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1. GIRIS VE AMAG

Yasadigimiz ¢evre pek ¢ok infeksiyon ajanini barindirmaktadir. Bakteri,
virus, protozoon, fungus ve multisellller parazitler deriden, solunum, sindirim ve
urogenital sistemden insan organizmasina girerek hastalik olusturabilmektedir.
immun sistem, patojen mikroorganizmayi ilk énce tanir ve daha sonra da onu
etkisiz hale getirmek igin immiin reaksiyon olusturur. immiin cevaplar 6zellikle
|6kositler tarafindan baslatilir. Lokositlerin dnemli bir grubu fagositik hicrelerdir.
Fagositik hlcreler, monositler, makrofajlar ve noétrofillerdir. Bu hicreler
mikroorganizmalara baglanir, onlari iglerine alir ve oldururler. Fagositik hucreler
spesifik olmayan, primitif tanima sistemi kullanirlar ve infeksiyona karsi
defansda ilk asamayi olustururlar. Lokositlerin énemli bir baska grubu ise
lenfositlerdir. T ve B lenfositler patojeni taniyarak ona spesifik cevap
olustururlar. B lenfositler antikor dretirler. T lenfositlerin bir kismi B-lenfosit
gelisimine ve antikor Uretimine yardimci olurken bir grubu fagositik hicrelerin
fagosite ettikleri patojenleri 6ldiirmelerine yardimci olur. Uglincti grup T
lenfositler ise, viruslerle infekte olan hlcreleri taniyarak onlari yok ederler (1).

Fagositik hucrelerin en dnemlileri mononukleer fagositik sistem hucreleridir.
Bu huacreler kemik iligi oncu hucrelerinden gelisirler. Daha sonra kana monosit
olarak verilirler. Monositler gerekli sinyalleri aldiklarinda kapiller ve venll
duvarindan dokulara gecgerek doku  makrofajlarini olustururlar. Doku
makrofajlari fagositler ve antijen sunucu hucreler olarak iki grup olustururlar.
Makro=buyuk, phagein=yemek anlamindadir. Makrofajlar patojen
mikroorganizmalari, yabanci maddeleri, hasarlanmis hicreleri ve hucresel
artiklari fagosite ederler. Makrofajlarin bakteri ve funguslarla karsilastiklarinda
verdikleri cevaplar, kemotaksis, migrasyon, adhezyon, agregasyon, fagositoz,
degranulasyon ve oksijen radikalleri Uretimi olarak Ozetlenebilir. Salgiladiklari
sitokinler araciligi ile inflamasyon ve yara iyilesmesinde énemli rol oynarlar.
Ayrica tumor hicrelerini temizlerler (1-6).

insan organizmasinda belirli lokalizasyona yerlesmis olan mononiikleer
fagositik sistem hucrelerine -kokenleri tam olarak anlagiimadan oOnce- 0Ozel
isimler verilmigtir. Karacigerde Kupffer hucresi, akcigerde alveoler makrofaj (toz



hicresi), deride Langerhans hucresi, kemikte osteoklast, sinir sisteminde
mikroglia, kanda ve kemik iliginde monosit, sinovyumda Tip A sinovyal hucreler,
bag doku, dalak, lenf dugumu ve timusda makrofaj ve myeloid dendritik
hicreler olarak isimlendirilmistir (2,7,8).

Cesitli sistemlerde yerlesmis olan makrofajlarin bulunduklari organlarin
fonksiyonuna, maruz kaldiklar1 antijenlerin gesitliligine ve siddetine gore farkllik
goOstermeleri olasidir. Bu galismada siganlarin solunum, sindirim ve bosaltim
sistemlerinde yerlesmis bag dokusu makrofajlarinin, akcigerdeki alveoler
makrofajlarin ve karaciger Kupffer hicrelerinin 1sik ve elektron mikroskobik
olarak incelenerek histolojik ozelliklerinin  belirlenmesi ve Dbirbirleriyle
kargilagtirilarak, farkli ve ortak morfolojik Ozelliklerinin tespit edilmesini

amacladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Monontukleer Fagositik Sistem Hiicrelerinin Geligimi

Mononukleer fagositik sistem immun sistemin ikinci buyuk hicre grubunu
olusturur ve primer fonksiyonu fagositoz olan hucrelerden olusur. Mononukleer
fagositik sistemin buttn hacreleri kemik iliginden gelisir.

Kemik iliginde bulunan 6ncu hucrelerden (pluripotent hucreler) multipotent
miyeloid hucreler olugsur. Bu hucrelerden ise monosit colony forming unit (CFU-
M) hucreleri meydana gelir. CFU-M hicreleri monoblastlara donusdar.
Monoblastlarin bélinmesiyle promonositler olugur. Promonositler 15-20 pum’lik
capa sahiptirler ve monositlerden daha kucuk hucrelerdir. Promonositlerde
azurofil grantller belirmeye baslar. Kemik iligindeki promonositlerin yaklasik
yarisi hizli bir sekilde bolunup, kugulerek c¢ogalma kapasitesini kaybeden
monositlere farklilagirlar. Geri kalanlar ise ihtiya¢g duyuldugunda kullanilabilecek
bir depo olustururlar. Kok hlcreden monosite donisme zamani yaklasik 55
saattir. Monositler kemik iliginde 1-2 gun kaldiktan sonra kana gegerler. (9, 10)

Monositlerin ¢aplari yaklasik 12-20 um’dir. Buyuk, eksantrik yerlegimli
cekirdege sahiptir. Cekirdekleri merkezden ige dogru c¢okuntd olusturarak
bdbrek seklinde bir gériunim kazanmistir. Bir veya iki ¢cekirdege sahip olabilirler.
Sitoplazmasi bazofilik boyanir ve ince azurofilik grandller (lizozom) igerir.
Monosit sitoplazmasinin iyi gelismis Golgi kompleksi, ribozom ve poliribozomlar,
cok sayida kuguk mitokondri icerdigi gozlenmigtir. Az sayida granulli
endoplazmik  retikulum icerirler. Hucrenin periferinde  mikrotibul ve
mikrofilamanlar, pinositik veziklller bulunur. Hlcre ylzeyinde mikrovilluslar
vardir. Dolasimda sadece birkag gun kalirlar. Bag dokuya gegerek makrofajlari
olustururlar (2,10-12)



Bone marrow Blood Tissues

[Stem cell] —p [Monoblast| ——> —i—3- | Macrophage

Activated macrophages
Epithelioid cells
//ﬁ Giant cells
Activation

\ Differentiation

\& Microglia (CNS)
Kupffer cells (liver)
Alveolar macrophages (lung)

Sekil 1: Makrofaj Gelisimi. ( Abbas A, Lichtman AH, Pober JS (eds) Cellular and Molecular
Immunology’den alinmistir)

Monosit membranindaki ve endotel hicre membranlarindaki hucre
adhezyon molekulleri monositlerin endotele tutunarak yavaslamasini, durmasini
ve endotel hucreleri arasindan diapedezini saglar. Bu go¢ sirasinda ilk adim
intravaskuler monositin, endotel hucresinin yuzeyine yapismasidir. Daha sonra
vaskuler yuzeyde yavagga yuvarlanarak suruklenir ve daha kuvvetle yapisarak
durur. Bu olayda gesitli adhezyon molekulleri gorev alir. Selektinler, -1 integrin
ve endotel yuzeyindeki VCAM-1 ilk yapismada goérev alirlar. Monositin
durmasini saglayan adhezyon molekulleri ise 16kosit p-2- integrin ile ICAM-1 ve
2’ dir. Monosit daha sonra endotel hucreleri arasindan, hem monosit hem
endotel yuzeyinde bulunan PECAM-1 molekulleri aracihdi ile gecer. Endotel
bazal membranini da gegctikten sonra monositler makrofajlara donusecekleri

bolgelere go¢ ederler. (4,13).

2.2 Makrofajlarin Aktivasyonu ve Fonksiyonlari

Doku makrofaji yaklagik 2-4 ay yasar. Bu sure icinde bazi makrofajlar
hareketsiz kalirlar. Bunlara sabit makrofaj denir. Genellikle matriksdeki kollajen
fibrillere tutunurlar. Digerleri ise ameboid hareketle surekli yer degistirirler. Her

iki durumda da yuzeyindeki reseptorlerle ve pinositoz yaparak cevrelerini



denetlerler. Eger c¢evreden gelen herhangi bir sinyalle veya inflamatuar
mediatorlerle  karsilasirlarsa makrofaj aktivasyonu denilen bir surege
girerler. Bu suregde buyuklukleri, metabolik hizlari, motiliteleri ve fagositik
aktiviteleri hizla artar. Buyukluklerinin artmasi sitoplazmik hacmin artmasina
bagldir. Aktivasyonla pek c¢ok yeni madde sentezlerler. Bunlar iginde
induklenebilir nitrik oksit sentaz (iINOS) 6nemlidir. Bu enzimin Grinu olan nitrik
oksit (NO) makrofajin bakterisit etkisinde buyuk role sahiptir (5,14).

Makrofajlarin belli bagh fonksiyonlari sunlardir:

2.2.1 Fagositoz:

Makrofajlar bakteri, makromolekul, antijen gibi yabanci maddelerle, hasarli,
Ol hdcre ve artiklarini fagosite ederler. Makrofajlarin hiicre membraninda
degisik maddeler igin spesifik reseptorler bulunur. Makrofajlarin yabanci
partikulleri ve hasarli dokulari tanimasinda fosfolipid ve gseker reseptorlerinin
rolU vardir. Bunlar icinde mannoz reseptort, membran CD 14 reseptorq, toll-like
reseptor ailesi sayilabilir (5,7,15). Makrofajlar, antikorlar ise yuzeylerindeki Fc
reseptorleri ile tanirlar. Kompleman igin de ylzeylerinde kompleman reseptorleri
bulunur (2). Fagosite edilecek madde yuzey reseptorlerine baglanir ve bu
baglanma ile hucre yuzeyinde pseudopodlar olugsarak, maddeyi cevreler.
Komplemanlar ise hicreye hlcre ylzeyinin ice dogru invajinasyonu ile alinir.
Sindirilecek materyalin hicre igine alinmasiyla sitoplazmada fagozom denilen
yapilar olugur. Fagozomlar hucre igerisinde bulunan lizozomlarla birleserek
fagolizozomu (sekonder lizozom) olugturur. Lizozomal enzimler sindirilecek
materyalin komponentlerinin yikilip, sitoplazmaya verilmesine neden olur. Ayrica
makrofajlarda molekiler oksijen indirgenerek mikrobisidal o6zellik gdsteren
reaktif oksijen radikalleri Uretilir. Bunlar fagozomlara verilir (1,7). Ortaya ¢ikan
komponentler ve arttk maddeler ekzositoz yolu ile hucreden atilir veya
sitoplazma icerisinde artik olarak birikir.

Makrofajlarin fagosite etmesi gereken hedefleri, fazla sayida, blyuk veya
sindiriimeye direngli ise bu bdlgelerde ¢ok sayida makrofaj birikebilir. Bu
bdlgelerde lenfositler, fibroblastlar ve diger hicreler de birikir. Bu sekilde olugan
yaplya granuloma denir. Granulomadaki makrofajlara epiteloid hucreler denir.

Bunun sebebi makrofajlarin epitel hlcrelerine benzer sekilde sikica yan yana



gelerek, birbirlerine uzantilar géndermeleridir. Boylece graniloma disina madde
gecisini engellerler (7).

Bazen dokulara giren yabanci bir cismin fagositozla alinmasi tek bir htcre
icin ¢ok zordur. Bu durumda birgok makrofaj birararaya gelip birleserek ¢ok
cekirdekli dev bir hucre olustururlar. Buna yabanci-cisim dev hiicresi denir. Bu
hicreyle buyuk zararli-yabanci cisimler yakalanip, sindirilebilir. Cok cekirdekli
buyuk hucrelerdir (12).

2.2.2 Salgilama:

Makrofajlar biyolojik olarak aktif olan pek c¢ok madde salgilarlar.
Makrofajlarin  salgiladigi  maddelerin bugine kadar 100’en fazla c¢esidi
gOsterilmigtir. Lizozim, hidrojen peroksit  gibi maddelerin antimikrobiyal
aktiviteleri vardir. Elastaz ve kollajenazlar ekstraselliler matriks déngustnde
gorev alirlar. Bu dongu hiucre gogunu kolaylastirarak doku iyilesmesini
hizlandirir. Makrofajlar ayrica sitokin adi verilen sinyal molekulleri salgilayarak
immun reaksiyonlari duzenlerler. Sitokinler, immun sistem hucreleri arasinda
iletisimi  saglayan kuguk proteinlerdir. En o6nemlileri arasinda TNF a,
interlokin-13, interferon o, B, interlokin 6, 10, 12, fibroblast buyume faktoru,
prostoglandinler, kemokinler, nitrik oksit vb. bulunmaktadir. Lizozim, hidrojen
peroksit notrofil gibi diger inflamatuar hucrelerin inflamasyon bdlgesine
kemotaksisini saglar. Sitokinler ayrica inflamasyonun pek c¢ok sistemik
etkisinden (Orn: 1s1 artisi) sorumludurlar (5,16). Nitrik oksit bakterisit etkisi
yaninda mast hicresi ve plateletlerden histamin ve diger vazoaktif mediatorlerin
salgilanmasina neden olarak inflamasyonda lokal vaskuler cevabi duzenler (7).
Proteazlar, buyume faktorleri, ve diger monokinler inflamatuar ve tumoral
dokuda yeni kan damari olusumunu (anjiogenezis) saglarlar (17) .

Makrofajlar salgiladiklari platelet aktive edici faktor, prostoglandinler ve
|6kotrienler aracilidi ile akut inflamasyonu duzenlerler. Makrofajlarin dokuda
uzamis aktiviteleri, yavas aktiviteli sitokinler ve buyume faktorleri salinimi ile
kronik inflamasyona ve fibrotik doku geligsimine neden olabilir (5).

Makrofajlar salgiladiklari timor nekrozis faktor (TNF) ile malign tGmor
hicrelerini  dldurdrler. TNF  en az iki mekanizma ile timor hucrelerini
oldurmektedir. Bunlardan bir tanesi, TNF’ nin tumor hicrelerinin yuksek affiniteli
yuzey reseptorlerine baglanarak  gosterdigi toksik etkidir. Bu toksik etki



muhtemelen serbest radikal olusumunun sonucudur. Normal huicreler TNF’nin
bu etkisine superoxide dismutase Ureterek cevap verirler. Cogu tumor hucresi
superokside dismutase Uretemezler. TNF’nin ikinci etkisini ise bazi konakgi

cevaplarini harekete gegirerek gostermektedir (5).

2.2.3 Antijen Sunma:

Makrofajlarin antijen sunucu Ozellikleri vardir. Makrofajlar antijenlerle
birlesen ilk hicrelerdir. Yabanci maddelerle birleserek onlarin lenfositler
tarafindan taninmalarini ve lenfosit cevabi olusmasini saglarlar. YUzeylerinde
spesifik proteinler igerirler. Bu proteinler major histokompabilite kompleks Il
(MHC Il) molekilleridir. Bu molekdller antijene spesifik T-helper (CD4")
lenfositlerce taninirlar. Makrofajlar, yabanci bir hicreyi veya antijeni fagosite
ettiklerinde, fagosite ettikleri hiicrelerin veya antijenin kisa polipeptitleri MHC I
molekdllerinin ylizeyine tutunur. Eger CD4" T lenfosit bu antijeni tanirsa aktive
olur ve immun reaksiyon baslar. Makrofajlar CD4" T lenfositlere antijen
sunduklari igin bunlara ayni zamanda antijen sunucu hucreler (Antijen
Presenting Cells=APCs) denir (5, 12). Makrofajlar disinda dendritik hucreler ve

B lenfositler de antijen sunucu hucrelerdir (2,7).

2.3 Makrofajlarin Histolojik Ozellikleri

Makrofajlarin  yapisal Ozellikleri aktivite durumlarina ve dokuda
yerlesimlerine gore c¢ok cesitlilik gosterir. Duzensiz sekilli ve cesitli
bayuklUklerde olabilirler. Genellikle 10-30 um ¢apinda hicrelerdir.

Isik mikroskobunda, rutin boyalarla doku makrofajlarinin taninmasi zordur.
Ancak fagosite edebilecekleri boyalar verildiginde gorunar olurlar. Sitoplazmalari
hafif bazofil boyanir. Oval veya bobrek seklinde egzantrik yerlesmis ¢ekirdekleri
bulunur. Cekirdekcik genellikle izlenmez. Fagositik aktiviteye badli olarak
yuzeyleri girintili ¢ikintili, ¢entikli, dizensiz bir gorinimdedir. Hucre ¢ikintilar
kisa kunt parmak seklindeki ¢ikintilardan, yalanci ayaklara kadar farkli yapi ve
blayUklUkte olabilir. Sitoplazmalarindaki en belirgin organel lizozomlardir. Ayrica
Golgi kompleksi, granulli ve granllsiz endoplazmik retikulum, mitokondri,
sekretuar vezikuller, endositik vezikuller ve fagolizozomlar igerirler. Makrofajlarin
yuzeylerindeki c¢ikintilar, igerdikleri bol lizozom, endositik vezikiller,

fagolizozomlar ve reziduel cisimler  fagositik aktivitelerine isaret eder.



Makrofajlar aktiflesirken protein sentezinde ve hicre ebatlarinda artis olur.
Lizozomlarin, mikrotubullerin ve mikrofilamanlarin sayilarindaki artisin yani sira
Golgi kompleksinde de bir artis gozlenir.

Granulli endoplazmik retikulum ve Golgi kompleksi fagositoz igin ve
fagosite edilen materyalin sindiriminde gerekli proteinlerin sentezini ve
sekresyon urunlerinin sentezini saglarlar.

Lizozomlar fagositozun yapildigi organellerdir. Sitoplazma igerisinde bol
miktarda bulunurlar. Golgi kompleksi tarafindan olusturulurlar. Htcreye giren
yabanci maddeleri sindirir, hiicre metabolizma artiklarini pargalarlar. Herhangi
bir sindirim isleminde gorev almamig olanlara primer lizozom denir. Primer
lizozomlar kiigiiktir. ince graniiler ve homojen igerige sahiptir.  Sindirim iglemi
yaptiklarinda sekonder lizozom adi alirlar. Sekonder lizozomlar buyiiktir. ic
yapilari degisiklige ugrayarak heterojen Ozellik gostermeye baslar. Sindirim
islemi sonrasinda artik Urtnlerle dolu vakuollar halinde kalabilirler. Bunlara da
reziduel cisim denir (2,8,11,14).

2.4 Organalarda Yerlesmis Makrofajlar

2.4.1 Kupffer Hucreleri

Kupffer hucresi, karacigerde bulunan ve fagositoz yapan mononukleer
fagositik sistem Uyesi bir hicredir. Kupffer hlcresi 1876 yilinda von Kupffer
isimli arastirici tarafindan, karaciger perisinuzoidal bag dokusunda altin klorid
teknigi ile gosterilmistir. Von Kupffer bu hudcreleri yildiza benzetmistir. Kupffer
hacreleri  sinlzoid endotel hucreleri arasinda ve sinUzoidlerin limeninde
yerlesmistir.  Karaciger sintzoidleri igerisinde ¢ok degisik sekil ve yerlesimde
bulunabilirler. Karaciger hucrelerinin yaklasik %15’ini olustururlar. Sitoplazmalari
bircok c¢ikinti ve pseudopod i¢cermektedir (10,18-21). Kupffer hicrelerinin bu
uzantilari sintzoid lumenini kismen kapatir (8). Endotel hucrelerinin
fenestrasyonlarindan Kupffer hicrelerinin - uzantilarinin Disse araligina dogru
cikinti yaptigi ve bu sekilde hepatosit mikrovillusu ile temasta oldugu
g6zlenmistir. Kupffer hlcresi, uzantilari aracilhdi ile sinuzoid igerisinde bulunan
diger hucreler, -pit hacreleri, endotel hucreleri, I1to hucreleri- ile de temas eder.
Ancak Kupffer hacreleri diger hicrelerle baglanti kompleksleri olusturmaz. Isik
mikroskobik seviyede bu hucreler godzlenmek istenildiginde vital boyalarin

enjeksiyonunu takiben hazirlanan karaciger kesitleri incelenir. Hlcrenin fagositik



Ozelligi oldugundan hucre igine alinan boya ile hicre lokalizasyonu basarili bir
sekilde gosterilmektedir (8,19, 20,22).

Kupffer hicreleri karacigerin tamaminda bulunur ancak karaciger
dokusunda normal fizyolojik kosullarda bu hucrelerin hacmi, fagositik ve
enzimatik aktivitesi homojen degildir. Ebatga blyiuk ve daha yuksek lizozomal
aktiviteye sahip olanlar lobul periferinde portal sahalara yakin yerlesim
gosterirken, kuguk ebatl olanlari vena sentralise yakin lokalize olur. Ayrica
periportal bolgede sayica da daha fazla bulunurlar (19, 20, 23).

Kupffer hucreleri diger mononukleer fagositik sistem hicreleri gibi
lizozomdan zengindir. lyi gelismis graniller endoplazmik retikulum ve Golgi
kompleksi hucrede aktif bir protein sentezi oldugunu gostermektedir (23)
Oval ve buyuk cekirdekleri vardir. Ayrica sitoplazmalarinda fagozomlar
bulunur. Sitoplazmalarinda gorllen eritrosit pargalari ve ferritin, Kupffer
hacrelerinin karacigere ulasmig olan hasarli ve yagh eritrositlerin fagositozunda
rol oynadigini gostermektedir (24). Kupffer hucrelerinin yuzeyinde fibronektin ile
kapli partikullere, insulin ve glukagona ait reseptorler yaninda bakteri, mantar ve
virds gibi yabanci hucreler icin de spesifik reseptorler bulunmaktadir.
Endositozla alinan maddeler hizlica lizozomlara dogru tagsinmakta ve
metabolize edilmektedir. Yapilan fagositoz sonunda Kupffer hicreleri degisik
faktorler salgilarlar. Bunlar prostaglandinler, interlokin (IL), timdr nekrozis faktor
(TFN) ve degisik sitokinlerdir. Yodun bir fagositoz gerektigi zaman Kupffer hiicre
salgisinin  hepatosit sitokrom P-450 mekanizmasini baskiladigi ortaya
konulmustur (25).

Kupffer hicrelerinin kanser hicrelerini de fagosite ettigi gosterilmistir (26)
Ayrica Kupffer hucrelerinin bir enfeksiyon bariyeri oldugu yapilan ¢alismalarla
gosterilmigtir. Deneysel olarak spesifik Kupffer hicre inhibitérd olan gadolinium
chloride intravendz yolla siganlara verildiginde ince bagirsaklardan bakteriyal
translokasyon yolu ile ciddi sepsis riski olusmaktadir (27). insanlar Gzerinde
yapilan otopsi c¢alismalarinda peritonitten o6len insanlarin karacigerlerindeki
Kupffer ve endotelyal hucrelerinde morfolojik ve sayi olarak degisiklikler

goriilmustiir (28).



2.4.2. Alveolar Makrofajlar

Alveolar makrofajlar, alveol igerisinde veya interalveoler septumda
yerlesmis makrofajlardir. Alveolde silya bulunmadigindan buraya ulasan toz ve
organik materyaller (bakteri, polen gibi) alveoler makrofajlar tarafindan
yakalanir. Bu yluzden toz hicresi adi da alirlar Makrofajin fagosite ettigi
materyal lenfatiklerle ya da limenden balgam yoluyla disariya atilir. Alveolar
makrofajlar karbon partiklllerini de fagosite ederler. Ayrica mycobacterium
tuberkulosis’i fagosite ettikleri ancak sindiremedikleri gosterilmistir. Eger
makrofajlar bagka faktorler veya infeksiyonlarla parcalanirsa bakterinin serbest
kalmasina bagli olarak enfeksiyon yayillmaktadir. Ayrica kalb yetmezliginde
alveole gecen kan hucrelerini fagosite ederler. (8,12). Alveoler makrofajlar doku
makrofajlari gibi antikor, kompleman, mannoz ve cesitli reseptorler icerirler.
Ayrica sitokin ve I6kotrienler salgilarlar. Ancak antijen sunucu 6zellikleri zayiftir,
hatta T hicre cevaplarini baskilayici 6zellikleri gosterilmistir. Genellikle her
alveol icinde bir adet alveoler makrofaj bulunur. Bunlar Kohn porlari aracihgi ile
alveoller arasinda gegis yapabilirler (29).

Alveoler makrofajlar 15-40 um ¢apinda buyuk duzensiz sekilli hucrelerdir.
Sitoplazmalar granuler veya kdpuksu gorunebilir. 0.5 um ¢apinda lizozomlar ve
iyi gelismis Golgi kompleksi igerirler. Cekirdekleri dizensiz sekillidir. Genellikle
bir cekirdekgik icerirler. Yasam sureleri ¢ok kisadir. Alveol igine her gun yaklasik

100 000 makrofaj gegcmekte ve bunlar saatler iginde temizlenmektedir (2,14)

2.4.3 Mikroglia

Merkezi sinir sisteminde (MSS) bulunan kuguk glia hucreleridir. Diger glia
hicreleri ektodermal kokenli oldugu halde, bunlar mezodermden (kemik iligi)
geligir. Bu yuzden mezoglia da denilmektedir.

Hucre gdvdeleri kliglk ve uzundur. Fetal gelisimin ge¢ evresinde MSS’de
yerlesir ve sekillenirler (12,14). Uzun hidcre gdévdesine uygun yerlesmis oval
cekirdegi vardir. Diger noroglia hucrelerinin  ¢ekirdekleri yuvarlak iken,
mikroglialarin gekirdekleri ovaldir. i§ bigimli ve koyu boyanan gekirdekleri vardir.
Sitoplazmalari azdir ve bol lizozom tasirlar. Mikroglialarin sayisiz kuguk
uzantilari vardir. Sayica az olmakla beraber hem beyaz, hem de gri cevherde

bulunurlar. Néron ve kan damarina yakin yerlegirler.



MSS’nin koruyucu hucrelerinden olan mikroglialar bazi 6zel durumlarda
aktif olarak hareket edip fagositoz yaparlar. Hareketli bag dokusu makrofaji gibi
gorev yapar. Hasar alanindaki artiklari, I0kosit, eritrosit ve diger inklizyonlari
fagosite ederler.

Doku yaralanmalarina, doku hasarlarina cevap olarak mikroglialar buyuk

ameboid fagositik hucrelere donugurler (12).

2.4.4 Osteoklast

Kemik yikimi ve kemik rezorpsiyonunu gergeklestiren hicrelerdir.

Kemik yikiminin oldugu bodlgelerde bulunurlar. 20-100pm ¢apinda ¢ok
bayuk hucrelerdir ve 2-50 arasinda degisen sayilarda cekirdekleri bulunur.
Osteoklastlar icerdikleri kollegenaz ve diger proteolitik enzimlerle kemigi rezorbe
etmektedirler. Sitoplazmalari genellikle hafif bazofil ve vakuollidir. Cok sayida
lizozomlari, mitokondriyonlari ve iyi gelismis bir Golgi kompleksleri vardir.
Osteoklastlarin yer aldigi kemik ylzeyindeki sig gukurlara howship lakunalari
adi verilir. Osteoklastlarda ¢ok belirgin bir kutuplasma gbéze carpar. Kemigin
yikimindan sorumlu olan tarafta hidcre zari girintili ve c¢ikintih bir hal alr.
Cekirdek daha c¢ok hucrenin dig yuzeyine yani dizgun hatli kismina yerlesir.
Kemik rezorbsiyonu tamamlaninca osteoklastlar kaybolurlar (11,14).

2.4.5. Dendritik Huicreler

Dendritik hiicreler mononiikleer fagositik sistem (iyesi hiicrelerdir. immiin
yanitin baglatiimasinda 6nemli role sahiptirler. Bu hucreler morfolojik olarak
dikensi membran c¢ikintilari ile ayirt edilirler. Farkh 6zellik ve fonksiyona sahip iki
farkli dendritik hucre vardir. Birincisi interdijitasyon gosteren dendritik
hucrelerdir. Bunlara genellikle sadece dendritik hucre denir. Cogu organin
interstisyumunda  T- lenfositlere yakin  komsulukta bulunurlar. Lenf
digumlerinde, dalakda ve epidermisde sik bulunurlar. Epidermisde Langerhans
hicresi adi alirlar. Dendritik hiicreler protein antijenleri CD4+ T hepler hlcrelere
sunarlar. ikinci tip dendritik hicre ise follikiiler dendritik hiicrelerdir. Bu
hicreler lenf digumua, dalak ve mukoza bagimli lenfoid dokulardaki lenf
follikllerinin germinal merkezlerinde bulunurlar. Ancak bunlar kemik iligindeki

oncu hulcrelerden gelismez ve interdijitasyon gosteren dendritik hicrelerden



tamamen farklidir. Follikller dendritik hiicreler antikor ve komplemanla birlesmis
antijenleri yakalayarak B lenfositler tarafindan taninmalarini saglarlar (5).

Langerhans Hucreleri epidermisde bulunur ve epidermal hucrelerin %2-
5’ini olustururlar. Deriden giren antijenleri reseptorleri ile yakalayarak fagosite
ederler. Yabanci antijenleri islemden gecirerek epitoplar olugturular. Daha sonra
go¢ ederek bu epitoplari immun cevabin basladigi lenf nodlarina iletirler.
interstisyel dokulardaki ve lenfoid organlardaki pek c¢ok dendritik hiicrenin
deriden go¢ etmis olan Langerhans hicrelerinden gelismis olmasi muhtemeldir.
Epidermiste daginik olarak bulunsalar da o6zellikle stratum spinozum
tabakasinda yerlesiktirler. Epidermis disinda dermiste, oral kavitede, 6zofagus
ve vajinada da bulunabilirler. Plazma membrani sitoplazmik uzantilar gdosterir.
Nukleusu koyu ve duzensiz, sitoplazmasi agik boyanir. Komsu hicrelerle
desmozomal baglanti kurmazlar (2,5). Sitoplazmalarinda az mitokondri, granulli
endoplazmik retikulum, bol miktarda lizozom, kiguk vezikuller, multivezikuler
cisimcikler ve. membranla sarili fonksiyonu bilinmeyen Birbeck granulleri vardir.
Melanozomlar ve tonofilamentler icermezler. Fazla sayida hicre yuzey
reseptorleri vardir.

Kronik inflamatuar deri hastaliklarinda sayilar artar. Tekrarlayan UV

Isinlarina maruz kalanlarda ise sayilari azalir (12).



3. MATERYAL VE METOD

3.1 Isik Mikroskopi

Bu calismada materyal olarak inénii Universitesi Deney Hayvanlari
Arastirma laboratuvarindan temin edilen, agirliklar yaklagik 200-280 gram
arasinda degisen, 8 adet saglikh geng erigkin Wistar Albino cinsi erkek sigan
kullanildi.

Sigcanlardan iki tanesi kontrol olarak kullanildi. Diger 6 sicana 7 gun
suresince her gin 0,03 gr Trypan Blue solusyonu 3cc serum fizyolojik
icerisinde ¢ozllerek intaperitoneal olarak enjekte edildi. Belirlenen dozda
enjeksiyon yapildiktan sonra yedinci gundn sonunda siganlar, servikal
dislokasyonla sakrifiye edildi. Siganlarin dil, 6zefagus, mide, ince ve kalin
barsak, karaciger, periton, trakea, akciger, bobrek, mesanelerinden doku
parcalari alindi. Alinan kesitler ikiye bolunerek Tablo 1'de gosterilen fiksatiflerde
tespit edildi.

Tablo 1. Tespit maddeleri ve sureleri

FIKSATIF MADDELER ORANI SURE

BOUIN pikrik asit sol. 75 ml

Solusyonu formaldehit 25 ml 18 saat
Glasiyel asetik asit 5 mi (buzdolabinda)

FORMALDEHIT Formaldehit 7 cc 24 saat

Solusyonu Fosfat Tamponu* 93cc (oda isisinda)

(Fosfat tamponlu

%10’luk)

*Fosfat tamponu 80cc disodyum hidrojen fosfat (Na,HPO, 2,83g 80 cc distile
suda) ve 20cc sodyum dihidrojen fosfat mono hidrat (NaH,PO,4.H,O 3,5 g 20cc distile

suda) solusyonlarinin karisimidir.

Alinan dokular hazirlanan formaldehit solisyonlarinda oda sicakliginda,
Bouin solisyonunda 18 saat (bir gece) buzdolabinda tespit edilmistir.

Bouin solusyonu ile tespit edilen dokular daha sonra % 70’lik alkolden
baglanarak dokular doku takibine alinmistir.  Pikrik asite bagli olarak olusan

sarl rengin dokulardan uzaklasmasi igin % 70’lik etanole bir miktar lityum



karbonat eklendi. Bouin sollsyonu ile tespitten sonra uygulanan doku takibi

Tablo 2’de gosterilmigtir.

Tablo 2. Bouin solusyonu ile tespitten sonra uygulanan islemler.

%70 alkol 7 saat (buzdolabinda)
%70 alkol 7 saat (buzdolabinda)
%80 alkol 1 saat (oda 1sisinda)
%96 alkol 1 saat (oda i1sisinda)
%96 alkol 1 saat (oda 1sisinda)
Absolu alkol 1 saat (oda isisinda)
Absolu alkol 1 saat (oda isisinda)
Ksilen 1 saat

Ksilen 1 saat

Sert Parafin | 1 saat
Sert Parafin 1l 1 saat

Fosfat Tamponlu %10’luk formaldehit solusyonunda 24 saat tespit edilen
dokulara tespit isleminden sonra uygulanan doku takibi Tablo 3'de
gOsterilmistir.

Tablo 3. %7’lik formaldehit solusyonu ile tespitten sonra yapilan islemler.

Fosfat Tamponu 1gln

Akar su 1 gln

%70 alkol 1 saat
%70 alkol 1 saat
%96 alkol 1 saat
%96 alkol 1 saat
Absolu alkol 1 saat
Absolu alkol 1 saat
Ksilen 1 saat
Ksilen 1saat

Sert Parafin | 1 saat
Sert Parafin Il 1 saat

Doku takibi tamamlandiktan sonra parafine gémulen dokulardan 3-5 um
kalinhginda iki seri kesit alindi. ilk kesitlere doku hakkinda genel bilgi
edinebilmek igin Mayers'in Hematoxylen-Eosin metodu uygulandi. ikinci
kesitlere ise mavi granulasyon iceren makrofajlarin rahat izlenebilmesi amaciyla
safranin 0-Orange G boyamasi yapildi (30-32).



Mavyer’in Hematoxylen-Eozin Metodu:

Lamlar suya getirildi ve boyandi.

Ksilen | 5 dakika
Ksilen |l 5 dakika
Ksilen Il 5 dakika
%96 alkol 3 dakika
%96 alkol 3 dakika
%96 alkol 3 dakika
Absoll alkol 3 dakika
Absolu alkol 3 dakika

Distile suda yilkama 2 dakika
Mayer Hematoxylen 10 dakika

Cesme suyu 20 dakika
Eosin 2 dakika
%96 alkol 3 dakika
%96 alkol 3 dakika
%96 alkol 3 dakika
Ksilen | 5 dakika
Ksilen Il 5 dakika
Ksilen Il 5 dakika

Safranin O -Orange G Metodu:

Ksilen | 5 dakika
Ksilen I 5 dakika
Ksilen Il 5 dakika
%96 alkol 3 dakika
%96 alkol 3 dakika
%96 alkol 3 dakika
Absoli alkol 3 dakika
Absoll alkol 3 dakika
Distile suda yikama 2 dakika
Safranin O 5 dakika
Distile su 5 dakika
Orange G 10 dakika

%96 alkol 3 dakika



%96 alkol 3 dakika

%96 alkol 3 dakika
Ksilen | 5 dakika
Ksilen I 5 dakika
Ksilen Il 5 dakika

Boyanan kesitler Olympus BH2 arastirma mikroskopunda incelenerek
fotograflandi.

3.1 Transmisyon Elektron Mikroskopi

Mide, ince ve kalin barsak, Kkaraciger, akciger ve bobrek dokulari

onceden hazirlanmig olan %3’ lUk gluteraldehite solusyonuna alindi (Tablo 4).

Tablo 4: Gluteraldehit Hazirlanisi:

Kullanilan Madde Miktari
0,2 M fosfat tamponu 50 ml
%25 Gluteraldehit 12 ml
Distile su 38 ml

Alinan dokularin kesitleri 1mm olacak sekilde trimlenip 2 saat boyunca
gluteraldehitte bekletildi. iki saat sonunda bu dokular hazirladigimiz fosfat
tamponunda 4 defa 15'ser dakika yikandi. Her siseye 1 ml fosfat tamponu
koyuldu (Tablo 5):

Tablo 5: Fosfat tamponu

Kullanilan Madde Miktari
NayHPO4 38 cc
Na HzPO4 12 cc
Deiyonize Su 50 cc

Dokular tamponda yikandiktan sonra osmium tetroksit igerisine alinip iki
saat boyunca buzdolabinda bekletildi. iki saat sonunda fosfat tamponunda 4
defa 15’'ser dakika daha yikandi. Tamponda yikanan dokular sirasiyla %30’ luk,
%50’ lik ve %70 lik ve %100°luk aseton ¢oOzeltilerine alindi. 20° ser dakika
%30’Iuk, %50’lik ve %70’lik ve iki defa %100’lUk aseton ¢ozeltilerinde bekletildi.
Araldit hazirlandi (Tablo 6).



Tablo 6. Aralditin Hazirlanist:

Kullanilan Madde Miktari
DDSA 20cc
Araldit CY212 20cc

Benzyl methylenamin 1 cc

Bu maddeler 20 dakika boyunca karistirildi ve 20 dakika sonunda tum
siselerdeki aseton iyice ¢ekilip yerine araldit karigimi koyuldu. Rotatorda 24
saat boyunca karigtirildi. Bir gln bekletildikten sonra jelatin kapsuller iginde
bloklandi. Bloklardan ultramikrotomla alinan kesitler uranil asetat ve kursun
sitratla boyandi (Tablo 7).

Tablo 7:

Uranil Asetat Boyasi:

80 ml Metil Alkol

2 g Uranil Asetat

20 ml Distile Su

Gridler bu karisimda 20 dakika boyandi.

Kursun Sitrat Boyast:

10 N Sodyum Hidroksit (6 ml distile su iginde 2 gr NaOH eritildi.)

50 ml Distile Su

200 mg Kursun Sitrat

Uzerine 10 N sodyum hidroksitten 0,5 ml katildi. Temiz siselere konup
gridler bu karigimda 10 dakika boyandi (30-32).

Hazirlanan gridler Zeiss Libra 120 transmisyon elektron mikroskopunda

incelenerek fotograflandi.



4. BULGULAR

4.1 Genel Bulgular

7 gun suresince intraperitoneal trypan blue enjeksiyonu yapilan siganlarin
kulaklari, burunlar, skleralari ve kuyruklarinin bagslangi¢ kisimlari mavilesti.
Ayrica Hayvanlar disseke edilirken bitin mukozalarinin ve hatta organlarinin
mavilestigi izlendi(Resim 1a,b). Sigcanlarin saglik durumlarinda, aktivitelerinde,
yeme aligkanliklarinda ise herhangibir degisiklik izlenmedi.

Enjeksiyon intraperitoneal yapildigi i¢in siganlarin peritonlari da histolojik
olarak incelendi. Parietal peritonda belirgin mavi granulasyon goésteren blyuk

makrofajlar izlendi (Resim 2).
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Resim 1a: Trypan blue enjeksiyonu yapilan siganlarin 7 giin sonundaki gériiniimleri
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Resim 1b: Trypan blue enjeksiyonu yapilan si¢anlarin 7 glin sonundaki géranumleri
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Resim 2: Parietal peritonda makrofaj H-E, X330.



4.2 Sindirim Sistemindeki Makrofajlar:

Makrofajlar sindirim sisteminde dil, 6zofagus, mide, ince ve kalin barsaklar
ile karacigerde incelendi. Bir hafta sureyle trypan blue enjeksiyonu yapilmis olan
sicanlarin  organlarinda makrofajlar sitoplazmalarinda birikmis olan mavi

granuller nedeniyle kolaylikla segildi.

Dilde makrofajlar, epitel altindaki lamina propria, submukoza ve dil kaslari
arasindaki bag dokuda yaygin olarak izlendi. Dilde bag dokusunda yerlesmis

olan bu makrofajlarin damarlar ¢evresinde yogunlastigi gézlendi (Resim 3,4).

Resim 3: Dilde gizgili kaslar arasinda, kapiller damar (*) yaninda bulunan bir makrofaj
(ok). H-E, X132.



Resim 4: Dilde yassi uzun sekilli, sitoplazmasinda graniller iceren bir makrofaj (ok). H-E,
X330.

Dilde makrofajlar degisik sekillerde, uzun yassi, oval veya piramidal sekilli
hicreler olarak gozlendi. Cekirdekleri de hiicre sekliyle uyumlu olarak yassi

veya yuvarlakti. Cekirdek genellikle merkezi veya hafif egzantrik yerlesmisti.

Resim 5: Dilde ¢izgili kas hucreleri arasinda piramidal sekilli bir makrofaj (ok).H-E, X132.

e



Resim 6: Dilde t. submukozada kapiller (*) yanina yerlesmis iki makrofaj (ok). H-E, X330.

Ozofagusda makrofajlar lamina propria, tunika submukoza ve tunika
adventisyada izlendi. Cogunlukla yassi uzun sekilli, merkezi ¢gekirdekli hiicreler
olarak goruldi. Ancak 6zofagusdaki makrofajlar dildeki kadar yogun grandiller

icermiyordu (Resim 7).

Resim 7: Ozofagus lamina prop-ri_a ve t. submukoza
Orange G, X132.

ya yerlesmis makrofajlar. Safranin O-



Midede makrofajlar gorulemedi. Midedeki makrofajlarin trypan blue
almadiklari gozlendi.

ince barsaklarda duodenum, jejenum ve ileumda ise makrofajlar izlendi.
ince barsaklarin lamina propriasinda makrofajlar seyrekdi. Submukozda ve
adventisyada ise sik yerlesmislerdi. Ozellikle damarlar gevresinde yodun olarak
izlendiler (Resim 8). ileumda Peyer plaklarinda ise makrofaj izlenmedi.

Resim 8: Duodenum lamina propria ve t. submukozasinda yerlesmis makrofajlar. H-E,
X330.

ince barsaklarda makrofajlar genellikle yassi uzun hiicreler olarak izlendi.
Cekirdekler egzantrik yerlesim gostermekteydi. Grandller genellikle hicrenin bir
bolgesinde yogunlastigi gozlendi. Damarlara yakin yerlesimleri dikkat ¢ekiciydi
(Resim 9).

Trypan blue verilen siganlarin ince barsaklarinda yerlesmis olan
makrafojlarin ultrastrikttrel yapisi incelendiginde sitoplazmalarinin iri primer ve
sekonder lizozomlarla dolu oldugu goruldu. Cekirdek hafif eksantrik yerlesmisti

ve belirgin bir ¢entige sahipti (Resim 10).



Resim 9: Duodenumda t. adventisyada kapillerlere (*) komsu olarak yerlesmis makrofajlar
(ok). H-E, X330.

Resim 10: Duodenumda makrofaj, X12500.



Kalin barsaklarda makrofajlar ince barsakdakilere benzer 6zellik
gOstermekteydi. Lamina propria, tunika mukoza ve t. adventisyada uzun oval
hucreler olarak izlendi. Cekirdekleri buylk ve eksantrik yerlesmisti.

Sitoplazmalarinda belirgin buylk granuller segiliyordu (Resim 11).

Resim 11: Kolonda t. adventisyada makrofajlar. H-E, X330.

Karacigerde yerlesik makrofajlar olan Kupffer hiicreleri sinlizoidler boyunca
hepatositlerin yaninda yerlesmis ve sintzoidlere dogru kabarti yapan hlcreler
olarak gézlendi. Cok sayida ve sik yerlesmiglerdi. Genellikle uzun yassi veya
piramidal sekilli kiguk hucrelerdi (Resim 12,13,14). Cekirdekleri merkezi veya
hafif egzantrik olarak yerlesmisti. Sitoplazmalarinda mavi grantller segiliyordu
(Resim 15,16).



Resim 12: Karacigerde portal alan cevresinde sinuzoidler boyunca yerlesmis Kupffer

hicreleri. Safranin O-Orange G, X 66.

Resim 13: Karacigerde v. sentralis ¢evresinde sinuzoidler boyunca yerlesmis Kupffer

hicreleri. Safranin O-Orange G, X 132.



Resim 14: Karacigerde sinuzoidler boyunca yerlesmis Kupffer hiicreleri. Safranin O-
Orange G, X 132.

Resim 15: Karacigerde mavi graniiller iceren Kupffer hiicreleri. Safranin O-Orange G,X 330.



Resim 16: Karacigerde mavi granilleri ile secilen Kupffer hiicreleri. Safranin O-Orange G, X
330.

Kontrol grubunda Kupffer hicrelerinin ince yapisi incelendiginde bu
hlcrelerin hepatositlere yakin komsulukta, sinuzoidlere yerlestikleri izlendi. Cok
sayida yalanci ayak seklinde belirgin uzantilara sahip hicrelerdi. Bu uzantilar
hicreye yildiz seklinde bir gorunum kazandiriyordu. Hucre uzantilarinin
sindzoidin kars tarafindaki hepatositlere ve diger Kupffer hicrelerine dogru
uzandigi gozlendi. Bu uzantilarla diger hicreler arasinda herhengibir baglanti
kompleksi gézlenmedi (Resim 17). Cekirdekleri bliyuk ve merkezi yerlesim
gOsteriyordu. Sitoplazmalarinda primer ve sekonder lizozomlar izlendi.

Cekirdege yakin yerlesimli Golgi aparati mevcuttu (Resim 18,19,20)



Resim 17: Sinuzoidlere yerlesmis Kupffer hicresi. Diger Kupffer hicresine (k) ve
hepatosite (h) uzanan yalanci ayak benzeri uzantilari (ok). X8000.

Resim 18: Sinlizoidlere yerlesmis Kupffer hiicresi. X 12500.



Resim 19: Kupffer hiicre sitoplazmasinda primer (p) ve sekonder lizozomlar
X20000.

Resim 20: Kupffer hicre sitoplazmasinda Golgi aparati (ok), X 20000

(s).



Tripan blue uygulanmis siganlarin karacigerlerinde Kupffer hicrelerinde
bayuk primer ve sekonder lizozomlar izlendi. Lizozomlar hicre sitoplazmasinin
biylk kismini kaplamisti (Resim 21,22). Elektron mikroskopik olarak

incelendiginde 0&zellikle sintzoide komsu olan hepatositlerde de primer ve

sekonder lizozom artigl oldugu gézlendi (Resim 23).
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Resim 21: Trypan blue grubu karacigerde Kupffer hiicresi X 6300.
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gede Kupffr hiicresinde lizozomlar X1 0.

£

Resim 22: Trypan blue grubu karaci




Resim 23: Trypan blue grubu karacigerde hepatosit sitoplazmasinda sekonder lizozom
(ok) X25000.

4.3 Solunum Sistemindeki Makrofaijlar:

Makrofajlar solunum sisteminde trakea ve akciger dokularinda incelendi.

Trakeada makrofajlar tunika submukoza ve tunika adventisyada izlendi.
Trakeada da damarlara yakin yerlesim gdsteriyorlardi. Merkezi ¢ekirdekli, uzun
yass! hicreler olarak izlendiler (Resim 24). Brons ve bronsiol duvarlarinda
submukoza tabakasinda yassi veya oval hucreler olarak izlendiler. Damarlara
yakin yerlesimleri solunum sisteminde de belirgindi (Resim 25, 26, 27,28).

interalveolar septumda ve alveol icinde alveoler makrofaj izlenmedi.
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Resim 25: Brons t. submukozasinda makrofajlar, Safranin O- Orange G, X 132.



Resim 26: Akcigerlerde alveollere yakin yerlesim gosteren makrofajlar. Safranin  O- Orange G,
X 132.
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Resim 27: Akcigerlerde artere yakin yerlesmis oval sekilli makrofajlar (ok), H-E, X 330.



Resim 28: Bronsiolde (b), artere (a) yakin yerlesmis makrofaj (ok), H-E, X 330.

Kontrol grubunda solunum sistemindeki makrofajlarin ince vyapisi
incelendiginde, bu hucrelerin oval veya yuvarlak hicreler oldugu gozlendi.
Plazma membrani dizensiz girinti ve c¢ikintilara sahipti. Cekirdek merkezi
yerlesmis, yuvarlak centikli veya oval gorinimdeydi. Sitoplazmaya dagiimis
¢ok sayida primer veya sekonder lizozomlar vardi (Resim 29,30). Alveoler
makrofajlar interalveoler septumda ve alveol iginde belirgin primer ve sekonder

lizozomlar igermekteydi (Resim 31,32)



Resim 30: Alveolar makrofaj, X 12500.



Resim 32: Trypan blue grubunda alveol iginde alveolar makrofaj uzantisi, X 16000.



4.4 Bosaltim Sistemindeki Makrofajlar

Bosaltim Sisteminde makrofajlar, bobrek ve mesane dokularinda incelendi.
Bobrekler incelendiginde proksimal tubdl hicrelerinde trypan blue birikimine
bagh granilasyon oldugu izlendi. Makrofaj ise izlenmedi. Bobregi ¢evreleyen
perirenal bag dokusunda ise ¢ok sayida makrofaj secildi (Resim 33,34).
Mesanede ise lamina proprianin derin kisimlarinda, tunica muskularisdeki
epimisyumda makrofajlar yassi, oval veya piramidal hlcreler olarak izlendi
(Resim 35,36,37).

Resim 33: Bobrekde proksimal tubiillerde trypan blue birikimine bagli granilasyon. Safranin O-
Orange G, X 132.
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Resim 34: Bébrekde perirenal bag dokuda makrofajlar (ok), Safranin O- Orange G, X 132.

Resim 35: Mesanede derin lamina propriada makrofajlar, Safranin O- Orange G, X 132.
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Resim 37: Mesanede makrofajlar. H-E, X330.



5. TARTISMA

Mononukleer fagositik sistem hucreleri tUm organizmaya dagilarak
ustlendikleri fagositoz ve salgiladiklari onemli maddelerle  organizmanin
korunmasinda, arttk madde ve hucrelerden temizlenmesinde onemli rol
oynamaktadirlar (1,5). Hepsinin kdkenlerinin kemik iligi éncu hulcrelerinden
gelisen monositler olmasina ragmen farkli organlarda, fonksiyonlari ve hlcrenin
aktivasyon durumu degisiklik gostermektedir. Buna bagli olarak morfolojik
yapilarinin da degisiklik gostermesi beklenir. Bu ¢alismada amacimiz siganlarin
solunum, sindirim ve bosaltim sistemlerinde yerlesmis bag dokusu
makrofajlarinin, akcigerdeki alveoler makrofajlarin ve karaciger Kupffer
hicrelerinin IStk ve elektron mikroskobik olarak incelenerek histolojik
Ozelliklerinin belirlenmesi ve birbirleriyle karsilastirilarak, farklh ve ortak
morfolojik 6zelliklerinin tespit edilmesiydi. Makrofajlarin 1sik mikroskopik olarak
gobrundr olabilmeleri igin siganlara yedi glin boyunca intraperitoneal olarak vital
bir boya olan trypan mavisi verildi. Siganlarin kulaklari, burunlari, skleralari ve
kuyruklarinin baslangi¢ kisimlari mavilesti. Ayrica siganlardan doku ornekleri
alinirken buatun mukozalarinin ve organlarinin mavilestigi izlendi. Bu gozlemle
vital boyanin batin viicuda dagildigi sonucuna vardik.

Dilde makrofajlar lamina propriada, submukoza va ¢izgili kaslar arasindaki
bag dokusunda c¢ok sayida izlendi. Sitoplazmalarinda yogun granulasyon
iceriyorlardi. Makrofajlar herhangi bir antijenle kargilastiklarinda aktive olarak
hacimlerini artirmaktadirlar (5). Bu nedenden dolayi bizim trypan mavisi vererek
izledigimiz makrofajlar aktif makrofajlardir. Dokularda normal sartlarda
izlenenden sayica fazla ve hacimce buyuk olmalari beklenir. Yoon S ve ark
(33), siklofosfamid verilen siganlarda dilde makrofaj artisinin dalak ve timus
gibi lenfoid organlara goére ¢ok daha fazla oldugunu gdstermislerdir.

Makrofajlar 6zefagusda, ince ve kalin barsaklarda &zellikle tunika
submukoza ve tunika adventisyada izlendi. Lamina propriada ise nadir
izlendiler. Oysa sindirim sistemi mukozasi enterik bakterilerin vicuda girmesine

engel olan en dnemli bariyerdir ve vicut makrofajlarinin en fazla bulundugu



bdlgedir (27, 34). Biz calismamizda sindirim sistemi kanalinda lamina propriada
fazla makrofaj izlememis olmamizi makrofajlarin olmamasina degil, muhtemelen
trypan mavisine yeterince maruz kalmamalarina bagliyoruz. izledigimiz
makrofajlarin  hemen tamami kan damarlarina yakin vyerlesimde izlendi.
Submukozda daha genis kan damarlarinin olmasi bu bdlgedeki makrofajlarin
daha fazla trypan mavisine maruz kalmalarina neden olmus olabilir. Ayrica
arterlerin 6nce submukozada bir damar agi yapmalari, daha sonra bu agdan
cikan kiguk dallarin lamina propriaya gelerek ikinci bir ag olusturmalari (35)
submukozadaki makrofajlarin trypan mavisini oncelikle fagosite etmesine ve
lamina propriadaki makrofajlarin daha az boyaya maruz kalmalarina neden
olmus olabilir. Tunika adventisyanin peritona komsu olmasi da intraperitoneal
verilen trypan mavisinin bu tabakadaki makrofajlar tarafindan direkt temasla
fagosite edilmesine neden olmus olabilir.

ince barsaklarda Peyer plaklarinda trypan mavisi ile makrofajlar
gosterilemedi. Bu buyuk bir olasilikla Peyer plaklarindaki immun reaksiyonun
esas olarak limen iginden gelen antijenlere bagli olmasindan kaynaklanmistir.
ince barsaklarda ve Peyer plaklarinda antijen tutulumu epitelde bulunan M
hacreleri araciligr ile olmaktadir (36). M hucreleri de mononukleer fagositik
sisteme ait hlcreler olarak kabul edilmektedir. Antijen sunucu hucreler olarak
fagosite ettikleri antijenleri lenfositlere sunmaktadirlar (2).

Midede makrofajlar muhtemelen trypan mavisini fagosite etmediklerinden
izlenemedi. Midede vyapilan c¢alismalar Ozellikle helicobacter pylori
infeksiyonlarinda (37) ve gesitli mide tumor ve kanserlerinde (38-40)
makrofajlarin arttigini géstermektedir.

Sindirim sistemi bag dokularina yerlesmis olan makrofajlar genellikle oval,
yassl veya piramidal hucreler olarak izlendi. Cekirdekleri egzantrik yerlesmisti.
Bu yluzden granuller daha ¢ok hucrenin bir tarafinda yogunlasmis olarak
g6zlendi. Ultrastrikturel olarak incelendiklerinde dizensiz girinti ve ¢ikintilara
sahip, sitoplazmalarinda primer ve sekonder lizozomlar igeren, c¢entikli
cekirdege sahip hucreler olarak goruldiler. Bu 6zellikleri ile klasik makrofaj
morfolojisine uyuyorlardi (2, 41-43). Degisik gastrointestinal sistem
lokalizasyonlarindaki  makrofajlar arasinda belirgin farklilk olmamasina



ragmen, boyayi alma &zellikleri ile ilgili farklihklar gézlendi. Dilde belirgin ve bol
granulli, oOzefagusda boyayl hafif almis olarak izlendiler. Midede
boyanmamalari, ince ve kalin barsakda lamina propriada hafif boyanmalari
lokalizasyon farkliliklarinin fagositoz 6zelliklerini degistirebilecegi ya da verilen
maddenin verilis yoluna gore aktivite farkliliklari gosterebileceklerini akla
getirmektedir. Bununla birlikte hepsinin en dnemli ortak 6zelligi arter, arteriol ve
kapillerlere yakin yerlesim gostermeleriydi.

Kupffer hucreleri ¢alismamizda trypan mavisini belirgin olarak fagosite
etmis ve boyanmistir. Kupffer hicreleri sadece karaciger icin degil, butin
organizmanin savunmasli igin onemli hucrelerdir. Stenback ve ark (27)
calismalarinda barsaklardan giren infeksiyonlarda infeksiyonun dagilimi
agisindan mezenterik lenf dugumlerinin  alinmasinin  6énemli bir fark
yaratmadigini, oysa Kupffer hicrelerinin gadolonium klorid ile baskilanmasinin
infeksiyonun karaciger, dalak ve akcigerlere yayillmasina neden oldugunu
gozlemiglerdir. Kupffer hucreleri morfolojik olarak doku makrofajlarindan daha
klguk hicreler olarak gozlendi. Sintzoidler boyunca sik yerlesmislerdi. Parker
ve Picut (20) Kupffer hucrelerinin periportal bdlgede daha sik ve blyuk
olduklarini belirtmiglerdir. Bizim c¢alismamizda bdyle bir farklilk dikkatimizi
cekmedi. Kupffer hacrelerinin ince yapilari incelendiginde belirgin hicre
uzantilar ve sitoplazmalarindaki cok miktardaki primer ve sekonder lizozomlar
g6éruldi.  Trypan mavisi verilmis grupta bu grantllerde artis oldugu goézlendi.
Sitoplazmalarindaki en belirgin organel Golgi kompleksiydi.

Calismamizda trypan mavisi verilen siganlarin hepatositlerinde sekonder
lizozomlarda belirgin artis gézlendi. Karacigerde kan akiminin fazla olmasi,
sintzoidlerin duvarinin kesintili olmasi ve hepatositlerin de sinizoidlerden gegen
kanla direkt temasa gelmesi kanin igeriginden etkilenmelerine neden
olmaktadir. Cisternos ve ark. (44) bakir verdileri sicanlarin hepatositlerinde
belirgin lizozomal artig tespit etmislerdir.

Solunum sisteminde trakea, brons ve bronsiollerin duvarinda tunika
submukoza ve adventisyada makrofajlar mavi grandlleri ile belirgin olarak
izlenirken, alveoler makrofajlar izlenmedi. Alvoler makrofajlar inhalasyon yoluyla

gelen partikulleri esas olarak fagosite etmekte ve saatler iginde temizlenerek



yeni makrofajlarla yenilenmektedir. Goldstein ve ark (45) siganlari inhalasyon
yoluyla staphylococcus aureus’a maruz birakmis ve alveoler makrofajlarda
belirgin sekonder lizozomlar gozlemiglerdir. Biz trypan mavisini intraperitoneal
yolla verdigimiz igin alveoler makrofajlari izleyemedigimiz fikrindeyiz. Alveoler
makrofajlar inhalasyonla gelen patojen ve toksik maddelere kargi primer defansi
olustururlar (46, 47). Deneysel galismalar alveoler makrofaji olmayan farelerde
solunum yolu infeksiyonlarinda mortalitenin ¢ok arttigini  gostermektedir (29).
Ancak yabanci maddelere kargi goOsterdikleri defans sirasinda salgiladiklari
oksijen radikalleri ve diger mediatorlerle fibrosise kadar giden degisikliklere de
yol acabilirler (48,49) Calismamizda alveoler makrofajlar elektron mikroskopla
incelendiginde alveol icinde ve alveol duvarinda primer ve sekonder lizozomlar
iceren duzensiz sekilli blyuk hicreler olarak izlendi.

Solunum sisteminde yerlesmis olan makrofajlar sindirim sistemindekine
benzer sekilde yassi, oval veya piramidal sekilli htcreler olarak izlendi. Bolgesel
farklihk gostermedikleri gozlendi. Kan damarina yakin yerlesimleri solunum
sisteminde de dikkat ¢ekiciydi.

Bobreklerde makrofajlar renal kapsil ve cevresinde bulunur. Bobrek
peritubuler interstisyel dokuda ise antijen sunucu hucreler yer alir (50) Biz de
calismamizda bobrekde trypan mavisi iceren makrofajlar izlemedik. Bobrek
cevresindeki kapsul ve perirenal dokuda ise ¢ok miktarda mavi granulli
makrofajlar izlendi. Calismamizda bobrekde Ozellikle proksimal tubdl
hicrelerinde trypan mavisinin biriktigini gozledik. Tubul hucrelerinde ¢ekirdek
cevresinde belirgin granuller seklinde bir birikim gostermekteydi.

Mesanede lamina proprianin derin kisimlarinda ve o6zellikle tunika
muscularisdeki bag dokusunda belirgin mavi grandlleri ile makrofajlar izlendi.
Bosaltim sisteminde izlenen makrofajlar da morfolojik olarak sindirim ve
solunum sistemindeki makrofajlara benzer sekilde yassi, oval veya piramidal

sekilli olarak izlendi.



Sonug¢ olarak galismamizda incelemis oldugumuz sindirim, solunum ve
bosaltim sisteminde yerlesmis olan doku makrofajlarinin ortak o6zellikleri
hepsinin arter, arteriol veya kapiller duvarina yakin yerlesim gostermeleri ve
morfolojik gdriiniimleriydi. inceledigimiz makrofajlar - Kupffer hiicreleri harig-
blyuk, yassi, oval veya piramidal sekilli genellikle eksantrik ¢ekirdekli hicrelerdi.
Kupffer hucreleri ise daha kuaguk, uzantili hicreler olarak izlendi. Tubuler
organlarda lUmene yakin alanlarda 6zellikle lamina propriada trypan mavisini hig
almadiklari veya c¢ok hafif aldiklari gézlendi. Bu bulgumuz limene yakin
makrofajlarin daha ¢ok Iimenden gelecek olan yabanci maddeleri fagosite
etmekle yUkimlu oldugunu, derin dokulardakilerin ise dolagim sisteminden
gelen yabanci maddelere karsi defans gosterdiklerini igaret etmektedir.
Akcigerlerde de doku makrofajlari grantlleri ile ayirt edilirken, alveoler
makrofajlarin trypan mavisini fagosite etmedigi gdézlendi. Bu bulgumuz da
alveoler makrofajlarin inhalasyon yoluyla gelen partikilleri fagosite etmekle
yukimld oldugunu gostermektedir.

Degisik sistemlere yerlesmis olan makrofajlarin morfolojik olarak buyuk bir

farkhlik géstermedidi sonucuna vardik.



6. SONUG VE ONERILER

Sonug olarak sindirim, solunum ve bosaltim sistemlerine yerlesmis olan
makrofajlarin morfolojik olarak buyuk bir farklilik géstermedigi sonucuna vardik.
Hemen hemen hepsi arter, arteriol veya kapiller duvarina yakin yerlegim
gbstermekteydi. inceledigimiz makrofajlar - Kupffer hiicreleri harig- buyiik,
yassi, oval veya piramidal sekilli genellikle egzantrik c¢ekirdekli hlcrelerdi.
Kupffer hucreleri ise daha kuaguk, uzantili hicreler olarak izlendi. Tubuler
organlarda lUmene yakin alanlarda 6zellikle lamina propriada trypan mavisini hig¢
almadiklari veya ¢ok hafif aldiklari gézlendi. Bu nedenle tubiler organlarda
lamina propriaya yerlesmis makrofajlarin incelenebilmesi icin vital boyalarin oral
yolla verilmesinin uygun olacagi sonucuna vardik. Benzer sekilde akcigerlerde
de doku makrofajlari grandlleri ile ayirt edilirken, alveoler makrofajlarin trypan
mavisini fagosite etmedigi gozlendi. Alveoler makrofajlarin incelenebilmesi igin

inhalasyon yoluyla isaretlemenin daha uygun oldugu dusincesindeyiz.



SICANLARIN SOLUNUM, SINDIiRiM VE BOSALTIM
SISTEMLERINDEKi MAKROFAJLARIN HiSTOLOJIK YAPILARININ
ISIK VE ELEKTRON MIKROSKOBIK OLARAK INCELENMESI

7. OZET

Bu c¢alismada siganlarin solunum, sindirim ve bosaltim sistemlerinde
yerlesmis bag dokusu makrofajlarinin, akcigerdeki alveoler makrofajlarin ve
karaciger Kupffer hlcrelerinin isik ve elektron mikroskobik olarak incelenerek
histolojik 6zelliklerinin belirlenmesi ve birbirleriyle karsilastirilarak, farkl ve ortak
morfolojik 6zelliklerinin tespit edilmesi amaglandi.

inéni Universitesi Deney hayvanlari laboratuvarindan alinan 8 adet Wistar
cinsi erkek sicandan alti tanesine yedi gun suresince hergun intraperitoneal 3ml
trypan blue (0.01gr/ml serum fizyolojik icinde) solusyonu enjekte edildi. iki
tanesine ise herhangi bir islem uygulanmadi. Siganlar sekizinci gun sakrifiye
edilerek dil, 6zefagus, mide, ince ve kalin barsak, karaciger, trakea, akcigerler,
bobrek ve mesaneden doku kesitleri alindi. Isik mikroskobi i¢in Bouin
solusyonunda tespit edilen dokular, doku takibinden sonra parafine gémulda.
Alinan kesitlere hematoksilen-eozin ve safranin-orange G boyasi uygulandi.
Elektron mikroskopi igin glutaraldehitte tespit edilen dokular, osmium tetroksit
fiksasyonu ve doku takibinden sonra araldit CY212’ye gomuldi.

Makrofajlar dil, 6zofagus, ince ve kalin barsak submukozasi ve
adventisyasinda damarlar gevresine yerlesmis yuvarlak, oval, piramidal veya
yassi sekilli, mavi sitoplazmik granuller iceren blyuk hlcreler olarak gozlendi.
Karacigerde ise perisinuzoidal yerlesmis kuguk yildiz sekilli mavi granullt
hicreler olarak secildi. Akcigerlerde brons, bronsiol ve kan damarlari
cevresinde yerlesmis, oval, buyuk cekirdekli, mavi granllli hlcreler olarak
gozlendi. Elektron mikroskopda makrofajlar, oval, yuvarlak, plazmalemmasi
girinti  ve c¢ikintili hdcrelerdi. Duzensiz sekilli buyuk c¢ekirdekleri vardi.
Sitoplazmalarinda bol primer ve sekonder lizozom, Golgi kompleksi mevcuttu.
Kupffer hlcreleri ise uzun ve kisa sitoplazmik uzantilara sahip yildiz seklinde

hiicreler olarak izlendi.



Siganlarin sindirim ve solunum sistem organlarina yerlesmis bulunan
makrofajlar enjekte ettigimiz trypan blue vital boyasini fagosite ederek gorunur
hale geldiler.

Anahtar kelimeler: Makrofaj, Si¢an, Isik mikroskobu, Elektron mikroskobu



LIGHT AND ELECTRON MICROSCOPIC EXAMINATION OF RAT
MACROPHAGES IN RESPIRATORY, DIGESTIVE AND URINARY
SYSTEMS

8. SUMMARY

The aim of this study was to examine the morphology of the macrophages
in digestive, respiratory and urinary systems with light and electron microscope,
and to evaluate their morphologic differences in different organs.

8 male Wistar albino rats were used in the study. 6 rats were injected with
3ml trypan blue solution (0.01g/ml w/v in saline) intraperitoneally everyday for
seven days. 2 rats didn’t receive trypan blue injections. The rats were killed at
the end of the injections. Tissue sections were collected from tongue,
esophagus, stomach, small and large intestine, liver, trachea, lung, kidney and
vesica urinaria. For light microscopic evaluation the tissue sections were fixed in
Bouin’s solution and embedded in parafin. The sections were stained with
hematoxylin eosin and safranin O-orange G stainings. For electron microscopic
evaluation tissue sections were fixed with glutaraldehyde and osmium tetroxide,
then embedded in araldite CY212.

The macrophages were detected in the connective tissue of the organs,
around the blood vessels as flat, oval or pyramidal large cells containing blue
granules in their cytoplasms. Ultrastructurally they were large cells with irregular
plasmalemma and large irregular nucleus. Primer and seconder lysosomes
were prominent in their cytoplasm. Kupffer cells were seen as small cells
localized along the sinuzoids and showed cytoplasmic granulation. They also
showed cytoplasmic projections, Golgi complex, primer and seconder
lysosomes.

In conclusion the tissue macrophages didn’t show morphologic differences
in the examined tissues. Only Kupffer cells had different morphology and
showed cytoplasmic projections.

Key Words: Macrophage, rat, light microscope, electron microscope
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