Kemotaktik Faktorler: Eozinofil ve notrofilleri cekerler, C3a’y1 inaktive ederler (3).

Proteazlar: Normal dokularin homeostazisinde mast hiicreleri 6nemli bir rol oynar. Bu
hiicrelerce iiretilen serin proteazlar (triptaz ve kimaz) ozellikle inflammatuar savunmada

direk etkilidirler.

a) Triptaz: Insan mast hiicrelerinin toplam hiicresel proteinlerinin %20 sini olusturur.
Serin proteazlarini iceren alt iinitelerden meydana gelmistir. Ik olarak Glenner ve
Cohen (53) histokimyasal yolla insan mast hiicrelerinde tripsin benzeri aktiviteyi
bulmuslardir. Bugiinlerde bu aktivite triptaz olarak tanimlanmaktadir. Kedi (15, 16),
sigir (18, 19), kopek (4, 17), sican (54), kobay (89), fare (46) mast hiicrelerinde triptazin
varligi ortaya konmustur. Sican triptazi hari¢ biitiin triptazlar heparin ya da diger
proteoglikanlar ile bagli olarak tanimlanirlar. Hem kopek, hem de insan triptazi
fibroblastlar i¢in gii¢lii mitojendir ve diisiik diizeylerde diger biiyiime faktorleri i¢in
potansiyel proliferatif uyaricidir. Triptaz hava yollarindaki diiz kas hiicreleri ve epitel
hiicreleri icin de biiyiime faktoriidiir (37). Insan triptazi, prostromelyisini
(metalloproteinaz III) aktiflestirir ve fibrinojeni inaktive eder. Oysaki kopeklerdeki
triptaz, vazoaktif intestinal peptidi (VIP) inaktiflestirir ve fibroblast proliferasyonunu
uyarir. Nekropsi sirasinda serumdaki triptazin yiikselmis seviyesi mast hiicre
aktivasyonunu gosterir. Triptaz salinimi allerjenlere dogrudan dogruya cevap siiresince
ortaya ¢ikar. Insan mast hiicre triptazi fibroblastlar ile proliferasyon, migrasyon ve tip I
kollajen sentezine sebep olur. Fibrinojenin yikiminda, bazi noropeptidlerin hidrolize
edilmesinde, notrofillerin, eozinofillerin ve diger inflamatuvar hiicrelerin toplanmasini

uyarmada etkilidir (55).

b) Kimaz: Insan mast hiicrelerinin biiyiik alt popiilasyonundaki kimotriptik serin
proteazidir. Insan kimazi, MCrc mast hiicre popiilasyonlar1 icin simrlidir. Deride,
solunum ve sindirim kanalinin submukozal dokusunda oldukca fazladirlar. Bunlar
triptaz1 da icerir. Fakat triptazdan farkli olarak karboksipeptidazlar ve proteoglikanlar
makromolekiiler bir kompleksten yani mast hiicrelerinden salinir. Triptaza benzer
olarak kimazda da graniillerde yikimlayici bir aktivite mevcuttur. Ancak asidik

durumlarda aktivite diisiiktiir. Anjiyotensin I, Anjiyotensin II’ ye kimaz yoluyla
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hidrolize olur. Reaksiyon anjiyotensini Orten enzimden c¢ok daha etkili olarak
katalizlenir. Kimaz norotensinleri de indirgeyebilir. Doku yikimlanmalarinda kimazin
rolii biiyiiktiir. Kopek kimazi Kkiiltire edilen hava yollarinin submukozal bez
hiicrelerinde mukus salinmasini uyarabilir. Bu astim ve rinitiste salgir artisiyla
iliskilendirilebilir (37). Substant P ile bradikinini azaltir, tiimor hiicre sitotoksisitesine

neden olur, keratinosit ve fibroblast gelisimini azaltir.

Yapilan bircok calismada her iki mast hiicre proteazinin yangida énemli oldugu ortaya
cikarilmistir. Triptazin notrofil ve eozinofiller icin kritik bir rol oynadigi belirlenmistir.
Kimazin da alerjik yangilarda gerekli oldugu belirlenmistir (16). Triptaz iceren mast
hiicreleri (MCr) yabanct ajanlara karsi immun sistem iliskili mast hiicreleri olarak gorev
yaparlar ve mukozal ylizeylere yerlesirler. Bunlarin sayilar1 T-lenfosit infiltrasyon
bolgelerinde ve alerjik hastaliklarda artmaktadir. Immun yetersizlik durumlarinda ve
kronik immun savunma sendromlarinda sayilari azalmaktadir. Buna karsin,
triptaz/kimaz iceren mast hiicrelerinin (MCrc) primer fonksiyonu non-immun sistemle
iliskili olmalaridir. Bu hiicreler submukoza ve bagdokusunda baskin olarak bulunurlar,
yogun lenfosit infiltrasyon bolgelerinde sayilari artmaz ve immun savunma
sendromlarinda sayilar1 azalmaz (37). Mast hiicreleri tarafindan sentezlenen kimaz ve
triptazin dl¢timleri mast hiicre fonksiyonunda proteazlarin 6nemini gosterir ve vurgular.
Mast hiicrelerindeki triptaz ve kimazin biyolojik aktiviteleri karsilastinldiginda bazi
aktiviteleri paylastiklar1 goriiliir. Triptazin bir 6zelligi de yangi 6ncesi mast hiicre
fonksiyonunda rol almasidir. Oysaki kimazin yangi reaksiyonlarinda daha fazla yer
aldign goriilir (31). MCp’in T-lenfosit fonksiyonuyla baglantili olabilecegi ©One
stiriilmiistiir, MCr alt populasyonu mevsimsel alerjik rinitis, atopik dermatitis, vernal
konjunktivitis ve scleroderma gibi durumlarla iligkilidir. MCrc hiicrelerinin biiyiik salgi
tiriinlerinden biri olan kimaz interloykin-1f aktivasyonuyla sitokinin varligini
degistirebilir. IL-4, membran bagimli kok hiicrelerini ve kan akisini kontrol edebilir

(36).

¢) Karboksipeptidazlar: Kemirici ve insan mast hiicrelerinden ilk olarak
saflagtirllmistir. Kimaz ve triptaz kadar yogun calisiilmamislardir. Karboksipeptidazlar
fare ve sicanlarin serozal ve bag doku tipi mast hiicrelerinde yerlesmektedir. insanda

karboksipeptidazlar kimaz ile birlikte MCrc’lerde birlikte bulunur (37).
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2. Yeni Sekillenen Mast Hiicre Mediyatorleri (3, 8)

Prostoglandinler ve Lokotrienler : Prostoglandinler ve 16kotrienler ortak bir prekiirsor
olan arasidonik asitten koken alan lipid mediyatorleridir. Arasidonik asit sitosolik
fosfolipaz A;’nin etkisiyle plazma membranindan salinir. Lokotrienler, LTA4, LTBy, ile
sisteinil 16kotrienler olan LTC4, LTD,4 ve LTE4 den olusur. Notrofillerde LTB,4 mast
hiicreleri, bazofil ve eozinofillerde ise LTC, baskindir. LTC4 vazodilatasyonu ve diiz
kaslarin kasilmasini saglar. Histamin hem mast hiicreleri, hem de bazofiller tarafindan
tiretilmesine ragmen prostoglandin sadece mast hiicrelerinden salinmaktadir. Bundan
dolayr da histamin ile birlikte prostoglandinin varligi ya da yoklugu akut alerjik
yangilarda mast hiicrelerinin  bazofillerden ayirt edilmesini  saglar  (37).
Prostoglandinlerden PGD, vazodilatasyonu saglar, damar gecirgenligini artirir, diiz
kaslarin kasilmasini saglar, brons konstriksiyonunu saglar, notrofil kemotaksisini artirir,

platelet agregasyonunu azaltir (3).

PAF (Platelet Aktive edici Faktor): Vazokonstriksiyonu saglar, damar gecirgenligini

artirir, PMN hiicre kemotaksisini artirir (3).
3.Mast Hiicre Sitokinleri (3, 56)

Mast hiicrelerindeki aktivasyon sitokinlerin ve kemokinlerin sentezi yoluyla da
izlenebilir. Saatler sonra baglayan sitokin ve kimokin sekresyonu kronik yangiyi
destekleyebilir (21, 47). Son yillarda insan mast hiicrelerinin ayn1 zamanda cesitli
sitokinlerin de kaynagi oldugu belirtilmistir. Mast hiicre tiirevli sitokinlerin
hastaliklardaki onemi kesin degilken, onlar hem fizyolojik hem de patolojik durumlarda

onemli bir rol oynayabilirler (3, 21).

TNF-a: Alerjik yangi olgularinda 6nemli bir sitokindir. 1980’lerde antitiimor etkileri
kemirici mast hiicrelerinde incelenirken TNF-a ile olan iliskileri bulunmustur. ilk olarak
fare peritoneal mast hiicrelerinde mast hiicre TNF-a direkt olarak elde edilmistir. TNF-a
immunoreaktif hiicrelerin sayisi, astimdan 6lmiis kisilerin akciger dokusunda 6zellikle
artmaktadir. TNF-a akciger mast hiicrelerinde 6nceden sekillendirilerek depo edilir ve
alerjik olgularda triptazla paralel olarak salinir. Makrofaj ve lenfositlerde de fazla
miktarda iiretilmesine ragmen depolama kapasitesi mast hiicrelerine gore ¢ok azdir ya
da yoktur (37). Fibroblast gelisimi ile kemotaksisi artirir, PGE, ile kollagenlerin
tiretimini, PMN hiicre kemotaksisini, fagositozu ve siiperoksit iiretimini artirir, T-hiicre

sinif II antijenini ve IL-2 reseptor ekspresyonunu artirir, histamin ve triptaz salinimini
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arttirir, Langerhas hiicreleri ile endoteliyal hiicrelerde adezyon molekiil ekspresyonuna,

timor hiicre sitotoksisitesine neden olur, eozinofil sitotoksisitesini artirir (3).

interloykin 4 (IL-4): Fibroblast proliferasyonunu, kemotaksis ve matriks proteini
tiretimini, IgE iiretimini, B-hiicre proliferasyonunu, B-hiicre IL-6 iiretimini, T- hiicre

proliferasyonunu artirir, makrofaj 6liimii ve sitokin tiretimini azaltir (57).

interloykin 5 (IL-5): Eozinofil kemotaksisini, gelisimini ve canlihgmi artirir.
Immunohistokimyasal ve in situ hibridizasyon yoluyla yaklasik olarak mast hiicrelerinin
%10°’nu  olusturduklart goriilir. IL-5, MCry’lerin  siirlandirilmasinda, parasiter

enfestasyonlarda ve kronik alerjik yangi olaylarinda goriilmektedir (37, 57).

interloykin 6 (IL-6): IgE iiretimini artirir, solunum yollarindaki mukus iiretimini
arttirir. Insan mast hiicrelerinde bulunan interloykin 6 hem bronsial hem de nazal
mukozada MCr’leri sinirlandirir. Mast hiicrelerinde boyanan IL-6 6zellikle miikoz

bezlerin ¢evresindeki submukozal dokuda baskin olarak bulunur (37, 57).

Interloykin 8 (IL-8): Insan mast hiicreleriyle iliskili olan Interloykin 8, PMN hiicre
kemotaksisini artirir. Ozellikle Ig-E bagimli deri mast hiicrelerinin stimiilasyonunda

sitoplazmik memran boyunca ve intraseliiler graniillerde IL-8 ortaya konulmustur (37).

interloykin 13 (IL-13): IL-4 ile birlikte mevsimsel alerjik konjuktivitisli hastalarin

konjuktival biyopsilerinde mast hiicreleriyle iliskili olarak ortaya konulmuslardir (37).

Mast hiicreleri, sentez aktivitelerinin miktar ve tipindeki degisimlerle ani cevresel
degisikliklere uyum saglayabilen heterojen bir populasyondur. Bu uyum cesitli mast
hiicresi aktivatorlerine karsi gelisen bir durumdur. Bu aktivatorler immunolojik ve

nonimmunolojik olarak iki grupta incelenir (20, 58).

Immunolojik aktivatorlerin baslicas1 IgE/antijen birlesmesi, histamin salgilatici
faktorler, interloykinler (IL) ve sitokinlerdir. Mast hiicre aktivasyonunda en iyi anlasilan
uyar1 IgE/antijen birlesmesidir. Mast hiicrelerinin membranlarinda, plazma hiicreleri
tarafindan salgilanan immunoglobulin E (IgE) i¢in spesifik reseptorler bulunur. Viicuda
bir allerjen (antijen) girdiginde, plazma hiicrelerinde bu antijene kars1 spesifik olan IgE
sentezlenir. Sentezlenen bu IgE’ler mast hiicrelerinin yiizey reseptorlerine baglanir.
Ayn1 antijen viicuda ikinci defa girdiginde mast hiicre yiizeyindeki bu IgE’lere baglanir

(antijen-antikor reaksiyonu), bu olay birka¢ dakika i¢cinde mast hiicre graniillerinin
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degraniilasyonunu baslatir. Sonugta histamin bosalimi ile yerel cevap (iirtiker) ya da

yaygin cevap (anafilaktik sok) ortaya cikabilir (58).

Son yillardaki caligmalar mast hiicrelerinin Ig’lerin araciligt olmadan da aktive
olabilecegini gostermistir. Insan ve fare mast hiicresindeki Toll-like reseptorlerin
(TLR), cesitli bakteriyel, viral ve fungal molekiilleri tanimak suretiyle sitokin yapimini
ve iltihabi cevabi uyardig: bildirilmistir (55).

Noropeptidler (substanz P, somatostatin, vazoaktif intestinal peptid, norotensin vb.),
baz1 temel bilesikler (48/80 bilesigi, polymyxin B vb.), kompleman anafilatoksinleri
(C3a, C4a, C5a), sitokinler (IL-1, IL-3) ile baz1 ilaglar gibi nonimmunolojik uyarilar da
mast hiicrelerini aktive edebilirler. Immunolojik veya nonimmunolojik uyarilarla olusan
degraniilasyon morfolojik olarak benzer goriilmekle birlikte mediyator salinimina neden

olan biyokimyasal olaylar farkli olabilir (55).

Alerjik reaksiyonlarin aksine, otoimmun veya yangisal olaylar sirasinda mast
hiicrelerinin degraniile oldugu nadiren goriilmiistiir. Elektron mikroskopik diizeyde
yapilan ¢alismalar; belirgin bir degraniilasyon olmaksizin, mast hiicresi graniillerinin
elektron yogun yapisinda degisiklikler olustugunu gostermistir. Bu degisiklikler

degraniilasyon olmaksizin bazi maddelerin salgilandigini diisiindiirmektedir (55).

Mast hiicrelerinde aktivasyon, iic 6nemli biyokimyasal reaksiyonu baslatir. Oncelikle
mediyator-sitokin sentezi icin hiicre c¢ekirdegi uyarilarak gen diizeyinde bir
reorganizasyon sekillenir. Bu sekilde yeni mediyatorler icin mRNA transkriptlerinde
artma meydana gelir. Ikinci olarak lipid metabolizmas1 ve lipid metabolitlerinin
sentezinde artig goriilir. Bunlarin en o©nemlisi arasidonik asit metabolizmasidir.
Arasidonik asit ve tiirevleri hiicre membraninda sentez edilen doymamis yag asitleridir.
Bu substans iki yoldan metabolize olur. Bunlardan siklooksijenaz  yolu
prostoglandinlerin sentezine, 5-lipooksijenaz yolu ise 16kotrienlerin (LT-B4, -C4, -D4, -
E4) olusmasina yol agar. Mast hiicreleri hangi tip proteoglikani igeriyorsa ona gore
belirli arasidonik asit ve metabolitini salgilar. Heparin igeren hiicreler PGD,
salgilamaktan sorumlu iken, kondritin siilfat icerenler 16kotrienleri salgilarlar. Uciincii
biyokimyasal reaksiyon ise mast hiicrelerinin degraniilasyonudur. Mast hiicreleri aktive
olduklarinda graniiller hiicre yiizeyine dogru hareket ederler ve “lokal ekzositoz” olarak
adlandirilan bir yontemle iceriklerini bosaltirlar. Bu agsamada mikrotubuluslar, Ca++ ve

enerji gereklidir. Bu enerji hiicre i¢inde aerobik ve anaerobik glikolizle elde edilir.
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Salgilanma sirasinda graniiller bir digeriyle kaynasir ve bu sekilde hizli salgilanma icin
hiicre yiizeyine dogru kanallar olusur. Ekzositozda, hiicre membraniyla graniil
membraninin kaynasmasi sonucunda fazlalasan hiicre membrani, karakteristik mast

hiicre yiizey kivrimlarini sekillendirir (20, 21).

Mast hiicreleri; anjiogenez, kemik dokusunun yeniden sekillenmesi, parazit dldiiriillmesi
ve alerjik inflamasyon gibi farkli gérevlerde, degisik homeostatik ve patolojik sartlarda
kritik etkileri olan hiicrelerdir. Yakin zamanda T hiicrelerine antijen sunduklar1 ve ko-
sitimiilasyon sagladiklari, B hiicrelerine de differensiyasyon ve proliferasyon
sinyallerini ulastirdiklar1  gosterilmistir. Bu cesitlilik, fenotip olarak heterojen
hiicrelerden, hem Onceden olusturulan (histamin), hem de yeni sentezlenen (TNF)
mediyatorlerin salinmasina baglidir. Son bulgular, mast hiicrelerinin, nitrik oksit sentaz

irettigini ve endojen nitrik oksitin bir kaynagi oldugunu gostermektedir (48, 50).

Mast hiicreleri esas olarak mikroorganizmalarin viicuda girebildikleri yerlerde
bulundugu icin patojenlerle direkt temas kuran ilk yangi hiicrelerinden biri olarak
degerlendirilebilir. Mast hiicrelerinin enfeksiyon bolgesine TNF-a salgiladigi, bunun
dolasimdaki notrofiller gibi bakterisidal 6zellikleri olan 16kositleri enfeksiyon bolgesine

topladig1 gosterilmistir (55).

Mast hiicreleri allerjik ve yangisal reaksiyonlarda merkezi bir rol oynarlar (42, 59-64).
Mast hiicreleri depoladiklar1 kimyasal mediyatorlerin serbest kalmasiyla hipersentisitive
(asir1 duyarhilik) reaksiyonlar1 adi verilen alerjik reaksiyonlara sebep olurlar, IgE ye
yiiksek affinitesi olan Fc reseptorlerine sahip olduklari i¢in de allerjen temasina ¢abuk

yanit verirler (6, 9, 61, 65-67).

Mast hiicrelerinin erken fazdaki klasik rollerini bir tarafa birakacak olursak, alerjide ge¢
ve kronik evrelerde de Onemli bir isleve sahiptirler. Bu evrelerde mast hiicreleri;
eozinofil graniilositler, lenfositler gibi infiltre olmus hiicreler vasitasiyla aktive
olabilirler ve bu hiicrelerle etkilesebilirler. Aktive olmus mast hiicreleri eozinofillerin
kemotaksisi, aktivasyonu ve yasamasina yardim eden mediyatorler salgilarlar. Mast
hiicreleri, makrofajlar1 ve epitel hiicrelerini de lenfosit ve eozinofiller i¢in kemotaktik

maddeler olusturmalar1 konusunda uyarirlar (55).
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Allerjik hastaliklar tipik olarak eksternal viicut yiizeylerini (deri ve mukoza) etkilerler
ve herhangi bir lezyona yol a¢gmayan cevresel antijenlere karsi asir1 duyarlilik
reaksiyonunun bir gostergesidirler. Asir1 duyarlilik, IgE antikorlarinin iiretilmesi ile
baglar. IgE antikorlari; dokudaki mast hiicrelerine ve dolasimdaki bazofillere baglanir.
Allergen ile temas sonrasi bu hiicrelerin degraniilasyonunu tetikler. Boylece vazoaktif

ve proinflamator mediyatorleri hizla salinir (11, 33, 34,37, 42, 49, 59, 61, 68).

Duyu organlari icinde en 6nemli organ olarak sayabilecegimiz goz, hastaliklara ve dig
etkenlere kars1 oldukca duyarhidir. Sinir sistemi araciligi ile direk gorme islevi disinda
su, seker metabolizmas1 ve seksiiel diirtiiler ile de ilgisi vardir. Gozii dis etkenlerden ve
fazla 1siktan koruyan g6z kapaklari, dis kisimlar1 kil follikiilleri ile ter ( Zeiss ve Moll
bezleri) ve yag (Meibom) bezlerini iceren deri, i¢ kisimlari ise, konjunktiva adi1 verilen
0zellesmis bir mukoza ile ortiilii olusumlar olup, alt (palpebra inferior) ve iist (palpebra
superior) olmak iizere ikiye ayrilir (1, 69-71). Domuzlarin her iki gbz kapaginda ter ve
yag bezleri ¢cok gelismistir. Kedi harig biitiin tiirlerde, iist goz kapaginin kenarinda ter ve
yag bezleriyle iliskili, kirpik ad1 verilen ¢ok sayida kil bulunur. Alt goz kapaginda gevis
getirenler ve atlarda az sayida bulunan kirpiklere kedi, kopek ve domuzda rastlanmaz.
Bazen alt g6z kapaginin kenarinda sinus killart da yer alabilir. Bu killar ya ¢ok kiigiiktiir
ya da kedi ve kopekte oldugu gibi bulunmayabilir. Goz kapaklarinin orta boliimiinii
orbitadan gelen tendindz bir bagdoku olan gz kapagi fasiyasi olusturur. Bu bagdoku
g6z kapaklarinin kenarina dogru, kollagen ipliklerin kece seklinde dizilmesi sonucu,
g6z kapaklarini sertlestiren bir yapiya doniisiir. Bu kisim tarsus adini alir ve tarsus
inferior, tarsus superior olmak {iizere iki boliime ayrilir. G6z kapaklarinda bulunan
Meibom bezleri (glandulae tarsales) multilobular modifiye yag bezleridir. Ust goz
kapaginda alttakinden daha gelismis olup merkezi bir kanalla goz kapaklarinin

kenarlarina acilan bu bezler, kedide ileri derece, domuzda ise zayif gelismistir (1, 69).

Konjunktiva kelime kokeni bakimindan “baglayan” doku anlamina gelir. Goziin
biyolojik zirhi olarak kabul edebilecegimiz konjunktiva aslinda ince saydam bir zardir.
Bu ¢ok kaygan 6zel zar, goziin hareketinde, kornea ve skleranin goz kapaklarindan
hasar gormemesini, goziin i¢c kisminin dis diinyadan ayrilmasimi ve izole olmasini
saglar. Fiziksel bir bariyer gorevi yaparak tozlarin, yabanci cisimlerin,
mikroorganizmalarin goz kiiresinin arka kisimlarina ulasarak yangi olusturmasini

engeller. Tasidig1 miikoz sekresyon yapan kadeh hiicreleri, bezler (Henle ve Manz
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bezleri) ve akoz sekresyon yapan yardimei gézyasi bezleri (Krause ve Wolfring bezleri)
ile g6z yas1 filminin mukusunun iretilmesinden ve korneanin seffafliginin
saglanmasindan sorumludur. Ayrica kadeh hiicrelerinin icerdigi jel miisin ak6z goz yasi
tabakas1 ve hidrofobik kornea epiteli arasinda hidrofilik bir ara yiizey olusturarak
korneay1 1slatict ajan olarak hizmet goriir ve epitel hiicrelerinin diizensiz yiizeyini
doldurarak kornea yiizeyinin optik olarak diizgiin olmasim saglar. icerdigi mukozayla
iliskili lenfoid doku CALT (conjunctiva associated lymphoid tissue) ile de yabanci
mikroorganizmalari etkisiz hale getirerek immunolojik savunmada 6nemli rol oynar (1,

33,69-71,79).

Konjunktiva korneanin periferinden baslar, skleranin on yiizeyini kaplar ve oradan
kivrilarak kirpiklere kadar goz kapa@min icini sararak orter. Ust kapakta yukari, alt
kapakta asagiya dogru uzanir ve kendi iizerinde kivrilarak iist ve alt forniksi olusturur

(1, 33, 69-71, 79).

Konjunktiva topografik olarak 3 bolgeye ayrilir (1, 58, 69-72):

1. Palpebral (tarsal) konjunktiva (goz kapaklarinin posteriyor yiiziinii orter)
2. Bulbar konjunktiva ( goz kiiresinin anteriyor boliimiinii orter)

3. Forniks (goz kapaklarimin posteriyorii ve goz kiiresi arasinda baglantiyr saglayan

gecit bolgesidir).

Go6z kapaklarinin dis yliziinii 6rten deri, kapaklarin kenarinda kutan mukozadan olusan
bir membrana doniisiir ki buna palpebral veya tarsal konjunktiva (conjunctiva
palpebralis) ad1 verilir. Palpebral konjunktiva, forniks konjunktiva (fornix conjunctiva)
ad1 verilen gecitten sonra bulbus okulinin {iizerine gecerek bulbar konjunktiva

(conjunctiva bulbi) adim alir (1, 69, 71).

Biitiin miik6z membranlarda oldugu gibi konjunktiva da histolojik olarak epitel ve

stroma (substantia propria) olmak iizere iki katmandan olusur (1, 69-72).

Palpebral konjunktiva marjinal, tarsal ve orbital olmak iizere ii¢ bolgeye ayrilir. Genelde
plapebral konjunktivada epitel ¢cok katli, non-keratinize ozelliktedir. Marjinal bolge deri
ve konjunktiva arasindaki gecit bolgesidir ve gz kapaginin kenarinda minimum
diizeyde keratinizasyon gosterir. Tarsal boliimde ise epitel oldukca yassidir. Orbital
bolgedeki epitel cok sayida kadeh hiicresi igerir ve altindaki bagdokuya gevsek olarak
baglanir. Ust goz kapaginda 5-6, alt goz kapaginda 3-4 hiicre sirasindan olusan epitelde
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bazal hiicreler kiibik, {iistteki hiicreler ise yassilasarak poliedral bir sekil kazanmistir.
Kiibik hiicreler tonofilamanlar, graniilli ER, zayif gelismis Golgi aygiti,
mitokondriyonlar ile ¢cok sayida vezikiiler cisimcikler icerir. Birbirlerine dezmozomlar,
tight junctionlar ile baglanmis olan iist siradaki hiicrelerin apikal yiizeylerinde birbirine
paralel seyreden mikrovilluslar bulunur (73, 74). Bulbar konjunktiva ise, az sayida
kadeh hiicreleri iceren c¢ok katli yassi keratinlesmemis epitel ile ortiiliidiir. Forniks
palpebral konjunktivaya benzer 6zellikler gosterir; ancak daha cok sayida kadeh hiicresi
tasir (1, 58, 69, 70, 72).

Tiim konjunktivada epitel tabakasinda bazal hiicreler arasinda melanositler ve
Langerhans hiicreleri bulunur. Ozellikle palpebral konjunktiva ve inferonazal bulbar
konjunktivada miisin salgilayan kadeh hiicreleri daha yogundur (70-72). Konjunktiva
epitelinin kok hiicrelerinin kaynagi belirsizdir. Forniksin konjunktiva epitelindeki kadeh
hiicrelerinin, bulbar ve palpebral konjunktivalara kiyasla proliferasyon yeteneklerinin

daha fazla oldugu gosterilmistir (72).

Konjunktivanin stroma tabakasi, damardan zengin bag dokusu yapisinda olup bazal
membranin altinda uzanir. Stromanin hiicresel konmpozisyonu bireylerde yasa bagh
olarak degisebilir. Stromanin yiizeysel kismu goziin immiinitesinde 6nemli rol oynayan
lenfositler, mast hiicrelerini ve Langerhans hiicreleri, diger dentritik hiicreler ile
makrofajlar gibi antijen sunan hiicreleri (APC) igerir. Stromanin derin katmani fibroz
yapida olup konjunktivanin kan ve lenf damarlari ile sinirlerini i¢erir. Konjunktivanin
kan damarlarini, lakrimal ve nazal arterlerin kollar1 ile anteriyor siliyer arter olusturur.
Sinirleri ise lacrimal / supraorbital / supratrochear/ infratrochear/ infraorbital sinirlerdir.
Bunlarin ¢ogu miyelinsiz sinir sonlanmalar1 seklindedir. Subepiteliyal pleksuslar
stromanin siiperfisiyel boliimiinde intraepiteliyal pleksusular ise hiicrelerin bazal
kisimlar1 etrafinda yerlesir. Ayrica konjunktivada lakrimal bez (gozyasi bezi) ile ayni
yaptya sahip olan Krause ve Wolfing yardimci goéz yasi bezleri de bulunmaktadir.
Wolfring bezleri Krause bezlerinden daha biiyiiktiir. Krause bezleri stromada daha
derinde yerlesir (8, 33, 70-72).

Cevreye direkt temas1 nedeniyle goz, alerjik hastaliklara daha sik meyil gosteren bir
organdir (1, 33, 47, 69). Alerjik goz hastaliklari insan ve hayvanlarin yagamini olumsuz
yonde etkileyen yaygin klinik bir problemdir (68). Okiiler alerjiler, goziin ylizey
dokularinda (goz kapagi derisi ve konjunktivada) meydana gelir (1, 49). Okiiler

alerjilerde, gdozde yanma, batma, kasinti, ¢capaklanma, kizariklik, sulanma, 1518a kars1
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hassasiyet ve gorme bozuklugu sekillenir (1, 8, 33, 47, 49, 60, 68, 69). Okiiler alerjik
inflamasyon, konjunktival dokudaki IgE aracili mast hiicre aktivasyonuyla iligkilidir
(33, 34, 68) ve tim bu semptomlara mast hiicreleri tarafindan salinan histamin,
proteazlar, sitokinler ve diger mediyatorler neden olur (60). Mast hiicre tiirevli
mediyatorler okiiler ylizey inflamatuar l6kositlerin (notrofiller, eozinofiller ve
lenfositler) infiltrasyon ve migrasyonunda gorev alirlar (8, 33, 34, 61, 62) ve okiiler

yiizeyde immunoregiilasyonu saglarlar (42).

Insan goziiniin okiiler ve adneksal dokularinda yaklasik olarak 50 milyon mast
hiicresinin bulundugu bildirilmektedir (49). Ratlarda da mast hiicrelerinin en fazla goz
kapaginda bunu takiben limbusta, seyrek olarak da konjunktivanin geri kalan pargasinda
yerlestigi; g6z kapagindaki mast hiicrelerinin biiylik bir kisminin Alcian Blue
pozitifken, fornikste Safranin pozitiflerin daha fazla oldugu belirtilmektedir. Limbusta
ise mast hiicrelerinin baskin tipinin ya safranin pozitif ya da mikst graniiller

icerdiginden soz edilmektedir (28).

Konjunktiva immunolojik olarak eksternal goziin en aktif dokusudur. Polenler, toz,
bocek partikiilleri, hayvan tiiyleri ve diger proteinler olmak iizere ¢ok sayida allerjenle
kars1 karstya kalir. Konjunktiva goz yasi filminin mukus iceriklerini iiretir. Immun
cevap baslamadan once mukozal sistem tehlikeli ve tehlikesiz ajanlari ayirt edebilir.
Allerjik goz hastaliklar genetik ve ¢evresel faktorlerin sonucu olarak meydana gelebilir,
ilk olarak mukozal bariyer fonksiyonunu bozar ve antijenler allerjenler ve mitojenlerle
immun cevabi arttirir. Konjunktivanin cevabi hiperemi, kasinti, kizariklik, yasarma,

kimosis ve mukus salgisinda artisi igerir (70).

Konjunktivada degisik derecelerde hiperemi, siskinlik, gbz yas1 akintisi ile karakterize
duruma konjunktivitis ad1 verilmektedir. Bilateral ya da unilateral goz yas1 akintisi
miik6z, serdz veya mukopurulent olabilir. Kopek, kedi, koyun, sigir ve kegilerde
konjunktivitislerin bircok nedeni bulunmaktadir. Bunlar arasinda da en Onemlileri
tramvatik nedenler, ilaglara bagli nedenler, cerrahi operasyonlara bagli nedenler, fiziksel
ve kimyasal nedenler ile immunolojik durumlardir (75). Okuler allerjinin yaygin olan
formlar soyledir (1, 8, 33, 49, 69):

e Mevsimsel Alerjik Konjunktivitis (SAC)

e Perennial Alerjik Konjunktivitis (PAC)

¢ Atopik Keratokonjunktivitis (AKC)
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¢ Vernal Keratokonjunktivitis (VKC)

¢ Giant Papillar Konjunktivitis (GPC)

e Kontak Lens iliskili Papillar Konjunktivitis (CLPC)
e Kontak Okuler Alerji (COA)

Okiiler allerjilerinn iki yaygin patolojik bulgusu; konjunktival mast hiicre aktivasyonu
ve okuler yiizeydeki eozinofillerin sayisindaki artistir (8, 33). Okiiler yiizeyde mast
hiicre sayis1 allerjik konjunktivitisin biitiin formlarinda artar (13 ,42, 76). Konjunktival
mast hiicreleri, konjunktivadaki alerjik inflamasyonun diizenlenmesinde 6nemli rol
oynar ve aktif hastalik boyunca saliman IL-4 ve multifonksiyonel sitokinleri biiyiik
oranda depolayabilir (57). Vernal keratokonjunktivitis ve allerjik konjunktivitiste mast
hiicre mediyatorleri olan triptaz ve kimaz miktarinin artigi saptanmustir (22, 77, 78).
Ozellikle kopeklerde goriilen keratokonjunktivitis olgularinda otoimmun nedenlerin
hastaligin ortaya cikmasinda en onemli neden oldugu belirlenmistir Bunlar disinda
koyun ve kecilerin enfeksiyoz keratokonjunktivitisi, kedilerin kataral ozellikteki
keratokonjunktivitisi ile enfeksiyoz ozellikteki konjunktivitisleri ve 6zel nitelikte olan

bir¢ok tiirde goriilen konjunktivitisler de bulunmaktadir (75).

Irani ve arkadaslar1 (23), allerjik konjunktivitisli hastalarda konjunktival dokuda var
olan mast hiicrelerinin %100 TC oldugunu immunohistokimyasal boyamalar yoluyla
gostermislerdir. Sekretojendz insan konjunktival mast hiicrelerinin fonksiyonel tepkisi
TC ya da bag doku tipi mast hiicresi olarak siniflandirilmasina neden olur (34, 79).
Serozal ve perenial allerjik konjunktivitte, konjunktivada mast hiicrelerinde artma vardir
(1). Vernal konjunktivitte de konjunktival mast hiicrelerinin sayisinda artma ve bunlarin
epitelde varlig1 gosterilmistir. Epitel mast hiicrelerinin aktivasyonu goz yasindaki triptaz
diizeyinde bir artisa sebep olur. Burdaki bir¢ok hiicre triptaz pozitif, kimaz negatif mast
hiicresidir. Hiicrelerde ayrica graniil sayist da fazladir (78). Vernal konjunktivitislerde
epitel kattaki mast hiicrelerinin sayis1 substansiya propriyada yerlesen mast
hiicrelerinden daha fazla sayidadir (1, 22, 23, 34, 69, 77, 80). Insanlardaki atopik
keratokonjunktivitiste mast hiicrelerinin sayisinda 6nemli bir artis olur. Ozellikle bag
doku mast hiicrelerinden triptaz, kimaz, katepsi-G ve karboksipeptidaz-A igerikleri

salgilanir. Oysaki mukozal mast hiicrelerinin igerikleri sadece triptazdir (81).



3. GEREC VE YONTEM

Hayvanlar : Bu calismada Erciyes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Patoloji Anabilim
Dalinda okutulan Nekropsi dersinde 68renci uygulamalar1 i¢in 6tenazi edilen eriskin 10

adet erkek veya disi kopeklere ait gozlerin konjunktivalari materyal olarak kullanildi.

Alt ve iist goz kapaklarina ait konjunktivalar horizontal olarak ii¢ bolime (palpepral-
tarsal, forniks ve bulbar konjunktiva), bu boliimler de vertikal olarak nazal, orta ve
temporal parcalara ayrildi. Sonugta her bir hayvanin bir goziiniin alt ve {ist
konjunktivalarina ait 9’ ar boliim olmak iizere 18 adet, toplamda 360 doku Ornegi

kullanildi.

Tespit : Otanazi edilen 10 kopegin sag ve sol gozleri her bir tespit soliisyonu icin 5 er
adet olmak iizere Carnoy ve %10’ luk formaldehit soliisyonunda tespit edildi. Carnoy
solisyonunda +4°C de 30 dakika ve takiben oda 1sinda 2 saat, %10’ luk formaldehitte
ise 24 saat siireyle bekletilen dokular, dereceli alkoller, metil benzoat ve benzol

serilerinden gegirildikten sonra paraplastta bloklandi.

Her bir bloktan 4 um kalinliginda seri kesitler alindi. Bu kesitlerden birincisi birinci
lama, ikincisi ikinci lama, tigiinciisii ii¢lincii lama, ..... olmak iizere toplam 10 lam
tizerine yerlestirildi. Bu islemler sag ve sol gozlerin alt ve list konjunktivalarinin tim
boliimleri icin uygulandi. Kopeklerden konjunktivalarinin yani sira test amagli olmak
tizere deri ve bagirsak (ileum) Ornekleri de alinarak bloklandi. Ayrica karsilastirma
amacl olarak bir rata ait elimizdeki bagirsak ve deriye ait ornekler de kullanildi.
Bloklardan alinan kesitler konjunktiva Ornekleri ile ayni lamlara alinarak mast

hiicrelerine 0zgiin boyama yontemleri ile boyandi.
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Boyama Yontemleri: Elde edilen kesitlere asagidaki boyama yontemleri uygulandi:
1. Kisa ve Uzun Siireli Toluidin Blue Boyama Yontemi

Mast hiicrelerinin dokudaki dagilimini ve kullanilan tespit soliisyonuna duyarliligini
belirlemek i¢in seri olarak alinan kesitlerin ilk serisi %0.5’lik toluidin blue (pH 4) ile 30
dakika (kisa siireli toluidin blue boyamasi), ikinci serisi 0.5 N HCI’de hazirlanan
%0.5’1lik toluidin blue (pH 0.5) ile 7 giin (uzun siireli toluidin blue boyamasi) ile
boyandi (1, 12).

2. Alcian Blue-Safranin O Boyama Yontemi

Mast hiicrelerinin mukoza ve bagdoku mast hiicresi alt tipini belirleyebilmek i¢in 3.

grup seri kesitlere alcian blue/safranin O kombine boya yontemi uygulandi (1, 12).
3. Berberin Siilfat Boyama Yontemi

Mast hiicrelerin icerdigi heparinin demonstrasyonu icin 4. grup kesitler berberin siilfat
boyama teknigi ile boyandi. Deparafinize edilip suya kadar getirilen kesitler 100 ml
deiyonize suda ¢ozdiiriilen 0.02 g berberin siilfat soliisyonunda 10 dakika bekletildi ve
daha sonra sitrik asit ile pH’s1 4’e diisiiriilmiis deiyonize suda 5 dakika yikandi. Gliserol

ile kapatilan kesitler fluoresan mikroskopta incelendi (1).
4. Kritik Elektrolit Konsantrasyonu (CEC)

Mast hiicrelerinin proteoglikan icerigini belirlemek amaciyla 5. ve 6. grup kesitler
MgCl,’iin farkli konsantrasyonlarini iceren % 0.05 lik Alcian blue (0.2/0.3 ve 0.7/0.8
M) soliisyonunda 24 saat boyandi (1).

5. Enzim Histokimyasal Boyamalar

Mast hiicrelerinin kimaz aktivitesini belirlemek i¢in 7. kesite Naphtol AS-D
chloroasetate esterase (NASDCA) enzim boyama teknigi uygulandi. Deparafinize
edilen ve suya kadar getirilen kesitler, 30 dakika oda sicakliginda siiziilmiis taze boyada
bekletildi. Reaksiyon gerceklestikten sonra kesitler suda yikandi ve Mayer’in
hematoksileni ile 5 dakika boyandi. Suda yikanip alkollerde dehidre edilen kesitler
ksilol’den gecirilip entellan ile kapatildi (4).
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6. Naphtol AS-D chloroasetate esterase (NASDCA)- Kritik Elektrolit
Konsantrasyonu (CEC)

Mast hiicrelerinin kimaz aktivitesini ve proteoglikan icerigini beraber belirlemek igin 8.
kesite once Naphtol AS-D chloroasetate esterase (NASDCA) enzim boyama teknigi
uygulandi. Daha sonra da MgCl,’iin farkli konsantrasyonlarini iceren % 0.05 lik Alcian

blue (0.2/0.3 ve 0.7/0.8 M) soliisyonunda (pH 5.8) 24 saat boyandi (4, 12).
7. immunohistokimyasal Yontemler

Mast hiicrelerinde triptaz aktivitesini belirlemek icin adhesivli lamlar iizerine alinan 4
mikron kalinhigindaki kesitler 37°C’lik etiivde 1 giin siire ile kurutulup, 3x5 dakika
ksilol serileri ve daha sonra, 3’er dakika 100°, 96°, 80°, 70°lik alkol serilerinden
gecirilerek dehidre edildi. Dokuda endojen peroksidaz aktivitesini azaltmak igin,
kesitler %3’lik H,O,’de oda sicakliinda 15 dakika bekletildikten sonra, PBS
(phosphate buffer solution) ile 2 kez 5’er dakika yikandi. Antijenin yeniden kazanimi
icin 95°C’ye kadar 1sitilmis 0,01 M sitrat buffer’da 25 dakika bekletildi. Daha sonra oda
1sisinda ayni tampon i¢inde 20 dakika sogutuldu. Dort kez bufferda yikanan kesitler
nonspesifik zemin boyanmalarin1 gidermek icin bloking soliisyonu ile 5 dakika nemli
kamarada inkube edildi. Bu islemden sonra, kesitlerin {izerine primer antikor (mast cell
tryptase) 1’er damla damlatilip 1 saat inkiibe edildi ve daha sonra PBS i¢inde 4 kez 5’er
dakika yikandi. Bu islemi takiben kesitler, biotinlenmis sekonder antikor ile 10 dakika
oda 1sisinda inkube edilip, 4 kez PBS ile yikanip, enzim konjugath strepavidinle 10
dakika muamele edildi. Tekrar 4 kez PBS ile yikandiktan sonra 12 dakika AEC
kromojen solusyonunda bekletildi. Gill’in Hematoksileninde 5 dakika boyandiktan
sonra ¢esme suyunda 10-15 dakika yikandi ve iizerine yapistirict damlatilip lamelle

kapatilarak 151k mikroskopta incelendi (12).
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4. BULGULAR

Konjunktivamin Genel Yapis1 : Go6z kapaklarinin serbest kenarlarindan kivrilarak
bunlarin i¢ yiiziinii doseyen konjunktivanin ince ve transparan bir miikoz membran
oldugu goriildii. Ozellesmis bir mukozaya sahip olan konjunktiva anatomik olarak ii¢
bolime ayrildi. Bunlardan goz kapaklarinin i¢ yiiziinii oOrten boliimii palpebral
konjunktiva, gecit bolgesini olusturan forniks ve goz kiiresinin iizerini orten ise bulbar
konjunktiva olarak adlandirildi. Konjunktiva epitel ve stroma (substansiya propriya)
olmak iizere iki katmandan olugsmustu. Go6z kapaklarinin kenarindan itibaren igeriye
derinin kivrilarak kutan mukozaya doniismesi sonucunda olusan palpebral konjunktiva
epitelinin Ozelligine gére marjinal, tarsal ve orbital olmak iizere ii¢ boliime ayrildi.
Marjinal boliim, genelde ¢ok katli yass1 non-keratinize, tarsal boliime yaklastikca cok
katl kiibik ozellikteydi (Sekil 4.1). Orbital boliimde ise epitel ¢ok katli prizmatik olup
icerisinde kadeh hiicreleri bulunmaktaydi (Sekil 4.2). Tarsal konjunktivada epitel
oldukca incelmis olup iki kath kiibik 6zellik gostermekteydi (Sekil 4.3). Fornikste ise
epitel ¢ok katl yiiksek prizmatikti ve aralarinda olduk¢a yogun bir yerlesim gosteren
kadeh hiicrelerine rastland1 (Sekil 4.4). Bulbar konjunktiva ise, az sayida kadeh

hiicreleri igeren ¢ok katli yassi nonkeratinize ince bir epitel ile ortiilmiistii (Sekil 4.5).
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Sekil 4.2. Palpebral konjunktivanin orbital boliimii, ticlii boyama X 20
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Sekil 4.3. Palpebral konjunktivanin tarsal boliimii, ticlii boyama X 20
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Sekil 4.4. Forniks, ii¢lii boyama X 10

Sekil 4.5. Bulbar konjunktiva, ii¢lii boyama X 20
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Stroma siki bag dokusu 6zelliginde olup degisik biiyiikliiklerde damarlar icermekteydi.
Ozellikle kapillar damarlar lamina epiteliyalisin hemen altindaki siiperfisiyal bag doku

icine yerlesmisti. Siiperfisiyal stroma i¢inde soliter karakterde lenf folikiilleri goriildii.

Bunlar konjunktiva ile iliskili lenfoid doku (Conjunctiva Associated Lymphoid Tissue,
CALT) olarak tanimland1 (Sekil 4.4). Bu lenf folikiillerinin tarsal boliimden itibaren
sekillenmeye basladig: goriildii Lenf folikiillerinin yerlestigi bolgelerde epitelin ince bir
cizgi seklinde follikiil ile iliskili epitel (FAE) olusturdugu dikkati c¢ekti. Palpebral
konjunktivanin marjinal boliimiiniin stromasinda yag bezleri (Meibom —tarsal- ve Zeis
bezleri) ile ter (Moll bezleri) bezlerine rastlandi. Alt ve iist goz kapagmin tarsal
boliimiinden fornikse kadar uzanan serdz Ozellikte olan aksesuar gbdzyasi bezlerinin
(Krause ve Wolfring) korpus glanduleleri ile akitici kanallar1 gézlendi. Wolfring bezleri
daha biiyiik bezlerdi.Stroma,forniks ve palpebral konjunktivalarda benzer o6zellikler

gostermesine karsilik, bulbar konjuktivada lenf follikiillerine rastlanmadi.

Mast Hiicrelerinin Histokimyasal Ozellikleri : Mast hiicrelerinin dokudaki
dagilimlarin1 ve tespitlere karsi duyarliliklarini belirlemek icin kisa ve uzun siireli
toluidine blue boyama metodu kullanildi. Formolde tespit edilmis dokular kisa siireli
toluidin blue ile boyandiginda az sayida hiicrenin boyandigi ve metakromazi
gosterdikleri (Sekil 4.6), Carnoyda tespit edilen dokulardaki mast hiicrelerinin
tamaminin boyandigi ve hiicrelerin metakromatik ozelliklerinin kaybolmadigi tespit

edildi (Sekil 4.7).
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Sekil 4.6. Palpebral konjunktivanin marjinal bolimii, formaldehit tespiti, kisa siireli Toluidine blue X 20

Sekil 4.7. Forniks, Carnoy tespiti, kisa siireli Toluidine blue X 20
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Uzun siireli toluidin blue boyasinda ise formol tespitli dokulardaki mast hiicrelerinin
tamaminin koyu mavi renkte boyandigl ancak metakromazi gostermedikleri belirlendi.
Ardisik kesitlere uygulanmis olan kisa ve uzun siireli toluidin blue boyamalari
karsilastirildiginda formaline duyarli olan hiicrelerin epitelin hemen altinda yerlesmis
oldugu saptandi1 (Sekil 4.8-9). Carnoy’la tespit edilen doku kesitlerinde hem uzun, hem
de kisa siireli toluidine blue boyamalarinda mast hiicrelerinin ayni yogunlukta olduklari
goriildii. Mast hiicrelerinin dagilimi acisindan boliimler arasinda belirgin bir farklilik
yoktu. Ancak palpebral ve forniks bolmiinde bulbara gére daha fazla mast hiicresine
raslandi.  Epitel icinde ve epitelin hemen altinda az sayida ,stromadaki kapillar
damarlar, bezler ve bezlerin akitici kanallar etrafinda daha fazla sayida mast hiicresi
goriildii. Palpebral ve forniks boliimleri igerisinde yerlesmis olan soliter karakterdeki
lenf folikiilleri i¢cinde de mast hiicreleri bulunmaktaydi. Ancak her ii¢ boliimiin temporal

ve orta parcalarina gore nasal parcasinda mast hiicrelerinin az oldugu dikkati cekti.

Sekil 4.8. Forniks, formaldehit tespiti, uzun siireli Toluidine blue X 10



29

Sekil 4.9. Forniks , formaldehit tespiti, kisa siireli Toluidine blue X 10

Mast hiicrelerinin mukoza ve bagdoku mast hiicresi alt tiplerini belirleyebilmek i¢in
yapilan alcian blue/safranin O (AB-SO) kombine boyasinda; AB pozitifler mavi (Sekil
4.14), AB-SO pozitifler mavi-mor (Sekil 4.10-11) ve SO pozitifler kirmizi olarak (Sekil
4.13) goriildii. Tim boliimlerde AB pozitif boyanan hiicrelerin cogunlukta olduklari,
ikinci sirada AB/SO pozitif boyanan mikst ozellikteki hiicrelerin, tiglincii sirada ise SO
pozitif boyanan hiicrelerin oldugu tespit edildi. SO pozitif mast hiicreleri epitelin
icerisinde tek tiikk veya hemen altinda az sayida gozlenirken, AB pozitif ve AB-SO
pozitif mast hiicrelerinin, epitelin hemen altindaki bagdokuda, stromanin derin katmani

icerisinde, kapillar damarlar etrafinda yerlestikleri tespit edildi.
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Sekil 4.10. Forniks, Carnoy tespiti, AB-SO X 20

Sekil 4.11. Palpebral konjunktivanin orbital boliimii, formaldehit tespiti, mikst hiicre, AB-SO X 100
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Sekil 4.12. Palpebral konjunktivanin marjinal boliimii, Carnoy tespiti, intraepiteliyal hiicre, AB-SO X 100

Sekil 4.13. Forniks, Carnoy tespiti, SO(+) hiicre, AB-SO X 100
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Sekil 4.14. Forniks, Carnoy tespiti, AB(+) hiicreler, AB-SO X 20

Palpebral konjunktivanin marjinal boliimiinde Meibom ve Zeiss bezleri etrafinda, tarsal
boliimiinde ise Wolfring ve Krause bezleri ile bezlerin akitici kanallar1 etrafinda bol
miktarda olduklar1 goriildii. Orbital boliimiinde ise Henle’nin yalanci tubuler bezleri
etrafindaki bagdokuda 6zellikle AB pozitif olan mast hiicrelerine rastlandi. Palpebral
konjunktivanin tarsal ve orbital boliimleri ile forniksde yerlesmis bulunan konjunktiva
ile iligkili lenfoid dokuya (CALT) ait olan lenf folikiilleri etrafinda ve ic¢indeki mast
hiicreleri AB pozitif boyanma 6zelligi gostermekteydi. Fornikste epitelin hemen altinda
ve stromanin yiizeysel katmaninda AB pozitifler cogunlukta iken, SO pozitif olanlar
cok cok azdi. Stromanin derin katmanlarinda ise AB pozitiflerle birlikte mikst boyanma
ozelligindeki mast hiicreleri goriilmekteydi. Bulbar konjunktiva sayisal yogunluk
bakimindan en az mast hiicresi iceren boliim idi. Burada epitel icinde mast hiicresine
raslanmadi. Burada da AB pozitif hiicreler digerlerinden daha coktu. Daha az olmakla
birlikte mikst 6zellikte olan mast hiicreleri, ender olarak da SO pozitif mast hiicreleri
goriilmekteydi. Carnoy ile tespit edilen dokulardaki mast hiicrelerinin gerek sayisal
yogunluklarinin, gerekse AB ve SO ile boyanma yogunluklarinin formolle tespit edilen
dokulardaki mast hiicrelerine gore daha iyi oldugu belirlendi. Ayrica formolde tespit

edilen orneklerde safranin pozitif hiicreye cok ender rastlanirken Carnoy’da tespit
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edilenlerde safranin ile boyanma daha spesifikti. Ancak formaldehit ile tespit edilen

dokularda mikst 6zellikteki hiicrelerin varlig dikkati ¢ekti.

Berberin siilfat kullanilarak konjunktivada bulunan mast hiicrelerinde heparinin varlig
dogrulandi. Mast hiicrelerinin heparin miktarina gore farkli yogunlukta kuvvetli ve zayif
olarak parlak sar1 floresan verdikleri goriildii (Sekil 4.15). Konjunktivanin incelenen
tim boliimlerinde az sayida berberin siilfat pozitif mast hiicrelerine rastlanirken,
boliimler arasinda belirgin bir farklilik gézlenmedi. Doku 6rneklerinde Carnoy ile tespit
edilen dokulardaki mast hiicrelerinin formolle tespit edilen dokulardaki mast hiicrelerine

gore daha belirgin floresan verdikleri tespit edildi (Sekil 4.17).

Sekil 4.15. Palpebral konjunktivanin tarsal boliimii, Carnoy tespiti, berberin siilfat X 100
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Sekil 4.16. Bulbar konjunktiva, formaldehit tespiti, berberin siilfat X 100

Sekil 4.17. Bulbar konjunktiva, Carnoy tespiti, berberin siilfat X 20
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Berberin siilfat ile boyanan kesitler yikandiktan sonra NASDCA-0.7/0.8 M’lik CEC ile

boyanarak heparinin varligi dogruland: (Sekil 4.15-18).

Sekil 4.18. Palpebral konjunktivanin tarsal boliimii, Carnoy tespiti, NASDCA-CEC 0,7-0,8 X 100
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Sekil 4.19. Bulbar konjunktiva, formaldehit tespiti, NASDCA-CEC 0,7-0,8 X 100

Sekil 4.20. Bulbar konjunktiva, Carnoy tespiti, NASDCA-CEC 0,7-0,8 X 20
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AB-SO ile boyanan kesitlerin ardisigt olan kesitler, mast hiicrelerindeki
glikozaminoglikanlar1 belirlemek icin 0.2/0.3 M’lik CEC ile boyandiginda, tiim mast
hiicreleri soluk mavi zemin iizerinde mavi graniillii olarak izlendi (Sekil 4.21). Mast
hiicreleri boyanma yogunluklarinin graniil igeriginde proteglikanlarin miktarina gore
soluk maviden koyu maviye kadar degistigi belirlendi. Genelde epitelin hemen altinda
bulunan mast hiicreleri kiiciik ve soluk mavi sitoplazmali, stromanin derin
katmanlarinda yerlesen mast hiicreleri ise daha iri ve koyu mavi sitoplazmalar ile

dikkati cekti (Sekil 4.22).
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Sekil 4.21. Palpebral konjunktivanin tarsal boliimii, Carnoy tespiti, 0,2-0,3 M’lik CEC X 20
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Sekil 4.22. Palpebral konjunktivanin marjinal boliimii, Carnoy tespiti, 0,2-0,3 M’lik CEC X 20

i

Sekil 4.23. Palpebral konjunktivanin orbital boliimii, Carnoy tespiti, 0,2-0,7 M’lik CEC X 20
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Sekil 4.24. Forniks ,Carnoy tespiti, 0,2-0,3 M’lik CEC X 20

- ' S
Sl g 5 3 £ s

Sekil 4.25. Bulbar konjunktiva, formaldehit tespiti, 0,2-0,3 M’lik CEC X 20
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Mast Hiicrelerinin Enzim Histokimyasal ve immunohistokimyasal Ozellikleri:
Kopeklerin konjunktivasinda bulunan kimaz igeren mast hiicrelerini belirlemek icin
Naphtol AS-D chloroasetate esterase boyama teknigi kullanildi. Kimaz igeren mast
hiicrelerinin epitel i¢inde ve epitelin hemen altinda, stroma icerisinde, kapillar damarlar,
bezler ve bezlerin akitic1 kanallar etrafinda az sayida bulunduklar1 belirlendi (Sekil
4.26). Epitel icindeki ve altindaki hiicreler genelde daha yasst oval bir goriiniime
sahiptiler. Carnoy ile tespit edilen dokulardaki mast hiicrelerinin koyu kirmizi olarak
(Sekil 4.27), formolle tespit edilen dokulardaki mast hiicrelerinin ise daha soluk kirmizi
olarak boyandig1 tespit edildi. Forniks ve bulbar konjuntiva boliimlerinde palpebral

konjunktivaya gore kimaz pozitif mast hiicrelerinin daha az oldugu goriildii.

Sekil 4.26. Forniks, formaldehit tespiti, NASDCA/0,7-0,8 M’lik CEC X 20



41

Sekil 4.27. Palpebral konjunktivasnin tarsal boliimii, Carnoy tespiti, NASDCA/0,7-0,8 M’lik CEC X 20

Mast hiicrelerinin proteoglikan ve proteaz igeriklerinin bir arada gosterilmesinin
miimkiin olabilecegi diisiincesinden yola ¢ikarak alinan doku 6rnekleri oncelikle kimaz
aktivitesini belirlemek icin Naphtol AS-D chloroasetate esterase boyama teknigi
ardindan da proteglikanlar1 belirlemek icin 0.2/0.3 M’lik CEC veya 0.7/0.8 M’Iik CEC
boyama teknigi ile boyanarak enzim histokimya-histokimya yontemleri ardisik olarak
uygulandi. Bu teknikte formol tespitinin gerek enzim ve gerekse proteoglikan icerigini
yeterince koruyamadigi ve dolayisiyla boyanan hiicre sayisinin Carnoy tespitindekine
gore az oldugu goriildii. Naphtol AS-D chloroasetate esterase boyama teknigi tek basina
uygulandiginda sadece kimaz pozitif hiicreler saptanabilirken, NASDCA-CEC
uygulanan orneklerde hem NASDCA pozitif hiicreler daha belirgin kirmizi olarak
boyanmisti ve hem de tiim mast hiicreleri gozlenebilmekteydi. NASDCA-CEC
boyamasinda baslica kirmiz1 boyanan kimaz pozitif (NASDCA pozitif) hiicreler (Sekil
4.28), kirmizi- mavi (koyu mor-kahverengi) boyanan mikst hiicreler (Sekil 4.29) ve
mavi boyanan proteglikan igeren (CEC pozitif) hiicreler (Sekil 4.30) olmak iizere ii¢
hiicre tipi tespit edilmesine karsin, hiicrelerin turuncudan kahverengine kadar ve hatta
acik maviden turkuaz mavisine kadar degisen bir renk yelpazesinde boyandig: dikkati

cekti (Sekil 4.31-32-33).
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Sekil 4.28. Forniks, Carnoy tespiti, intraepiteliyal kimaz pozitif hiicre,
NASDCA/0,2-0,3 M’lik CEC X 100

r XN

Sekil 4.29. Forniks, formaldehit tespiti, kimaz pozitif ve mikst hiicreler NASDCA/0,2-0,3 M’lik
CEC X 100



Sekil 4.30. Palpebral konjunktiva, Carnoy tespiti, CEC pozitif hiicreler NASDCA/0,2-0,3 M’lik
CEC X 100

Sekil 4.31. Palpebral konjunktivanin tarsal boliimii, Carnoy tespiti, kimaz pozitif hiicreler
NASDCA/0,7-0,8 M’lik CEC X 100
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Sekil 4.32. Palpebral konjunktivanin tarsal boliimii, Carnoy tespiti, kimaz pozitif ve mikst hiicreler
NASDCA/0,7-0,8 M’lik CEC X 100
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Sekil 4.33. Forniks, Carnoy tespiti, CEC pozitif hiicreler NASDCA/0,7-0,8 M’lik CEC X 100

NASDCA-0.2/0.3 M’lik CEC ile NASDCA-0.7/0.8 M’lIik CEC boyama tekniklerinin
karsilastirllmas: ardisik iki kesitte de gozlenebilen hiicreler iizerinde yapildi. Genelde
NASDCA pozitif boyanan hiicreler her iki boyamada aynm 6zeligi gosterirken (Sekil
4.34-35), sadece CEC pozitif olanlarda 0.2/0.3 M’Iik CEC ile boyananlarin daha koyu
mavi boyandig1 goriildii (Sekil 4.34). NASDCA-0.7/0.8 M’lik CEC boyama yonteminde
heparin icermeyen hiicrelerin heparan siilfatin varligindan dolayr sadece hiicre
membranlarinin - boyandigi oysa NASDCA-0.2/0.3 M’k CEC ile hiicrelerin

sitoplazmalarinin boyanmis oldugu gozlendi.
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Sekil 4.35. Forniks, Carnoy tespiti, NASDCA/0,7-0,8 M’lik CEC X 20
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Triptaz igeren mast hiicrelerinin konjunktivanin biitiin boliimlerinde genelde az sayida
bulundugu, epitelin hemen altinda, stromanin yiizlek ve derin katmanlarinda yerlestigi
dikkati cekti (Sekil 4.36). Bu hiicreler genelde kii¢iik oval bicimli hiicreler olup
boyanma reaksiyonlar1 bagirsak mukozasinda bulunan mast hiicrelerininkine kiyasla

daha soluk boyandiklar1 goriildii (Sekil 4.37-40).

Sekil 4.36. Palpebral konjunktivanin orbital boliimii, formaldehit tespiti, Triptaz pozitif hiicreler

(kirmizi) X 20
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Sekil 4.38. Forniks, formaldehit tespiti, Triptaz pozitif hiicreler (kirmiz1) X 20



Sekil 4.39. Bulbar konjunktiva, formaldehit tespiti, Triptaz pozitif hiicreler (kirmizi) X 20

Sekil 4.40. Kopek bagirsagi, formaldehit tespiti, Triptaz pozitif hiicreler(kirmizi) X 20



5. TARTISMA VE SONUC

Cevreye direkt temas1 nedeniyle goz, alerjik hastaliklara daha sik meyil gosteren bir
organdir (1, 33, 47, 69). Alerjik goz hastaliklari, insan ve hayvanlarin yasamini olumsuz
yonde etkileyen yaygin klinik bir problemdir (68). Okiiler alerjiler, goziin yiizey
dokularinda (goz kapag derisi ve konjunktivada) meydana gelir (1, 69). Okiiler alerjik
inflamasyon, konjunktival dokudaki IgE aracili mast hiicre aktivasyonuyla iliskilidir
(33, 34, 68) ve tim bu semptomlara mast hiicreleri tarafindan salinan histamin,
proteazlar, sitokinler ve diger mediyatorler neden olur (60). Mast hiicre tiirevli
mediyatorler okiiler ylizey inflamatuar l6kositlerin (notrofiller, eozinofiller ve
lenfositler) infiltrasyon ve migrasyonunda gorev alirlar (8, 33, 34, 61, 62) ve okiiler

yiizeyde immunoregiilasyonu saglarlar (42).

Bu calisma saglikli kopeklerin  konjunktivasinda bulunan mast hiicrelerinin
histokimyasal, enzim histokimyasal Ozellikleri ile proteaz aktivitelerini belirleyerek
fizyolojik kosullarda mast hiicre populasyonunun heterojenitesini ortaya koymak
amaciyla yapilmistir. Calismada formalin ve Carnoy olmak iizere iki farkli tespit
soliisyonu kullanilmis ve bunlardan alinan kesitler kisa siireli toluidine blue ile
boyandiginda Carnoy’da tespit edilen dokulardaki mast hiicrelerinin sayisinin
formalinde gozlenenden daha fazla oldugu, dolayisiyla kopegin konjunktivasindaki
mast hiicrelerinin insan (83-86), domuz (87), sigir (18, 88), kedi (15), kopek (17, 32),
sican (54), kobay (89, 90) ve tavugun (91) ¢esitli dokularinda oldugu gibi formaline

duyarli ve direncli olmak tizere iki alt tipinin bulundugu tespit edilmistir. Formalin
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direngli mast hiicrelerinde ve Carnoy tespitli dokulardaki mast hiicrelerinde
metakromazi saptanmustir. Mast hiicre graniillerindeki protein ve
glikozaminoglikanlarin uzaysal dizilimleri farkli oldugu bilindiginden, bu calismada
formaldehit soliisyonunda tespit edilmis dokulardaki mast hiicrelerinin gosterimi i¢in
mukozal ve bagdoku mast hiicrelerini esit oranda koruyan (92) uzun siireli toluidin blue
boyamasi yapilmistir. Ardisik kesitlere uygulanmis olan kisa ve uzun siireli toluidin
blue (7,28) boyamalar1 karsilastirilmis ve konjunktivanin tiim boliimlerinde, 6zellikle
epitelin hemen altinda yerlesmis bulunan mast hiicrelerinin kisa siireli toluidin blue ile
boyanmadig1, ancak uzun siireli toluidin blue ile boyandig1 goriilmiis ve dolayisiyla bu

hiicreler formaline duyarli olarak tanimlanmugtir.

Mast hiicreleri  biiyiikliik, graniillerinin  yogunlugu, graniill igeriklerindeki
proteoglikanlarin bilesimi, graniil proteazlari, T-hiicre bagimliligi, salgilatic1 ajanlara
verdikleri yamitlar gibi morfolojik, biyokimyasal ve fonksiyonel farkliliklara bagh

olarak tiplendirilmektedir (10, 21).

Kemirici mast hiicrelerinin alt tiplere ayrilmasinda icerdikleri proteoglikanlarin
histokimyasal boyanma ozellikleri dikkate alinmaktadir. Sicanda mast hiicrelerinin
mukozal mast hiicreleri (MMC) ve bagdoku mast hiicreleri (CTMC) olmak {izere iki tipi
bulunmaktadir. MMC’nin proteoglikan icerigi kondroitin siilfat, CTMC’lerinki ise
heparindir (94). Alcian blue-safranin O (AB-SO) kombine boyama metodunda AB (+)
graniiller iceren ve formole duyarli olanlar mukozal mast hiicreleri, SO (+) graniiller
iceren ve formole direncli olanlar da bag dokusu mast hiicreleridir. (2, 17, 24-26, 93).
Her ne kadar kopeklerde mast hiicrelerinin tiplendirilmesinde graniillerin proteaz
icerikleri gdz Oziine alinsa da (17, 32), bu calismada kopeklerin konjunktiva ornekleri
de Alcian blue-SO gibi bazik katyonik boya kombinasyonu ile boyanmis ve sican (88,
92-97), kedi (15), kopek (17, 32) ve tavugun (91) degisik doku orneklerindeki gibi mast
hiicrelerinin alcian blue pozitif, safranin O pozitif ve alcian blue-safranin O pozitif
olmak {lizere ii¢ tip graniil icerdigi ve bu nedenle heterojenite gosterdigi belirlenmistir.
Carnoy ile tespit edilen konjunktiva Ornekleri Alcian blue-SO kombinasyonu ile
boyandiginda mast hiicrelerinin formalin ile tespit edilen 6rneklere gére daha yogun
boyandig1, 6zellikle safranin pozitiflerin Carnoy tespiti ile daha iyi korundugu goriilmiis

ve bu durum Carnoy tespitinin asidik olmasi nedeniyle mast hiicre graniillerindeki
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proteoglikanlar ve bazik katyonik boyalar arasindaki iyonik baglantiy1

kolaylastirabilmesine baglanmistir (15, 17, 18, 98).

Alcian Blue hem kondrotin siilfath proteoglikanlar1 iceren mukozal mast hiicre tiplerini,
hem de heparin ve kondroitin siilfat proteoglikanlarini iceren bag doku mast hiicre
tiplerini identifiye etmektedir. Safranin sadece yiiksek miktardaki siilfath heparin
proteoglikanlarimi ve secici olarak bag doku mast hiicre tiplerini boyar, ancak bu mast
hiicrelerinin sadece bir boliimii safranin pozitiftir. Ciinkii olgun olmayan bag doku mast
hiicreleri AB ile kuvvetli boyanmasina karsilik, SO ile zayif boyanir (27). Kopegin
konjunktivasinda safranin pozitif boyanan mast hiicrelerinin AB pozitif boyananlara
kiyasla daha az sayida goriilmeleri konjunktivadaki mast hiicrelerinin ¢cogunlugunun

olgun olmadiginin gostergesidir denilebilir.

Siganlarda mukozal mast hiicrelerinin glikozaminoglikan igerigi bagdoku mast
hiicrelerinin heparin iceriginden daha fazla eriyebilir Ozelliktedir. Bagdoku mast
hiicrelerindeki heparin berberine baglanarak kuvvetli floresan verir. Mukozal mast
hiicrelerinde heparin bulunmaz, ancak kondroitin siilfat proteglikani bulunur (92).
Insanlarda ise biitiin mast hiicreleri heparin icerir (99). Noviana ve arkadaslarinin
kopegin c¢esitli dokularinda tespit ettigi (4) gibi, bu calismada ko&peklerin
konjunktivasindaki mast hiicrelerinin de heparin miktarina gore berberin siilfat ile farkli
yogunlukta kuvvetli ve zayif olarak parlak sar1 floresan verdikleri goriilmiistiir.
Konjunktivanin incelenen tiim boliimlerinde epitelin hemen alt1 ile stromadaki kan
damarlar1 etrafinda yerlesmis az sayida berberin siilfat pozitif mast hiicrelerine
rastlanirken, hiicre miktar1 acisindan boliimler arasinda belirgin  bir farklilik
gozlenmemistir. Carnoy ile tespit edilen dokulardaki mast hiicrelerinin formolle tespit
edilen dokulardaki mast hiicrelerine gore daha belirgin floresan verdikleri tespit
edilmistir. Insandakinden (99) farkli olarak kopegin konjunktivasindaki tiim mast

hiicrelerinde heparinin bulunmadig1 goriilmiistiir.

Mast hiicrelerinin tiplendirilmesinde graniillerindeki proteoglikan tiirlerine dayali
histokimyasal boyama yoOntemleri arasinda CEC’de bulunmaktadir. Noviana ve
arkadaslar1 (4) dil, akciger, mezenterik lenf diigiimleri, deri gibi pek cok organin
bagdokusu ve bagirsaklarin submukozasi, kas katmani ve serozasi igindeki mast
hiicrelerinin kritik elektrolit konsantrasyonlarinin (CEC) 1.0 molardan daha biiyiik

oldugunu dolayisiyla bunlarin heparin igerdigini, oysa bagirsaklarin mukozasindaki
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mast hiicrelerinin CEC’nin daha diisiik oldugunu ve bunlarin graniillerindeki
proteglikanlarin  diisitk molekiil agirliga sahip olduklarini bildirmektedirler. Bu
caligmada da tiim siilfath proteoglikanlar1 belirlemek amaciyla 0.2/0.3 M’lik CEC,
heparan siilfat ve heparini belirlemek amaciyla da 0.7/0.8 M’lik CEC uygulanmistir.
Her iki boyamanin formalin tespitinden etkilendigi, yani carnoy soliisyonunun
proteoglikan icerigini korudugu gézlenmistir. 0.2/0.3 M’lik CEC boyama yontemi tiim
mast hiicrelerini boyarken, 0.7/0.8 M’lik CEC, heparin iceren mast hiicreleri ile hiicre
membranindaki heparan siilfatt boyamistir. Bu nedenle kopegin konjunktivasindaki
mast hiicreleri, kopegin diger organlarindaki mast hiicreleri gibi (4) graniillerindeki

proteoglikanlarinin kritik elektrolit konsantrasyonlarina gore iki alt tipe ayrilmigtir.

Naphthol-AS-D-chloroacetate esterase enzimi, normal ve patolojik durumlarda
laboratuvar hayvanlar1 ve insan dokularinin mast hiicrelerinin histokimyasal
demonstrasyonu i¢in Leder (1964) tarafindan kullanilmistir (12). Bouin, Carnoy,
formaldehit ve dondurma kesitleri iizerinde metod uygulandiginda tespit tipinin
histokimyasal reaksiyonu ve lokalizayonu etkilemedigi goriilmiistiir (100). Evcil
hayvanlardan kopek (4), kedi (15) ve sigirda (19) Naphthol-AS-D-chloracetate esterase
enzimi mast hiicrelerindeki proteazlardan kimazi belirlemek iizere kullanilan bir enzim
olup, bu calismada da konjunktivadaki mast hiicre kimazini gostermek amaciyla
uygulanmistir. Kimaz igeren mast hiicrelerinin epitel i¢inde ve epitelin hemen altinda,
stroma icerisinde, kapillar damarlar, bezler ve bezlerin akitict kanallar1 etrafinda az
sayida bulunduklar1 belirlenmistir. Epitel icindeki ve hemen altindaki hiicrelerin
genelde daha yassi oval bir goriiniime sahip oldugu tespit edilmistir. Forniks ve bulbar
konjuntiva boliimlerinde palpebral konjunktivaya gore kimaz pozitif mast hiicrelerine
daha az raslanmistir. Tespit tipinden reaksiyonun etkilenmesine iligkin karsit (17, 29,
100) goriisler bulunmasina karsilik, Carnoy ile tespitin edilen dokulardaki mast
hiicrelerinin koyu kirmizi olarak, formolle tespit edilen dokulardaki mast hiicrelerinin
ise daha soluk kirmizi olarak boyandig goriilmiis ve Carnoy’un histokimyasal

reaksiyonu artirdig1 saptanmistir (17, 29).

Sunulan aragtirmada mast hiicrelerinin proteoglikan ve proteaz igeriklerinin bir arada
gosterilmesinin miimkiin olabilecegi diisiincesinden yola ¢ikarak alinan doku ornekleri
oncelikle kimaz aktivitesini belirlemek icin Naphtol AS-D chloroasetate esterase

boyama teknigi ardindan da proteglikanlar1 belirlemek i¢in 0.2/0.3 M’lik CEC veya
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0.7/0.8 M’lik CEC boyama teknigi ile boyanarak enzim histokimya-histokimya
yontemleri ardisik olarak uygulanmistir. Ik kez uygulanan bu teknikte formol tespitinin
gerek enzim ve gerekse proteoglikan igerigini yeterince koruyamadigi ve dolayisiyla
boyanan hiicre sayisinin Carnoy tespitindekine gore az oldugu goriilmiistiir. Naphtol
AS-D chloroasetate esterase boyama teknigi tek basina uygulandiginda sadece kimaz
pozitif hiicreler saptanabilirken, NASDCA-CEC uygulanan 6rneklerde hem NASDCA
pozitif hiicreler daha belirgin kirmizi1 olarak boyanmis ve hem de tiim mast hiicreleri
gozlenebilmistir. NASDCA-CEC boyamasinda sadece kimaz iceren (NASDCA pozitif)
hiicreler, kimaz ile proteoglikanlar birlikte iceren mikst hiicreler ve sadece proteoglikan
iceren (CEC pozitif) hiicreler olmak iizere ii¢ mast hiicresi alt tipi ayirt edilmistir.

Insanlarda mast hiicrelerinin tiimii heparin icerdigindan mukozal ve bag doku tipi mast
hiicreleri seklinde bir siniflandirmasi miimkiin degildir. Insanlarda (22, 23, 29, 30) ve
evcil hayvanlarda (3, 4, 15-17, 31, 32) mast hiicre alt tipleri i¢in mast hiicresi
graniillerinin spesifik proteazlari olan kimaz ve triptaz igerikleri kriter alinmaktadir (3,
4,7,15-19, 22, 23, 31, 33-37). Baz1 calismalarda (27, 29, 30, 34, 35, 37-39), insan mast
hiicreleri graniillerinin proteaz (kimaz, triptaz, karboksi peptidaz) igerigine gore sadece
(40) ise mast hiicre graniillerinin proteaz ve avidine baglanmalarina gore ili¢ farkl
tipinin bulundugu belirtilmektedir. Bunlar triptaz icerenler (T), kimaz igerenler ve
triptaz/kimaz igerenler (TC) olarak adlandirilmaktadir. Kimaz pozitif olanlar avidine
baglanirlar ve karboksipeptidaz icerirler. Insanlarda; akcigerlerde ve bagirsak
mukozasinda yerlesen ve sadece triptaz iceren mast hiicreleri mukozal mast hiicreleri,
deride ve intestinal submukozadakiler ise kimazi ve karboksipeptidazi da icerirdiginden

bagdoku mast hiicrelerinin karsilig1 olarak diisiiniiliir (27, 34, 35, 37).

Kemirici mast hiicre alt tipleri farkli kimaz izoformlarimi depolar. Rat mast hiicrelerinde
bulunan kimazlar, kimotripsin benzeri serin proteaz I ve II (Rat Mast Cell Proteaz I ve
Rat Mast Cell Proteaz II) olarak isimlendirilir (43, 44). Ratta MMC’nin graniillerinde
kondroitin siilfat ve RMCP II bulundugu ve alcian blue (+) reaksiyon verdikleri,
CTMC’nin graniillerinde ise heparin ve RMCP I bulundugu ve safranin (+) reaksiyon
verdikleri  bildirilmektedir (28, 95). Farede de mast hiicreleri dokudaki

lokalizasyonlarina, proteaz ve proteoglikan igeriklerine gore bagdoku ve mukozal mast
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hiicreleri olarak tiplendirilir. Deride ve peritonda yerlesen CTMC ler kimaz, triptaz,
karboksipeptidaz A (CPA) heparin proteoglikan1 ve yiiksek oranda histamin icerir.
Bagirsaklarin ve hava yollarinin mukozasinda yerlesen MMC’ler ise kimaz, kondroitin
siilfat proteoglikan1 ve diisiik oranda histamin igerir. Farede CTMC lerde bulunan kimaz
mMCP-4 ve mMCP-5, MMC’lerde bulunan kimaz ise mMCP-1, mMCP-2, mMCP-
9’dur (45,46,101). Buna karsin insanda sadece tek bir kimaz tanimlanmistir ve mast
hiicreleri bu kimazin varhigina ya da goreceli yokluguna gore simiflandirilmaktadir.
Farkli arastirmalar kimaz negatif mast hiicrelerinin kimaz pozitif mast hiicrelerinden
oldukga farkli 6zelliklere sahip oldugu gostermistir. Proteazlardan triptaz insan mast
hiicrelerinin ¢ogunda ya da hepsinde bulunur. Fakat kemiricilerde ozellikle bag
dokusundaki mast hiicrelerinde yerlesmistir, mukozal mast hiicreleri bu enzimden
yoksundur. (2, 27). Domuzlarda biitiin mast hiicreleri insan triptazi i¢in kullanilan
enzim histokimyasal metod kullamildiginda pozitif reaksiyon verirken, kimaz igin
reaksiyon vermez (87). Koyun mast hiicresi proteinazi (SMCP) olan kimazin trakeya,
brons, bronsiyal lenf diiglimii, akciger timus dalak, karaciger, deri, abomazum,
duodenum, jejenum, ileum, kolon ve mezenterik lenf diigiimlerinde bulundugu ve
SMCP aktivitesine gore sindirim sisteminde bulunan mast hiicreleri mukozal mast
hiicrelerinin, deride bulunanlar ise bagdoku mast hiicre tipinin analogu oldugu

bildirilmektedir (41).

Kopeklerde gerek enzim histokimyasal (4, 32) ve gerekse immunohistokimyasal
caligmalar (17), cesitli dokularda yanliz triptaz (MCry), yalmz kimaz (MCc) ve her
ikisini iceren (MCrc) mast hiicreleri olmak iizere ii¢ farkli mast hiicre alt tipinin
bulundugunu gostermektedir. Yine sigir (18, 19), koyun (14) ve kedilerde (16, 17) de
mast hiicreleri, mast hiicre spesifik proteazlart olan kimaz ve triptaz igerikleri Ol¢ii
alinarak yanliz triptaz (MCry), yanliz kimaz (MC¢) ve her ikisini iceren (MCryc) mast
hiicreleri olmak iizere ii¢ farkli gruba ayrilmaktadir (15, 18, 41, 42). Sunulan caligmada
kopeklerin  konjunktivasinda triptaz iceren mast hiicrelerinin belirlenmesinde
immunohistokimyasal teknik kullanilmistir. Konjunktivanin biitiin boliimlerinde
genelde cok az sayida bulunan, epitelin hemen altinda, stromanin yiizlek ve derin
katmanlarinda yerlesen bu hiicreler, kiiciik oval bi¢cimli olup, boyanma reaksiyonlarinin
bagirsak mukozasinda bulunan mast hiicrelerininkine kiyasla daha zayif oldugu

goriilmiistiir.
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Notral bir endoproteaz olan triptaz insan dokularinda aktive olmus mast hiicreleri
tarafindan salgilanir. Cesitli viicut sivilarinda triptaz  diizeyleri mast hiicre
aktivasyonunun bir indikatorii olarak kullanilir. Triptaz diizeyleri aktif okiiler allerjisi
olan hastalarda yiikselmektedir. Bu nedenle gozyasi sivisindaki triptaz diizeyi okiiler
allerjik hastaliklara karisan mast hiicrelerinin aktivasyonunda spesifik, klinik bir
indikator olarak kullamilir (22, 102). Normal, allerjik konjunktivitli (AC) ve vernal
konjunktivitli (VKC) ¢ocuklarda, konjunktival epitel hiicre siispansiyonunda histamin
ve triptaz diizeyleri olciildiigiinde VKC’te histamin ve triptaz diizeyleri kontrollerden
daha yiiksek oldugu ve konjunktiva epitelinde histamin ve triptaz diizeylerinin
analizinin  okiiler yiizey alerjilerinin  degerlendirilmesinde  kullanilabilecegi
belirtilmektedir (22). Konjunktiva hastaliklarinda intraepiteliyal mast hiicrelerinde
triptaz disindaki diger proteazlarin ekspresyonundaki azalma da bir kriterdir. AKC ve
ABC’de bulbar stromadaki mast hiicrelerinde triptazdan ziyade kimaz ekspresyonunda
onemli bir azalma oldugu ve allerjik goz hastaliklarinin alt tiplerinde mast hiicrelerinin
dagiliminda spesifik degisimler ortaya ¢iktigi bildirilmektedir (81). Atopik
keratokonjunktivitis (AKC)’li insanlarda epitel icerisinde kimaz iceren mast hiicreleri
(MC¢) bulunurken triptaz iceren (MCr) veya triptaz/kimaz (MCrc) iceren hiicrelere
rastlanmaz. Atopik keratokonjunctivitis (AKC), Okiiler sikatrikal pemfigoid (OCP) ve
Stevens-Johnson sendrom (SJS)’lu hastalarin konjuktivalarinda MCC, MCT ve MCTC
olmak iizere {i¢ tip mast hiicresi bulunmaktadir. Bu hastalarin konjunktivalarindaki ii¢
mast hiicresi alt tipinin sayr ve dagilimlar1 normal konjunktivaya kiyasla oldukca
fazladir. Konjunktivitli hastalarda ozellikle de AKC’li hastalarda kimaz igeren mast
hiicreleri (MCC) baskindir. Baddeley ve ark. (81) normal ve mevsimsel atopik
konjunktivitis (SAC), perennial atopik konjunktivitis (PAC), atopik keratokonjunktivitis
(AKC) ve blefarokonjunktivitis (ABC)’de mast hiicrelerinin dagilimi ile proteaz
iceriklerini incelemislerdir. Normal bulbar ve palpebral konjunktiva epitelleri icinde
mast hiicrelerinin bulunmadigini, SAC, AKC ve ABC’de bulbar stromadaki, ABC ve
AKC’de palpebral substansiya propriyadaki mast hiicre yogunlugunun arttigini
saptamislardir. Vernal keratokonjunktivitis (VKC)’de MCyc ve MCr alt tiplerinin say1
ile gozyasindaki kimaz aktivitesinin de VKC’nin siddetinin belirleyicisi oldugu
bildirilmektedir (103). Saglikli insanlarda konjunktival mast hiicrelerinin triptaz/kimaz
iceren (MCryc) iceren hiicreler oldugu ve substansiya propriyada yerlestikleri ifade

edilmektedir (13, 23). Yapilan ¢alismada ise kopeklerin konjunktivasinda kimaz pozitif
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hiicrelere epitel icinde epitelin hemen altinda ve stromada rastlanmis, ancak triptaz
pozitif mast hiicreleri ise epitelin altindaki bagdokuda az sayida gozlenmistir. Bu
caligmada triptaz ve kimaz aktivitesini belirlemek i¢in enzim histokimya ve
immunohistokimya ardisik olarak uygulanmadigindan triptaz/kimaz i¢ceren (MCrc) mast
hiicresi alt tipi belirlenememistir. Kopeklerin normal konjunktiva boliimlerinde mast
hiicrelerinin iki proteaz tipini icermesi ve kimaz pozitif hiicrelerin triptaz pozitiflerden
daha fazla miktarda bulunmasi, konjuktival hastaliklarin tanisinda triptaz pozitif mast
hiicrelerindeki veya gozyasindaki triptaz igerigindeki bir artisin (22) ve kimaz pozitif
mast hiicrelerindeki azalisin (81) veya artisin (103) konjunktival hastaliklarin
tiplendirilmesinde veya tanisinda birer kriter olarak kullanilmasinin nedenini agiklayici

niteliktedir.

Sonug olarak kopegin konjunktivasinda bulunan mast hiicreleri formalin duyarliligina,
katyonik boyalarla boyanma Ozelliklerine, graniillerindeki proteoglikanlara ve
proteazlara gore farkliliklar gosteren heterojen nitelikli hiicrelerdir. Bu 6zellikleri de
ozellikle konjunktival hasatliklarin patogenesisinin belirlenmesinde kriter olarak

kullanilabilir.
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