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OZET

Hipoksik Yenidogan Sicanlarm Solunum Sistemi Morfolojisi ve Niroendokrin
Hiicrelerinin Histokimyasal Olarak Iptk Mikroskobik Diizeyde Incelenmesi.

Bu cahgmada, yenidofan sican akciferlerinde noroendokrin hiicrelerin
morfolojik 6zelliklerini, solunum epitelindeki yerlesimini, brong ve brongiyollerdeki
daglimim ve hipoksinin bu hiicreler iizerinde olugturdugu etkileri 151k mikroskobik
diizeyde aragtirdik. S. Dawley cinsi 15 sigan galiyma grubuna; 2 sigan ise kontrol
grubuna alind:. Hipoksi ¢aligma grubuna 1 saatlik hipoksi (%8 oksijen; %92 azot)
uygulandi. Kontrol grubuna ise hicbir miidahelede bulunulmadi. Hipoksi sonrasi 1.,
2, 3., 4., 24. saatlerde ve 21.giin siganlar sakrifiye edildi ve akcigerleri ¢ikariidi,
bilinen yontemlerle doku takipleri yapildi ve 5 pm’lik parafin kesitleri alind1. Ardigik
olarak alinan kesitler Hematoksilen-Eosin (H&E), Periyodik Asit Schiff (PAS),
Tripas (Hotchkiss’in Periodic Acid-Schiff-Orange G), Solcia’min Maskelenmig
Metakromazi ve Grimelius’'un giimigleme yontemleri ile boyanarak histolojik
bulgular degerlendirildi.

Anahtar Kelimeler: Akcifer; Hipoksi; Noroendokrin hiicreler; Pulmoner NEC;
DNES hiicre; NEB.



ABSTRACT

The morphology of the respiratory system of the newborn hypoxic rats and
investigations of the neurcendocrine cells histochemically of the light

microscopy level.

In this study, we aimed to investigate morphological properties, localization in the
respiratory epithelium and distribution in the bronchus and bronchioles of
neuroendocrine cells in newbomn rat lungs and effects of hypoxia on these cells at the
light microscopic level. S.Dawley fifteen each seven-day-old rats were enrolled into
the study and two each seven-day-old rats were control group. Study group was
exposed to unilateral carotid artery ligation an hour hypoxia (8% oxygen in 92%
nitrogen). Control group was not exposed to operation. 1, 2, 3, 4, 24 hours and 21day
after the injury each rat was killed and their lung was removed for histological study.
Tissues were processed with routine methods and cut into Sum paraffin sections.
Serial paraffin sections were stained with Haematoxylin-Eosin (H&E), Periodic Acid
Schiff (PAS), Tripas (Hotchkiss’in Periodic Acid-Schiff-Orange G), Masked
metachromasia (Solcia et al) and Grimelius method for argyrophil cells and
histological results were evaluated for light microscopy.

Key Words: Lung; Hypoxia, Neuroendocrine cells; Pulmonary NEC; DNES cells;
NEB.
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1. GIRIS VE GENEL BILGILER

1.1.Girig

Ulkemizde yeni dofan donemindeki olim nedenlerinin % 11’inin dofum
sirasindaki hipoksiye bagh oldugu ifade edilmektedir (T.C. Saglik Bakanhg: ACS-AP
Genel Midiirtigi: Uglincii bin yila baglarken anne ve gocuklarin durumu, 2000).
Erken dogan bebeklerde asfiksi sikliginin % 60’hk oranlara vardifi bildirilmigtir.
Hipoksi veya doku perflizyonunun azalmasiyla bagta beyin olmak tizere akcigerler ve
diger dokularn etkilendigi gozlenmektedir. Hiicre hasarinin en yaygin nedenlerinden
biri de bilindigi gibi hipoksi ve serbest radikal hasaridir (Fishback, 1999). Hipoksik
iskemi hiicrelerde enerji yetersizligi, serbest radikal olusumu, asidoz vd. yollarla
hasara sebep olmaktadir. Organizmada oksidatif hasara kargi bir ¢ok koruyucu sistem
devreye girmektedir (Risberg ve ark., 1991).

Akcigier parankim ve havayollari epitelinde amin ve peptitleri sentezleyen
Noroendokrin hiicre (Neuroendocrine Cell; NECY’ler vardir. Bu hiicreler "Diffiiz
noroendokrin sistem (DNES)"in pulmoner komponentini olugturur. Fonksiyonlan ve
solunum sistemi hastaliklarindaki rolleri tam olarak bilinmemektedir (Memig, 2004).
Saglikli erigkin insan akcigerinde pulmoner noroendokrin hiicreler (Pulmonary
Neuroendocrine Cell; pulmoner NEC), larinksten alveollere kadar her seviyede,
ancak en ¢ok intrapulmoner brong ve brongiyollerde bulunurlar. Hava yollarinda her
2500 non-endokrin hiicreye, bir pulmoner NEC kargilik gelmektedir (Memis, 2004).
Bu hiicrelerin ¢ogu soliterdir, cok az bir kismu ise oldukg¢a organize innerve hiicre
topluluklart olugtururlar, bunlara Noroepitelyal Cisimcik (Neuroepithelial Bodies;
NEB) denir. (Cutz, 1997). NEB’ler gastrin-releasing peptide (GRP), kalsitonin,
kalsitonin gene-related peptid (CGRP) ve serotonin gibi bir dizi sekretuvar iirin
salgilarlar (Lauweryns, 1986).

Brongiyal astim, kronik brongit ve amfizem, brongiektazi, kistik fibrozis ve
eozinofilik graniiloma gibi inflamasyonla karakterize hastaliklarda pulmoner NEC’ler
uyarilmaktadir (Memisg, 2004).



Pulmoner NEC ¢ahsmalannda temelde iki 6nemli nokta vardir: Birincisi
karsinoid tiimorler ve kigik hiicreli karsinomlar gibi pulmoner noéroendokrin
tiimorlerin biyolojik hiicre karakteristiklerinin i¢ yiiziinii kavramak, ikincisi ergin ve
fetiis akcigerlerinde bulunan pulmoner NEC’in biyolojik dzelliklerini ve fizyolojik
rollerini agiklamaktir. Omegin; kiigiik hiicreli karsinomlar iginde otokrin biyiime
faktorlerinin salgilandiB: yapilan ¢aligmalarla belirlenmigtir. Fetal akciger geligiminde,
pulmoner NEC’in rolii oldugu tahmin edilmektedir (Cuttita F ve ark., 1985; Bancroft,
2002).

Itk olarak tammlandi: zamandan beri NEC’in kemoreseptor fonksiyon gordagii
bilinmektedir. Innerve olan hiicre kiimeleri, hipoksi durumundaki azalan oksijen
miktarina cevap olarak pulmoner fonksivonlan diizenlerler (Gosney J. R., 1993).
Tavsan fetuslarinda, oksijene duyarli mekanizmalarin varhg ile ilgili ¢caligmalardan
sonra pulmoner NEC’lerin kemoreseptor iglev gordigi bildirilmigtir. Bu hiicrelerin
oksijene duyarliik mekanizmalan net olarak bilinmemektedir (Youngson ve ark.,
1993). Bagka bir ¢aligmada, pulmoner NEC sisteminde bulunan oksijene duyarl
kemoreseptorlerin, lokal ve refleks aracili dizenleyict fonksiyonlariyla, hava
yollarimin bilyiime ve geligimini diizenledifine dikkat g¢ekilmigtir. Pulmoner
DNES’teki noral komponentin duyusal olduguna dair kamtlar ve hiicre
farkhilagmasiyla ilgili deneysel kanitlar, pulmoner NEC membranina spesifik oksijen
reseptoriiniin -~ varlifini  diigiindiirmiigtiir (Lommel ve ark., 1999). NEB’lerin
kemoreseptor rol yerine daha ¢ok pulmoner zedelenmeden sonra rejenerasyon ve
tamir olaylarinda, akcigerin biiyime ve gelismesinde, parakrin regiilasyonda goérev
aldiklan da disiiniilmektedir (Junqueira ve Carneiro, 2003).

Bir caligmada akut, kronik hipoksi ve normoksik yeni dogan tavsanlann
akcigerlerinde, pulmoner arterlerde t.media kalinhigt ve 5-HT floresans siddetiyle
NEC sayilan belirlenmigtir. Hipoksik yeni dofan tavsanlarin pulmoner arter
kalinliginin (Heath ve ark., 1990) ve NEC sayilarinin belirgin gekilde yiiksek oldugu
gozlenmigtir (Keith ve arkadaglan, 1981). Havayolu mukozasma yaygin olarak
dagilan aminopeptid treten pulmoner NEC’lerin akciger gelisimi ve pulmoner

vaskiiler direncin diizenlenmesinde 6nemli rol oynadif diigiiniilmektedir.



Aynica kronik hipoksi boyunca pulmoner NEC tarafindan iiretilen pulmoner
vazodilatator etkisi olan CGRP diizeylerinin arthf: gosterilmistir (McBride, 1990;
Ijsselstijn H., 1995). Kronik obstriktif akciger hastalifi (KOAH)'inda da alveolar
hipokst sonucu pulmoner arteriollerin t. media’simin diiz kaslari, nomalde kas
icermeyen distaldeki damarlara dogru yayilir ve t.intimada kalinlagsma olugtugu
goriilir (flhan M.,1998). Bu c¢aligmada, deneysel hipoksi modeli olusturularak,
hipoksiden sonra farkli zaman araliklarinda sakrifiye edilmis veni dog@an si¢anlarin
brong ve brongiyollerindeki pulmoner NEC’in hipoksiye verdifi yanitta kantitatif
olarak ne diizeyde etkilendigini aragtirmayi amagladik.

1.2. Solunum Sistemi Embriyolojisi

1.2.1 Alt Solunum Sistemi Embriyolojisi

Insanda 4. haftanin basinda ilkel farinks tabamimin orta hattinda laringiotrakeal
gukur belirir daha sonra kabararak laringiotrakeal divertikiil’ii olusturur. Bu yap1
splanik mezenkim i¢ine kaudal yonde ilerler ve ug¢ kismi genigleyerek “ akciger
tomurcugunu” olugturur. Divertikiiliin endoderminden larinks, trakea, brong, bronsiyol
ve alveolii dogseyen epiteller ve salgi epitelleri geligir. Bag dokulan, kikirdaklar ve diiz
kaslar ise splanik mezenkimden gelisir. Laringotrakeal divertikilum 6n barsaktan
once trakeobzefagal yank ile daha sonra bu yangin kapanmas: ile olugan
trakeoOzefagal septumla aynli. Bu septum 6n barsag: laringotrakeal tiip olarak
adlandirilan larinks, trakea, brong ve akcigerlerin tomurcugunu olusturacak ventral
boéliim ile 6zefagusu olugturacak dorsal boliim olarak ikiye ayurir.

Trakea’min gelisimi

Trakea’nin epitel ve bezleri endodermden geligirken, kikirdaklar bag dokular:
ve diiz kas yapilan ¢evre splanik mezenkimden geligir.



Bronglarm geligimi

Splanik mezenkimle c¢evrili akcifier tomurcugu 4. haftada iki bronsiyal
tomurcufa aynlir. 5. haftada her brongiyal tomurcuk primer bronglarin
primordiumunu yapmak iizere genigler. 5. haftamn sonunda her primer brong 2 veya
daha fazla brongiyal tomurcufa dallamr. Bunlar sekonder bronglarin
primordiumudur. Sagda superior sekonder brong akcigerin superior lobunu, inferior
sekonder brong ise ikiye dallanarak akcigerin orta ve alt lobunu; solda ise 2 sekonder
brong superior ve inferior loplan olugturur. segmental (tersiyer) bronglar; sekonder
bronglarn 8. hafta sirasinda dallanmalan ile sagda 10, solda 8 veya 9 tane segmental
brong sgekillenir. Brong agaci gelisirken dogumdan 6nce 17 kez dikotomik (ikiye
boliinme) boliinme gergeklegir. Dogumdan sonra 6 béliinme daha olacaktir. Bronglar
geligirken duvarlaninda cevre splanik mezenkimden hiyalin kikirdak plaklan, diz
kaslar, bag dokusu ve kan damarlan gelisir.

1.2.2. Akciger Embriyolojisi

Akciger geligimi dort evreye boliiniir:

. Psodoglandular evre
. Kanalikiiler evre

J Terminal kese evresi
. Alveoler evre

Psidoglandiiler Evre (5 - 17, hafta)

Geligmekte olan akcigerler bu evrede bir olgiide ekzokrin salg: bezlerine
benzerler. 17 haftaya kadar gaz ahigverigivle ilgili olanlar harig, akcigerlerin tiim temel
elemanlan olusur. Fakat solunum miimkiin olmadifindan, bu evrede dofian fetiisler

yasayamaz.



Kanalikiiler Evre (16 - 25, hafta)

Bronglar ve terminal brongiyollerin limenleri geniglemis, akcigerler
damardan zenginlegmistir. Terminal brongiyoller ¢ok sayida respiratuvar
brongiyollere, her respiratuvar brongiyol de 3-6 alveolar kamala dallanir. Bu
kanallarin her biri de terminal kese ya da primitif alveol olarak adlandirilan kiibik
epitelle doseli bir gigkinlikle sonlamr.

Terminal Kese Evresi (24. haftadan doguma kadar)

Bu evrede birgok terminal kese (primitif alveol) geligir. 24-28. haflalar arasinda
terminal kese epiteli ¢ok incelir ve altina kapillerler yerlesir. 24. haftada terminal
keseler, tip 1 pnomositlerle ve pulmoner surfaktam salgilayan tip 2 pnomositlerle
doselidir. 24. haftadan sonra dogan fetuslar yasayabilir. Sufaktan 32. haftada yeterli
diizeye erigir. Alveoller, intrauterin hayatin son 6 haftasi ile dogum sonras: 8. yaga

kadar gelismeye devam eder.

Alveolar Evre (Geg Fetal Evreden Cocnkluga Kadar)

Bu evrenin baglangicinda her alveolar kanal, birbirleri ile gevsek bag dokusu ile
ayrilmig ince duvarh primitif alveollerin olusturdugu bir demetle sonlanir. Doguma
kadar tipik olgun alveoller gekillenmez.

1.2.3. Pulmoner NEC Embriyolojisi

Akciger epiteli ©n barsak epitelinden gelismektedir. Akciger epitelinin
farkhlagmas1 sirasinda olugan ilk hiicre tipi insanlarda ve hayvanlarda pulmoner
NEC olarak tamimlanmig hiicreler olabilir. Biyolojik anlamda pulmoner NEC’in
erken goriilmesi olay1 tam netlife kavugmamaigtir.



Pulmoner NEC immatur hava yolu epitelinden farkhlagir ve vyetigkin
akcigerlerden ¢ok, geg fetal donemde (intra uterin olarak) daha ¢ok sayida gozlenir.

Pulmoner NEC’in proliferasyonu ve diferansiyasyonunun molekiiler
mekanizmalaninin anlagilmas: i¢in heniiz birkag ¢aligma yapilmistir. Pulmoner
NEC’in fetal periyotta gofalmas: merkezden ¢evreye dofiru olmaktadir (Ito, 1999) .

Pulmoner NEC orjini ile ilgili olarak giiniimiizde etkisini koruyan ¢egitli gorisler
vardir. Bunlar; Pearse’ye gore tiim APUD hiicre tiplerinin embriyonik kokeni “néral
krest” tir. Her ne kadar Pearse ve arkadaglan sonradan birkag hiicre tipinin noral krest
ve epiblasttan kdken aldifini soylese de (Pearse ve Takor, 1979), néral krest hipotezi
etkisini hala siirdiirmektedir. Ciinkii DNES’in orjininin, néral krest oldugu hipotezi
¢ok daha ikna edicidir (Andrew ve ark., 1998, Stenberg, 1997; lto ve ark., 1997; Day
ve ark., 2002). Bununla birlikte, immatur fetal epitelinde yapilan invitro ¢aligmalarda
pulmoner NEC'in endodermal orjinli oldugu goriinmektedir (Sidhu G.S., 1979;
Emura ve ark., 1994; Ito ve ark., 1997).

Sternberg’e gore, giiniimiiziin embriyolojik verileriyle NEC’lerin ¢ogunun néral
krest orjinli oldufu goriigi etkisini yitirmigtir. Simdilerde noral krest oldugu
ispatlanan NEC’ler yalmzca sunlara ait olanlardir: Adrenal medulla, ekstra—adrenal
paraganglionlar, myenterik pleksus hiicreleri ve sempatik ganglionlar, tiroid C
hiicreleri. Aym zamanda, yapilan bazi gahigmalar tiroid C hiicrelerinin noral krest
orjinli oldufundan, siiphe duyulmasina sebep olmaktadir. Bununla birlikte solunum
ve sindirim sisteminde bulunan, peptidler ve amin iireten hiicrelerin endodermal
otjinli olabilecegi gosterilmigtir {Sternberg, 1997)

1. 3. Sclunum Sistemi Histolojisi

Akcigerler ile akcigerleri dig ortama baglayan tubiiler yapilardan olugan
solunum sistemi esas fonksiyonlar1 goz 6niine alinarak iki boliime ayrilir:



a) Iletici bélam: Havayr akcier alveollerine kadar ileten bélamdir (burun,
nazofarinks, larinks, trakea, brong ve bronsiyollerden olusur). Iki bolimii baglayan
gegis kismu respiratuar brongiyollerdir. ,

b) Respiratuar boliim: Kan ile hava arasinda gaz ahgveriginin yapildif bolimdiir
(respiratuvar brongiyoller, duktus alveolaris ve alveollerden olusur). Iletici bolim
basit bir hava pasaji degildir, havanin 1sinmasi, nemlendirilmesi, yabanct maddelerden
temizlenmesi (siller, mukus ve lenfositler aracilifiiyla) bu gegis sirasinda yapilir.

Farinks sindirim sisteminin bir bolimiinii olugturur. Larinks ses organint igerir.

Trakea: Trakea larinksin tabanindan iki primer brongun aynldifii noktaya kadar
uzanan, yaklagik 10 ¢m. uzunlugunda ince duvarh bir tiiptir. Trakea tipik solunum
epiteli ile dogelidir. L. propria da 16-20 adet C harfi geklinde hiyalin kikirdak halkas
vardir. Bunlar trakea’nin limenini agik tutmaya yarar. C harfi geklinde hiyalin
kikirdak halkas: birbirine fibroelastik ligament ve diiz kas demeti ile baglamr.

Brong Agaci : Trakea, hilumdan akcigerlere giren iki primer bronga ayrilir. Primer
bronglar akcifere girdikten sonra sag akcigerde Gi¢, sol akcigerde iki bronsa ayrilir.

Bronglar : Her primer brong ikiye aynlarak, 9-12 defa dallamir, boylece her dal ¢ap
yaklagik 5 mm. oluncaya kadar incelir. Bronslarda kikirdaklarin gekli trakea’ya gore
oldukga diizensizlegir. Ancak biiyilk bronglarda kikirdak halkalar liimeni tamamen
cevreler. Brong ¢api azaldikga kikirdak halkalarin yerini izole hiyalin kikirdak plaklari
alir (Sekil 1) Epitelin altinda, brongun 1 propriasinda birbirini caprazlayan spiral diiz
kas demetleri yer alir. Iletici bolimiin duvarindaki diiz kas demetleri, solunum
bolimiine yaklagtikga belirginlegir. Oliimden sonra bu kaslarin kontraksiyonuyla,
kesitlerde brong mukozasi kivrintili gorilmektedir. L. propria elastik liflerden
zengindir, brong limenine agilan ¢ok sayida ser6z ve miikoz bezler vardir. Bronglarin
dallanma noktalarinda ¢ok sayida lenf nodiilleri vardir.



BRONS BRONSIYOL

{ <y
kikirdak plaklar

Sekil 1: Brong ve bronsiyol kesiti (Dr. Samir El-Shafey)

Brongiyoller: Brongiyoller, ¢ap: 5 mm. ya da daha az olan intralobiiler hava yollaridir.
Mukozalarinda kikirdak ya da bez igermezler (Sekil 1). Baslangic segmentlerinde
goblet hiicrelerine rastlamr. Biiyiik brongiyollerde, epitel silyali yalanci ¢ok kath
prizmatiktir. Daha kugtik terminal bronsiyollerde bu epitelin boyu ve karmagiklig
azalir. Silyali tek kath prizmatik veya kibik olur. Terminal brongiyol epiteli aym
zamanda Klara hicreleri de igerir. Bu hiicrelerin silyalart yoktur. Apikal
sitoplazmalarinda  salgr  graniilleri  bulunur.  Brongiyol yiizeyini koruyan
glikozaminoglikanlari salgilarlar. L.propria biyiik oranda diiz kas ve elastik liflerden
yapilmigtir. Brong ve brongiyollerin kas yapisi, vagus siniri ve sempatik sinir
sisteminin kontrolii altindadir. Bronsiyollerde, ayrica NEB denen o6zellesmis bolgeler
bulunur. Bunlar salg: graniilii igeren ve kolinerjik sinir sonlanmalar alan 80-100
hiicreden olusur. Salgilari lokal etki gosterir. Bunlar olasilikla hava yolu igindeki gaz
bilegimineki degisikiklere kargi yamt olusturan kemoreseptorler olabilirler.

Respiratuvar Brongiyoller : Solunum sisteminin iletici bolimi ile solunum bolimi

arasinda gegis bolgesi olan iki yada daha fazla respiratuvar brongiyole ayrilir.



Respiratuvar brongiyol bolimleri silyali kiibik epitel ve klara hiicreleri ile
doselidir, alveollere agilan kisimlari yassi alveol epitel hiicrelerine donistr.
Respiratuvar brongiyol epitelinin altinda diiz kas ve elastik bag dokusu vardir.

Alveoller arasinda, bronsiyol epiteli silyal kiibik epiteldir.

Alveol Kanal : Respiratuvar brongiyoller boyunca distale dogru brongiyol duvarina
agilan alveol sayisi artar ve sonugta duvarda alveolden bagka bir yapt bulunmaz hale
gelir ve tiip artik alveol kanali (duktus alveolaris) adini alir. Alveol kanali ve alveoller
¢ok ince yassi alveol hiicreleriyle doselidir. L .propriada alveollerin kenarlar1 boyunca
diiz kas hiicrelerinden olugan bir ag bulunur. Alveol kanali ve alveoller elastik lif ve
kollajen liflerle desteklenir. Alveol kanallari, alveol keseleri ile iligkili atriyumlara
agilir (Sekil 2). Her atriyumdan iki yada daha fazla alveol kesesi ¢ikar. Atriyumlarin
agizlari, alveol keseleri, alveoller elastik ve retikiler liflerden olusan karmagik bir ag

ile sarihidir. Elastik lifler soluk alma ile alveollerin genisleyebilmesini, soluk verme

sirasinda pasif olarak biiziilmesini saglar.

Sekil 2: Akcigerin iletici hava yollari. En kiigiitk bronsiyollerin (B) devaminda ductus
alveolaris (AD), alveolar keseler (AS)’e agiliyor. Masson trikrom boyama, 10X10
( Dr. Thomas Caceci’nin izniyle).



Alveoller : Respiratuvar brongiyoller, alveol kanallari, alveol keselerinde bulunan
yaklagik 200um. ¢apinda kese seklinde ¢ikintilardir. Brong agacinin son bolimii olan
alveollerde hava ile kan arasinda oksijen ve karbondioksit degisimi gergeklesir. Iki
komsu alveol arasinda interalveolar septum bulunur. Burada kapillerler, fibroblastlar,
elastik ve retikiiler lifler ile makrofajlar bulunan iki ince yassi epitel tabakasindan
olusur. Alveollerdeki hava ile kapiller kani, kan—hava bariyeri ile birbirinden aynlir.
Bu bariyer alveollerin yiizey epiteli ve alveol hiicrelerinin sitoplazmasi, alveol ve
endotel hiicrelerinin bazal laminalari ve endotel hiicrelerinin sitoplazmasindan
olugmustur; bu tabakamin kalinhg 0.1-1.5 pm. arasinda degisir. Interalveolar
septumda baslica beg tip hiicre bulunur: kapiller endotel hiicreleri (%30), tip T alveol
hiicreleri (%8), tip 11 hiicreler (%16), fibroblast ve mast hiicreleri (%36), alveolar
makrofajlar (%10). Kapiller endoteli pencereli degildir ve kesintisiz olarak kapillerleri
doger. Tip 1 hiicreler, ileri derecede incelmig hiicrelerdir. Bu hiicreler alveol yiizeyinin
%97’sini kaplar. Gérevi; gazlarin gegisine uygun minimal kalinlikta bir bariyer
saglamaktir. Tip II hiicreler, alveol yiizeyinin %3’iinii kaplar. Tip I hiicreleri arasina
serpilmis olarak bulunur. Tip T hiicreleri ile aralarinda desmozomlar ve zonula
okludensler vardir. Gorevi; pulmoner siirfaktam olusturmaktir. Pulmoner siirfaktanin
akcigerde birkag onemli islevi vardir. Oncelikle, alveol hiicrelerinin yiizey geriliminin
azaltilmasma yardimecr olur. Yiizey geriliminin azaltilmasimin anlami, alveollerin
havayla dolmasi i¢in daha az solunum giici harcanmasi ve bdylece solunumun
kolaylagtiilmasidir. ~ Stirfaktan olmasaydi alveoller soluk verme sirasinda

kapanirlard:. Siirfaktan tabakasi duragan olmayip siirekli bir doniigiim halindedir.

Solunum (Respiratuvar) Epiteli: Iletici bolimin gogu yeri goblet (kalisiform)
hiicrelerinden zengin psodostratifiye (yalanci gok kath), silli silindirik epitel ile
dogelidir. Brong brongiyollere dallandik¢a psodostratifiye epitel, once basit silindirik
epitele, daha sonra (terminal bronsiyolde) kiibik epitele doner. Brons agacinin en alt
boliimiindeki epitel ise basit yass: tiptedir. Solunum sisteminde direkt hava akim ya
da fizik aginmalarina ugrayan yerlerdeki epitel ise ¢ok kath yassi tiptedir (orofarinks,
epiglottis, korda vokalis). Goblet hiicreleri kiigiik brongiyollerde giderek azalir ve
terminal brongiyolde tamamen kaybolur. Goblet hiicrelerinin kayboldugu halde en

kiigiik brongiyollerde silli epitel bulunmaktadir.



Goblet hiicrelerinin salgiladigi mukus yapigkan oldugundan birgok partikiilleri
ve suda eriyebilen gazlan (siilfat ve ozon gibi) absorbe eder, sil hareketiyle farinkse
yollanarak, farinkste ya yutulur ya da oksiiriik ile digariya atilir. Mukusun temizleyici
roliiniin yani sira, alinan havayr nemlendirme gorevi vardir. Asagidaki gizelgede alt
solunum yollarindaki hiicre tiplerine ait bilgiler (Sternberg, 1997) 6zet olarak

verilmigtir (Cizelge 1).



Cizelge 1: Alt Solunum Yolundaki Hiicre Tipleri *

Hiicre Tipi Ozellikleri Fonksiyonu Yerlesimi | Agiklama
Silli Kiibik silindirik sill Mukus akiginin Brong ve Kronik
bronsiyol epitel hiicreleri proksimal brongiyoller | irritasyon
herbiri apikal yiizde taginimi sonucu
vaklagik 250 adet sil tagir morfolojik
ve her sil yaklagik 6pm anomalilerin
uzunluktadur. gozlenmesi ve
sayisal azalma.
Goblet Silindirik mukus Havayolu Bronglarin | Kronik
salgilayan hiicreler mukusuna proksimalin | havayolu
apikalden salman katkida bulunur. | de daha irritasyonunda
glikoprotein mukus igerir fazla, artous sayida
brongiyoller | bulunur.
de  daha
bl
Bazal Bazal membran boyunca Silli ve goblet Bronglar ve | Yok
yer alan nispeten az hiicrelerin nadiren
sitoplazmali kisa onciilidiir. Brongiyolle
hiicrelerdir. rde bul :
Noroendokrin | Cok sayida yogun 6zlii Spesifik Bronglar ve | Yok
(Kulchitsky nérosekretuvar graniilleri fonksiyonlari nadiren
veya K ile bazal yerlesimli detayh bronsiyoller
hiicreleri) hiicreler; tek veya gruplar | bili kte; de bul
halinde (Néroepitelyal DNES’in bir
cisim) havayollarmn pargasi olarak
gatallanma verlerine yakin | diigiinilmektedir
bulunur.
Klara Ovoid elektron yogun Mukus havuzun | Esas olarak | Yok
graniillii sitoplazmas: katkida bulunmak | brongiyoller
apikalde sigkinlik yapar, ve liimeni saran de bulunur.
silsiz bronsiyol epitel ckstraseliiler
hiicrelerinin gogunlugunu | sivimin
olusturur. devamlihgm
saglamak, diger
bronsial hiicreler
igin progenitor;
siirfaktan
iiretiminde rolii
vardir.
Tip 1 Genis yassi alveolar Gaz degigimi igin | Alveollerde | Yok
Alveolar smirlayict hiiereler alveol | ince kan-hava bulunur.
Pnomosit yiizey alammin %93 iinii gegisini olusturur.
kaplar.
Tip 2 Silindirik alveolar Alveollerin Alveollerde | Kronik hasara
Alveolar smirlayict hiicreler; d Lilig bul yanitta ve
Pnomosit mikrovilluslu yiizey saglar; tip 1 tamir
siirfaktan sentezler ve pndmositler igin olaylarinda
salgilar progenitor rol sayilan artar.
(lameller.inkliizyonlar): oynar.
boliinebilirler.

#(Colby ve ark., 1995; Sternberg, 1997)




1. 4. Solunum Sistemi ve Noroendokrin Hiicreler

1. 4.1, Diffiiz Noroendokrin Sistem (DNES)

Heidenhain adlhi aragtirmaci 1870 yilinda gastrointestinal epitelde kiigiik
granilli  hiicrelerin  bulundugunu gostermistir. Diffuz endokrin epitelyal organ
kavranum ortaya koyan ilk aragtirmaci Friedrich Feyther (1938)’dir. Feyther, bu
hiicreleri seffaf hiicreler (Helle zellen) olarak adlandirmigtir. 1949 yilinda Fréhlich,
1954 yilinda Feyther tarafindan; bu seffaf hiicrelerin akcigerde olanlarinin, arjirofilik
oldugu gosterilmigtir. Akciger endokrin hiicreleri, lokal aktif humoral irtinler
salgilayabilen hiicrelerdir. 1969°da Pearse tarafindan gelistirilmis olan ortak
siniflandirmaya gore “Feyther cells” ve APUD (Amin Prekirsér Uptake ve
Dekarboksilasyon) kavrami onerilmigti. APUD ailesi iginde, hipofizin 6n lobu,
hipotalamus, pinealosit, karotid cisim hiicreleri, tiroid C hiicreleri, akciger ve mide
endokrin hiicreleri, merkel hiicreleri, melanosit, pankreas’in endokrin hiicreleri, timus
ve sempatik sinir hucreleri, adrenal medulla hucreleri bulunur. Gunumizde; bu
endokrin hiicrelerin bazilarinin amin prekiirsorlerini olugturmamasi nedeniyle, APUD
kavrami yerini biyiik oranda, néronlar ve endokrin hiicre karakteristiklerini tagiyan
DNES kavramina birakmugtir (Pearse ve Takor, 1979; Junqueira, Carneiro, 2003).
1970’lerde pulmoner NEC ¢aligmalari; eriskin akcigerlerdeki pulmoner NEC azligi
ve histokimyasal tammlama tekniklerinin yetersizligi nedeniyle ¢ok fazla ilerleme
gostermemigtir. Bununla birlikte 1970 yilinda Lauweryns ve arkadaslari; pulmoner
NEC’in fetal akcigerde bol bulundugunu rapor etmislerdir. 1978’de ise Wharton ve
arkadaglari, immunohistokimyasal metodlarin gelisimi ve gesitli endokrin belirteglere
kargt antikorlarin iretiminin pulmoner NEC’in gosterilmesine olanak sagladigim
rapor etmislerdir. Daha sonra hiicrelerin genel ince yapisal 6zellikleri tanimlanarak;
dekarboksi amin prekiirsorlerini yaptiklar1 ve noronlardaki aktif biyolojik peptidleri
sentezledikleri gosterilmigtir (Ito, 1999).



Farkli dokularda pulmoner NEC’ler, ozdes proteinleri tretebilirler. Or;
somatostatin, bazi  hipotalamik  néronlarda, pankreasm D  hicrelerinde,
bronkopulmoner endokrin hiicrelerde, timik endokrin hiicrelerde ve kalsitonin ile
bereber lokalize oldugu tiroid C hiicrelerinde ve bazi tirogenital endokrin hiicrelerde
bulunur. GRP, 27 aminoasitli Bombesin'in memelilerdeki homologudur; tiroid C
hiicrelerinde, sempatik  ganglionlarin  kugitk  floresan  yogun hiicrelerinde,
gastrointestinal miyenterik pleksusun noral hiicrelerinde ve bronkopulmoner
endokrin hiicrelerde bulunur. NEC’ler, basit bir prekiirsor molekilden farkli ve ayni
proteinleri iiretebilirler. Or. ACTH, biiyiik 6ncii molekiil olan pro-opiomelanocortin
(POMC)'den sentezlenir. Adenohipofizde, POMC islenerek ACTH, B-lipotropin ve
16 KDN-terminal fragmamim olusturur. intermediet lobta ACTH ve B-lipotropin ayr
ayn islenerek a-MSH ve B-endorfin'i olugtururlar. NEC'lerin hormonal gegitliliginin
nedeni, tek bir genden uretilen farkli m-RNA'larin alternatif birlesme yerlerinden
kaynaklamr. Kalsitonin ve CGRP’nin  her ikisi de olgun m-RNA'mn iki farkh
formundan tretilmek igin birlesen primer bir RNA kopyasindan tiretilir. Birden fazla
gen; birbirleriyle yakin iliskili peptitlerin kodlarim igerebilir (Stephan S. Stenberg,
1997). Pulmoner NEC farkhilagmasini, temel noronal helix-loop-helix (bHLH)
transkripsiyon faktoriiniin diizenledigi rapor edilmistir (Borges ve ark., 1997; Ito ve
ark., 2003).

Pulmoner NEC’e uygun gesitli isimler verimigtir. Bu isimlendirmede sunlar
dikkate almmustir: 15tk veya elektron mikroskobik ozellikleri, histokimyasal
ozellikleri, hiicre sayilann ve DNES fonksiyonlari. Endokrin hiicre veya NEC
terimleri yaygin olarak kullamilir (Ito, 1999). Pulmoner NEC kiumeler halinde veya
soliter halde alveolar kanalda, biiyitk bronglarda akciger i¢inde hava yollarinda
dagilmigtir. Kiime halinde bulunan pulmoner NEC’lere farkli zamanlarda cegitli

isimler verilmigtir: Bunlara,

1949 Frohlich 1963 Glorieux tarafindan “korpuskiil”

1964 Shulga tarafindan “adacik reseptérleri”

1972 Lauweryns ve Peuskons tarafindan “néroepitelyal cisimcik (NEB)” olarak
isimlendirildi (Ito T, 1999).



Cegsitli hayvan tirleri ve insanin mevcut hava yollan epitelinde NEC’ler bulunur
ve kimelegerek NEB'leri olusturur. Genel sitokimyasal ozellikleriyle ilgili olarak
arjirofilik sitoplazma florojenik aminleri igerir, kursunlu hematoksilen ile (+) boyanir
ve maskelenmis metakromazi goriilir. Cesitli dokular igine dagilmig APUD hiicreleri
ile boya ozellikleri benzerdir. Insan ve hayvan akcigerlerinin her ikisinde bulunan
serotonine immunoreaktivite gosterir ve insan akcigerinin NEC’leri iginde peptid
hormonlarinin  immunoreaktivitesi daha spesifik hiicre belirtegleri ile teshis
edilmektedir. NEC’in ince yapisal dizeyi sitoplazmalarinda bulunan koyu o6z
granillerle karakterize edilirken bu graniillerde amin-peptit hormonlarinin depo
edildigi kabul edilir. NEB’lerin ayirt edici ozelligi, asetilkolin esteraz ile pozitif
boyanmasi ve yalniz NEC seklinde bulunmamasi, miyelinsiz sinir sonlanmalarinin
graniilli hiicrelerle temas halinde olmasidir. Soliter NEC’ler trakea bronsiyol
epitelinde yayilmaktadir, oysa NEB sadece intrapulmoner hava yollan iginde
bulunur. Postnatal akcigerler i¢inde kiigiikk hava yollarinda soliter NEC ve NEB'ler
birlikte gorilir. Insan akciger gelisiminde NEC ilk olarak gestasyonun 8. haftasinda
gortiliirken, diger tim epitelyal hiicreler hala farklilasmamigtir. Glandular periyodun
sonunda NEC’ler tek tek ve gruplar halinde brongiyal epitelinin uzunlugu boyunca
bulunur. NEC’lerin fonksiyonlari pulmoner vaskiiler veya brongiyal cevabin
norohormonal diizenlenmesi ve NEB’in intrapulmoner hipoksiye kargi kemoreseptor

gorevi gormeleridir (Cutz, 1982).

Lommel ve ark. (1999), 1989-1999 yillan arasinda yaptiklari g¢aligmalarda
pulmoner NEC sisteminde oksijene duyarli kemoreseptérle hava yollarinin biyiime

ve geligiminin diizenlenmesine dikkati gekmistir.

NEC ve NEB’ler bityiik oranda limenle iligkilidir. Parakrin ve kemoreseptor
rolii olan soliter NEC ve NEB’ler (yeni dogan tavsan) respiratuvar yolda goriliir.
Hage (1974) de fare ve domuzda ve tavsan fotuslarinda arjirofilik endokrin hiicreleri
gostermigtir. Hamster, fare ve fotal tavsan akcigerini karsilagtirirsak, bu hiicrelerin
sayilarinin, fetal tavsanda daha ¢ok oldugunu birgok yazar rapor etmistir. Cok sayida

omurgalinin epitelinde soliter NEC ve NEB’ler bulunmaktadir.



Bu kiigiik pulmoner graniillii epitelyal hiicreler morfolojik ve histokimyasal
ozellikleri ile ayirt edicidir. Bu hicrelerin bazilari bombesin, leu-enkefalin,

kalsitonin igin immunoreaktivite gosterir (Dalgik ve arkadaglari, 1994).

Dalgik ve arkadaglari (1994), yeni dogan tavsan akcigerinde NEC’leri
gostermek igin Grimelius’un giimiis nitrat metodu, Azur I ve Metilen mavisi
boyalarindan yararlanmiglardir. Aragtirmacilarin birinci amaci, respiratuvar salg
yapan hiicreleri boyamada kullamlan giimiig nitrat boyama metodlarini gelistirmekti;
ikinci amacimin, NEC veya NEB’leri teshis etmekte kullanilan Azur II ve Toluidin
mavisi ile boyama metodlarimi diizeltmekti; tgiincii amaci ise, yeni dogan
tavganlarda bu hiicreleri incelemekdi. Yine bu galigmada psodostratifiye silindirik
epitelin bazalinde soliter NEC’ler goriilmiig; bu hiicrelerin bazal sitoplazmalarinda
boya birikintilerine sahip oldugu gozlenmistir. Soliter NEC’lerin daha gok arjirofilik
boyamanmaktadir. NEB apeksi ince, bazali genis koniye benzetilmistir; NEB’lerde
hiicrelerin apikal liimen ve bazal membran ile direk iliski iginde bulundugu; Azur II
ve toluidin mavisi ile boyanan yar1 ince kesitlerde NEC’lerin apikal
sitoplazmalarinin vakuollii ve seffaf vezikiillerle dolu oldugu gozlenmistir (Dalgik ve
ark., 1994).

Bagka bir aragtirmada ise kiigiik brong ve brongiyolde birkag piramidal gekilde
soliter NEC’ler limenden uzakta lokalize olmus sekilde goriilmistir, arjirofilik
boyanan goriintiilerde 151k mikroskobu ile NEC’ler kolayca teshis edilmigtir (Becker
ve ark.,1980). Cutz ve ark. (1975), soliter NEC seklini piramide benzetmigler ve basit
silindirik  tip epiteldeki arjirofilik  hiicrelerin  limenle iligkili oldugunu
vurgulamiglardir. Psodostratifiye silli prizmatik  epiteldeki, arjirofilik hiicreler
bazalde lokalizedir. Bazalde lokalize olan hiicrelerin bazal sitoplazmalarinda daha
¢ok giimis tanecikler kiimelenmistir. Bununla birlikte apikal hucrelerdeki gimis
tanecikler apikal sitoplazmada daha ¢oktur. Goniakawska-Witaliska ve ark. (1992),
semenderin akcigerinde soliter NEC’de immunohistokimya yontemi ile serotonin,
met-enkefalin ve leu-enkefalin varhigini gostermistir. Limendeki cevresel
degisiklikler diger baz1 hiicrelere gore endokrin veya parakrin fonksiyonlar: daha gok

etkileyebilir. NEB’lerin morfolojileri bir tat tomurcuguna benzemektedir.
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NEB’lerin hiicreleri igindeki vakuoller iginde noropeptidler bulunur.ve hava
alanlan ile NEB'lerin iligkili oldugu ¢ok sayida arastirma ile rapor edilmistir

(Zaccone, 1989).

Goniakowska-Witalinska ve ark. (1992), kaplan semender akciger NEB’lerinin
kisa mikrovilluslara ve sillere sahip oldugunu gostermistir. Goniakowska-Witalinska
ve Cutz (1990), kurbaga akcigerlerindeki sinir sonlanmalarini gostermiglerdir. NEB ve
soliter NEC’lerin rolii tam anlamiyla bilinmemekle beraber, sitoplazmadaki spesifik
graniilleri, anatomik lokalizasyonu, bu hiicrelerin lokal kimyasal degisikliklere kargt
duyu reseptorii oldugunu gostermektedir ve merkezi sinir sistemi tarafindan idare
edildigi bilinmektedir. Bu hiicrelerin endokrin veya parakrin fonksiyonlan oldugu
bildirilmigtir (Dalgik ve ark_,1994).

Seldeslagh ve Lauweryns (1997), kedilerin akcigerlerinde Noral Hiicre Adhezyon
Molekiilii (NCAM)’in NEB ve noral doku elementleri igin duyarli ve spesifik bir
belirte¢ oldugunu gostermiglerdir. Aragtirmacilar, ard arda gelen seri kesitlerde
NCAM ekspresyonunu Noron Spesifik Enolaz (NSE) ekspresyonu ile
kargilagtirmiglardir. Akcigerlerin geligim siirecinde, pulmoner sinir ve endokrin
sistem arasinda paylagilan NCAM antijenlerinin varligy, erigkin akcigerinde NCAM
proteinlerinin noral doku elementlerine doniigiimii engelleni. NEB ve NEC‘de
ekspresse olan NCAM’deki farkhlik NEB ve sinirler arasindaki kontaklarin

olugumunun NCAM ile iligkili olabilecegi ileri siiriilmiigtiir.

Deneysel hayvan galigmalar kullamlarak kronik hipoksi, toksik maddeler ve
karsinojenler izlenmigtir. Pulmoner NEC’in hastaliklarda ve inflamatuar durumlarda
fonksiyonel goriiniigiiniin degistigi gozlenmistir (Ito, 1999; Cizelge 2). Karsinoid
tomaorler cogu organda goriilmekle birlikte en ¢ok akciger, bronglar ve gastrointestinal
kanalda goriiliir. Karsinoid tiimorler; enterokromaffin ve arjentaffin hiicreler gibi
NEC’lerden koken alirlar. Elektron mikroskopik incelemede hiicreler ¢ok sayida
norosekretuvar graniiller igerirler ki, bu graniillerde ¢ok gesitli hormonlar, biyojenik
aminler, peptidler ve norotransmitterler bulunur. Bu maddeler de gesitli semptomlara

ve endokrin sendromlara yol agabilirler.



Ancak tumorlerin sekretuvar aktiviteleri zaman zaman degisebildigi gibi
metastaz yapmig bir timér de ana hiicreden farkli hormonal aktivite gosterebilir.
Bunun yaninda karsinoidlerin olduk¢a onemli bir kismi peptid yapmayabilir ve
semptom vermeyebilir. Karsinoid timorlerden salgilanan baglica maddeler; serotonin,
ACTH, histamin, dopamin, substans P, nérotensin, prostaglandinler, kallikrein,
substans K (norokinin alfa), noropeptid K, bityiime hormonu (GH), GH releasing
hormon (GHRH), gastrin, kromogranin A ve B, kalsitonin, insiilin, katekolaminler’dir
(Bayram, 2004; Kulke, 1999; Modlin, 1997).



Cizelge 2. insanda neoplastik olmayan akciger hastaliklar ve pulmoner NEC teki degisiklikler (Ito, 1999)
Akciger hastahklar Pulmoner Sorumliu nedenler Yazar (yil)
NEC degisimi
Cocuk Hastaliklart
Hiyalin membran Azalma Hava yolunda hiicre | Johnson ve ark.
hastalig: nekrozu (1982).
Bronkopulmoner Kiigik Kronik hipoksi ve | Johnson ve ark.,
displazi havayollarinda artis aktif rejenerasyon (1982). Cutz ve ark.,
(1984).
Wilson-Mikity Bronsiyoalveolar
sendromu gegiste aris
Asfiksi Artig Hipoksi Gillan ve ark.,
(1986).
Pulmoner hipoplazi Degisken Degisken Ito ve ark. (1987).
Cutz ve ark.. (1995).
Ani 6liim sendromu Brongiyoalveolar Kronik hipoksi Perin ve ark., (1991).
gegiste artis annenin sigara igmesi | Cutz ve ark.. (1996).
ve gelisme gerligi
Eriskin Hastaliklart
Pnomoni Artig Hava yolu hasan Allibone ve Gosney
(1990).
Kronik brongit ve | Arts Kronik hipoksi ve | Gosney ve ark.,
amfizem inflamasyon (1989).
Bronsiyal astim Alveolar kanalda Hava yolu hasan Stanislawski ve ark.,
artiy (1981).
Bronsiektazi Artis Inflamasyon ve lokal | Gould ve ark.,
hipoksi (1983).
Eozinofilik Artig Sigara ve digerleri Aguayo ve ark..
graniiloma (1990).
Pulmoner Artig Hipoksi Gosney , (1989). ﬁ
hipertansivon
Sigara i¢imi Artis Nikotin, Aguayo . (1993).
karsinojenler ve hava
yolu hasan
Akciger fibrozisi Artig veya degisme | inflamasyon ve Tsutsumi ve ark.,
yok rejenerasyon (1983).
Kistik fibrozis Artig Wolf ve ark .(1986).




1.4.2. Pulmoner NEC’lerin Histokimyasal ve Morfolojik Ozellikleri :

H&E ile boyanmig kesitlerinde pulmoner NEC, organ yapisinin diizeni ve
seffaf sitoplazmasi ile tamnir. Bununla birlikte yalnizca H&E boyamalariyla
hiicrelerin noroendokrin karakterlerini tanimlamak olanaksizdir. Ayrnica H&E ile
boyanmis kesitlerde soliter pulmoner NEC’leri teshis etmek ¢ok zordur (Ito, 1999).
Sekresyon durumu ve fiksasyon metoduna bagl olarak sonugta tiriin degismektedir
(Gosney ve Sissons, 1985). Pulmoner NEC teshisinde, immunohistokimyasal
teknikler ve Grimelius giimiig nitrat boyama gibi arjirofilik boyama kullanilmaktadir
(Ito, 1999). Grimelius boyama metodu, yiksek sicaklik ve gimis nitratin yiiksek
konsantrasyonlar ile daha iyi arjirofilik boyamaktadir (Ito ve ark.,1985). Kemirici
akcigerlerindeki pulmoner NEC’lerin gosterilmesi, arjirofilik boyama metodlariyla
olduk¢a basanisizdir. Pulmoner NEC’in fonksiyonel goriiniiglerini, sekretuvar
durumunu, sayilarini ve degisimlerini gormek, agiklamak i¢in immunohistokimyasal
teknikler kullamlmaktadir. Fiksasyon metodlari, boyama metodlari, kullanilan
antikorun orjini ve incelenen hayvan turleri, immunohistokimyasal sonuglari ¢ok
etkilemektedir. Aragtirmalanin ortak amaci, yerinde immunohitokimyasal belirtegler
segmektir. Serotoninin depo halinde bulundugu rapor edilmis, pulmoner NEC
sayllarmin gozlenmesinde serotonin immun boyas: ve florosansa sebep olan
formaldehit kullaniimas: onerilir (Ito , 1999). Fareler i¢in, pulmoner NEC serotonin
immun-reaktivitesi azdir (Ito ve ark., 1999). Pulmoner NEC, CGRP pozitif olup

sulandirilmig supra optimal metodla, immun boyamast yapulir.

Incelenecek olan hayvanlarin ve caligmamin amacina uygun, ayirt edici
ozellikteki antikor segmeye dikkat etmek gerekmektedir. Hiicre ve doku igindeki
spesifik DNA ve RNA genlerinin, morfolojik olarak gosterilmesi, in situ
hibridizasyonla mumkundiir. Pulmoner NEC'in sahip oldugu bombesin/GRP
(Spindel ve ark.,1987), proopiomelanokortin (Texier ve ark., 1991; Wang ve ark.,
1996) bu metodla gosterilmektedir.
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Soliter pulmoner NEC, havayollan epitelinde nadiren goriilmektedir. NEC ve
NEB'lerin temel yapisi birbirine benzemektedir. Pulmoner NEB’ler alveolar kanalda

tip 1 ve tip 2 alveolar hiicreler tarafindan ortiilmektedir (Ito, 1999).

Klara hiicreleri ve pulmoner NEC’in, histogenetik (Linnoila ve ark., 1982) ve
fonksiyonel (Pearsall ve ark., 1985) olarak benzedikleri 6ne siriilmuistir. Pulmoner
NEC’in apikal yiiziinde kuigiik mikrovilluslar bulunur. Pulmoner NEC’in oksijene
duyarhi oldugu bilimekte olup, pulmoner NEC’in oksijene duyarli proteinleri
membran gevresinde immunolokalizedir (Ito, 1999). Pulmoner NEC’in yiizeyinde
bulunan diffiz asit-glikoprotein, rutenyum kirmizisi ile boyanmaktadir. Lektin
sitokimyasi; destekleyici klara hiicreleri ve pulmoner NEC’in hiicre yiizey
membranlarindaki seker kalintilarinin farkh oldugunu gostermistir. pulmoner NEC
yiizeyinin geker yapilar sayesinde; pulmoner NEC’in biyolojik fonksiyonlar tagidig:
ileri strilmektedir. Siki baglantilar, komsu destekleyici klara hiicreleri ve pulmoner
NEC’in apikal hiicre membranlarinda iyi geligmigtir. Bu siki baglantilar, pulmoner
NEC’in limenine ait yiizeyde hiicre membran ozellesmesine katkida bulunur ve
pulmoner NEC’in reseptor fonksiyonunu siirdiirebilir. Kiimelegmis pulmoner
NEC’in diger karakteristik ozellikleri, bir ka¢ miyelinsiz sinir sonlanmalari ile
iliskilidir. innerve olan kimeler NEB olarak adlandinlmistir (Ito ve ark., 1992;
Widdicombe J., 2001). Fetal gelisim periyodunda, kiimelesmis pulmoner NEC
innervasyonu fetal evreye paralel olarak giderek artmaktadir (McDowell ve ark.,
1994). DNES iiyesi olan pulmoner NEC’in sitoplazmasi iginde kii¢iik yogun
graniiller goriilmektedir (Dey ve Hoffpauir, 1986; Wang ve Cutz, 1993). Farelerde
fetal periyotta; havayolu bronglarindaki pulmoner NEC’lerin salgiladigi bombesinin,

akciger geligiminde 6nemli oldugu ileri suriilmektedir (King ve ark., 1995).

Immunositokimyasal galismalar gostermistir ki, gok sayida salg tirtinleri bir tek
graniil iginde paketlenmistir (Dey ve Hoffpauir, 1986, Wang ve Cutz, 1993). Golgi
kompleksi iyi gelismigtir ve yogun graniiller bulunur. Fare akcigerinde, lobar
bronglarda, brons sekillenmesi ile pulmoner NEC artmaktadir. Sigan akcigerlerinde
merkezden gevreye dogru pulmoner NEC artmaktadir. Tavsanlarda geligimin geg

psodoglandular evresinde, biiyiik bronglarda pulmoner NEC’ler goriilmektedir.
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insanda, elektron mikroskobik  immunohistokimyasal caligmalarla,
gestasyonun 8. haftalarinda proksimal bronglarda pulmoner NEC goriildigii
agiklanmistir  (Ito, 1999). Insanda pulmoner NEC serotonin ve NSE
immunoreaktivitesi erken goriilmektedir (Stahlman, Kasselberg,  Orth, Gray,
1985;Cutz ve ark., 1985) ve haftalar sonrasinda ise az miktarda CGRP, bombesin
pozitif hiicreler goriilmektedir (Johnson ve ark, 1988). Immunohistokimyasal
caligmalar gostermistir ki, noroendokrin belirtegler ve sekretuvar uriinleri, ayni

zamanda olugmamaktadir (Ito ve ark.,1999).

Insan ve hayvan akcigerlerinin normal havayolu epiteli igerisinde,
noroendokrin farkhilagma gosteren hiicreler vardir. Bu hicreler néroendokrin
tiimorlerin  sahip oldugu ince yapisal ozelliklere ve immunohistokimyasal
reaktiviteye sahiptir. Epiteli bazi durumlarda, hiperplaziye ugramig hiicreler
kusatmstir (Cutz E, 1997). Yeni dogan, hiperoksik veya hipoksik durumdaki
siganlarin; bronkopulmoner displazisi, (Shenberger J ve ark., 1997), konjenital
diyafragmatik hernisi olanlarinda (Ijsselstijn ve ark.,1997) pulmoner = NEC

hiperplazisi gorulmiistir.

NEC’lerin hem epitelyal hem de endokrin ¢izgi boyunca farklilagma
kapasitesine sahip epitelyal "kok hicre" orijinli olduklart digiiniilmektedir
(Laarhoven ve ark., 1991; Nesland ve ark.,1985). Primer pulmoner hipertansiyon
(Heath ve ark., 1987), kistik fibrozis, astim, eozinofilik graniiloma gibi baz akciger
hastaliklan pulmoner NEC hiperplazisi ile iligkilidir. Bazi durumlarda hiperplazinin
havayolu hastaliklarina sebep oldugu goriilmektedir (Armas ve ark.,1995).

Klasik olarak pulmoner epitelin stem/progenitor hiicrelerinin; proksimal hava
yollarinda bazal ve miikoz hiicreler, bronsiyollerde klara hiicreleri ve alveollerde tip
2 pnomositler oldugu diisiiniilmektir. Son veriler , pulmoner NEB’ler i¢inde uzanan,
klara hiicrelerinin bir varyantt bulundugunu, birgok kok hiicre kriterleriyle
kargilagildigini ve tip 2 pnomositlerin, en azindan iki tipi oldugunun ve bunlardan bir
tipinin hasara daha direngli oldugunu ileri sirmektedir. Bununla beraber pulmoner
kok hiicre biyolojisinin altinda yatan goriig, pulmoner epitelin kandan kaynaklandig:
goriigiidir. (Bishop, 2004)
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Fetusda pulmoner NEC’ler, NEB’ler seklinde innerve olmuslardir. Genel
inancin aksine, ergin olanlarda genelde pulmoner NEC’ler tek tek bulunur.
Kromogranin A, en iyi, immunohistokimya yontemiyle teshis edilir. Yapilan
¢aligmalarla, normal ergin insan akcigerinin epitelyal hiicre dizileri arasinda, kiigiik
ve bilyitk havayollarinin her ikisinde pulmoner NEC’lerin orami %0.41 dir.
Pulmoner NEC’lerin gogalma oranlart bir miktar diger epitelyal hiicrelere benzer
(%1) (Boers ve ark.,1996). Siganlardan hazirlanan major aksiyal hava yolu
preparatlarinda, proksimal hava yollarinda, distal alanlardan daha fazla sayida
pulmoner NEC vardir (Avadhanam ve ark.,1997).

NEB; amin-peptit igeren innerve hiicre kiimelerinin olugturduklar
topluluklardir. Insan ve hayvan havayolu mukozasina bastan basa dagilmistir. Fetal
tavsanlarda, oksijene duyarli mekanizmalarin kegfinden itibaren, pulmoner
NEC’lerin karotid cisme benzer, kemoreseptor fonksiyon gosterdigi bilinmektedir.
Yapisal olarak NEB kemoreseptore benzemektedir ve hipoksiye duyarli havayolu
reseptorii olarak galigirlar. Bu hiicrelerin oksijene duyarlilik mekanizmalar heniiz

bilinmemektedir (Youngson ve ark., 1993).

Keith ve arkadaglart (1981), arjirofil graniiller igeren NEB ve NEC’lerin
sayilarini ayrica formalinin neden oldugu floresans 6zelligini kullanarak serotonin
emisyon yogunlugu ile gostermiglerdir. Grimelius boyasinin serotonin ile iyi
reaksiyon vermedigini, serotonin digindaki komponentlerle daha iyi reaksiyon
verdigini vurgulamiglardir. Bu aragtirmacilar, yaptiklari bir bagka ¢aliymada; akut,
kronik hipoksi ve normoksik yeni dogan tavsanlarin akcigerlerinde, arteriyal medial
kalinligini ve 5-HT floresans siddetiyle NEC sayilarini saptamuglardir. Hipoksik yeni
dogan tavsanlarin; belirgin gekilde artnmug pulmoner arter kalinhgma ve NEC
sayilarina sahip oldugu gorilmistir. Havayolu mukozasina yaygin olarak dagilan
aminopeptid ireten pulmoner NEC’lerin akciger gelisimi ve pulmoner vaskiiler
tonusun regiilasyonunda dnemli bir rol aldig: diigiiniilmektedir. Ayrica kronik hipoksi
boyunca pulmoner NEC tarafindan iretilen pulmoner vazodilator etkisi olan CGRP
diizeylerinin arttifi gosterilmektedir (McBride ve ark., 1990; Ijsselstijn H., 1995).



KOAH’ta alveolar hipoksi gelisimi ile pulmoner arteriollerin medial diiz
kaslari, nomalde kas igermeyen distaldeki damarlara dogru yayilir ve t.intimada
kalinlagsma gorilir ( Ilhan M.,1998)

1.5. Hipoksi

Hipoksi, doku diizeyindeki O eksikligidir. Anoksiden daha dogru bir

terimdir. Ciinki dokularda O, olmamasina pek az rastlanir. Hipoksi 4 tipe ayrilir.

1. Hipoksik hipoksi (anoksik hipoksi): Arter kaninin basiner azalmigtir.

2. Anemik hipoksi : Arteriyal basing normal, fakat O, tastyacak hemoglobinin
miktan azalmigtir.

3. Staz hipoksisi : Dokulara giden kan akimi o kadar azalmigtir ki, basing ve
hemoglobin  konsantrasyonu normal olduklart halde O; dokulara
iletilmemektedir.

4. Histotoksik hipoksi: Dokuya iletilen O, miktar: uygunsa da zehirli cismin

etkisinden dolay1 doku hiicreleri kendilerine gelen O, ’den yararlanamazlar.

1.5.1 Hipoksinin Etkileri

Staz hipoksisinin etkileri, buna maruz kalan dokuya gore degisir. Hipoksik
hipoksi ve hipoksinin diger genellesmis tiplerinde ilk once etkilenen beyindir.
Inspirasyon havasindaki basmncin birdenbire 20 mm Hg nin altina diigmesi, 6rnegin
17000 m. (50000 feet) yiikseklikte ugan bir ugagin kabin basincmin aniden
kaybolmasi, yaklagik olarak 20 sn. de biling kaybina ve 4-5 dk. da 6liime yol agabilir.
Daha az siddette hipoksi alkolin meydana getirdiklerini andiran ¢esitli zihin
bozukluklart dogurur. Bunlar arasinda yarg: zayifhidi, uyuklama , agn duyusunda
azalma, heyecan hali, oryentasyon bozuklugu, zaman duyusunun ortadan kalkmas: ve

bagagrisi sayilabilir.
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Diger belitiler arasinda igtahsizlik, bulanti, kusma, tasikardi hipoksinin giddetli
oldugu durumlarda hipertansiyon goriiliir. Ventilasyon, aort ve karotis kemoreseptor

hiicrelerinin ugradiklari hipoksinin siddet derecesiyle orantilidir.

1.5.2. Hipoksik Hipoksi

Hipoksik hipoksi normal kisilerde biiyiik yiiksekliklerde ortaya gikan bir sorun

oldugu gibi pnémoni ve sik rastlanan bir¢ok hastaligin da bir komplikasyonudur.

1. 5. 3. Hipoksik Hipoksinin Nedenleri

1. Inspirasyon havasindaki basmcin azalmast (yikseklik, O, den fakir gaz
karigimlarinin solunmasi

2. Hipoventilasyon, hava yolu tikanmasi (yabanct cisim vb.), solunum kaslarinin
felci (poliyomyelit), iskeletin bi¢gim bozukluklar1 (kifoskolyoz), solunum
merkezinin depresyonu (morfin,vb.), derin olmayan solunum (ploreziden dolay:
inspirasyonda agr olusu), havayolu direncinde artma (astim, amfizem), biuyik
pnomotoraks.

3. Alveol-kapiler difiizyon bloku. Alveol zarinn toplam yuzolgiminde azalma
(pnémoni, akciger konjestiyonu). Alveol ya da kapiller duvarimin fibrozu
(akciger fibrozu, berilyoz)

4. Anormal ventilasyon-perfiizyon oram  ventilasyon-perfiizyon dengesizligi,
alveollerde normalin tizerinde ventilasyon ve normalin altinda perfiizyon yapan
alanlar (amfizem). Hig ventilasyon yapmayan alveollerin perfizyonu (amfizem,
atelektazi). Ven kaminin arter dolagimina akcigerlere ugramadan shunt (kisa
devre) yapmasi. Or. siyanozlu konjenital kalp hastaliklarinda oldugu gibi
(Ganong, 1996)

25



2. AMAC VE KAPSAM

Memelilerde NEB’lerin sadece akciger igindeki hava yollarinda bulundugu
bildirilmis; dogum sonrasi akcigerlerde kiigiik hava yollarinda NEC ve NEB’lerin
birlikte gorildugii rapor edilmigtir. Sigan akcigerinde NEC’lerin kigik brong ve
brongiyollerde sayica daha fazla olduklarn bildirilmistir (Cutz, 1982). Bununla
beraber hemen hemen ¢ogu omurgali akcigerleri iizerinde yapilan galigmalarin
sonucuna gore, NEB’lerin akcigerler i¢inde daha ¢ok sayida olduklar rapor edilmistir.
Lommel ve Lauweryns (1999), tavsan akcigerlerinde bronsiyal agacin dallanma

bolgelerinde bol miktarda NEB’lere rastlamigtir.

Hiicre hasarinin en yaygin nedenlerinden birinin hipoksi ve serbest radikal hasart
oldugu bilinmekle beraber (Fishback, 1999), akcigerlerin hipoksik hasara karsi beyin
ve diger organlara gore olduk¢a dayamkli oldugu da bir gergektir (Kumar ve ark,
2000). NEC’lerin brongiyal cevabin norohormonal diizenlenmesi ve NEB’in
intrapulmoner hipoksiye kargi kemoreseptor gorevi oldugu bildirilmigtir (Cutz, 1982).
Memelilerde yapilan fizyolojik denemeler, NEB’in hipoksiye (Lauweryns ve Van
Lommel, 1982) ve oksijene duyarh kemoreseptorler oldugunu gostermistir.
Tavsanlarda fotal donemin aksine, eriskin akcigerinde NEC’lerin az olmasindan
dolay: gosterilmesinin oldukga zor oldugu bildirilmistir (Gray ve Stahlman, 1984).
Yeni dogan insan akcigerinde de parakrin salg1 yapan hiicreler oldugu agiklanmisgtir
(Stahlman, Grey, Kasselberg, 1985). Pulmoner NEC ilk olarak tanimlandigindan beri
bir kemoreseptor fonksiyon gordiigii bilinmektedir. Innerve olan hiicre kiimeleri,
hipoksi durumunda, azalan oksijen miktarina cevap olarak pulmoner fonksiyonlari
diizenlerler (Gosney J. R., 1993). Amacimiz, deneysel olarak bir saatlik hipoksiye
maruz birakilmig yeni dogan hayvanlarin akcigerlerinde DNES’e ait pulmoner
NEC’leri hipoksiden sonraki farkli zaman araliklarinda (hipoksiden sonra 1-2-3-4-24
saat ve 21.giinlerde) histokimyasal tekniklerle, 151k mikroskobunda sayisal olarak

incelemekdi.
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3. GEREC VE YONTEM

Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Tip Arastirma Boliimiinde,

“Hayvansal Arastirmalar Etik Kurulu”ndan onay alinmistir.

3.1. Deney Hayvanlan: Bu galismada Kocaeli Universitesi Tip Fakiltesi Deneysel
Tip ve Aragtirma Biriminden saglanan Sprague-Dawley cinsi siganlar ¢alisma grubu
(H1s, H2s, H3s, H4s, H24s, H21giin sonrasinda)’nda 15 sigan ve kontrol grubunda 2
sigan olmak tizere toplam 17 adet yavru si¢an kullanildi. Kontrol grubu ve hipoksiden
1, 2, 3, 4, 24 saat sonra ¢aliyma grubundaki siganlarin yaglan 1 hafta; hipoksiden 21
giin sonraki grup 4 haftalik idi.

Grup 1: Kontrol Grubu: Bu gruptaki (n=2) bir haftalik hayvanlara higbir cerrahi iglem
uygulanmadi. Hipoksi grubundaki hayvanlar gibi laboratuar ¢aligmalar: yapildi.

Grup 2: Hipoksi Deney Grubu : Caligmada Murasato (1998) ve Yamamoto (2000)’ya
dayanan hipoksi modeli uygulandi. Bu modele gore hayvanlar 1 saat siireyle %8
oksijen ve % 92 azot kanigimini soluyacaklari 400 ml. hacimde cam kaplara konuldu.
Bu siire iginde hipotermiye girmeleri 6nlendi (Murasato ve ark. 1998; Yammoto ve
ark., 2000). Modelin olusturulmasinin ardindan 1.saatte, 5 sigan; 2., 3., 4., 24.
saatlerde ve 21. ginlerde ikiser sican sakrifiye edildi ve akcigerleri ¢ikanldi, doku
takipleri yapildi.

3.2. Laboratuvar Cahsmalar: Hipoksinin deney grubuna uygulamasindan sonra,
tiim hayvanlar ketamin anestezisi altinda uyutularak, akcigerleri ¢ikarildi. Cikarilan
akciger dokulan fiksasyon igin % 4 Paraformaldehid soliisyonu igerisine konuldu.
Fikse edilen dokular bilinen histolojik doku takip islemlerinden gegirildikten sonra
parafin bloklara gomiildii. Leica marka mikrotom ile S pm kalmliginda kesitler alind1.
H&E, Solcia’min maskelenmis metakromazisi, Tripas (Hotchkiss’in Periodic-Acid-
Schiff-Orange-G) ve Grimelius’un giimiigleme yontemleri ile boyandi (John D.
Bancroft. 2002).
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3.3. Istk Mikroskobik Ol¢iimler ve Sayimlar:

Incelemeler, seri olarak alinmus akciger kesitlerinde, Di Fiore (2001)’nin
Histoloji Atlasi ve Deney Hayvanlari (Nuri ve Sibel Yavru, 1996) sigan akciger
anatomisi kitabi referans alinarak yapildi. Sayimlar, mikrometrik okiiler yardimiyla
hesaplanan goriintii alaninda (0.0255 mm?) semi-kantitatif olarak yapildi (Kon ve ark_,
1998; Manesse ve ark., 1998).

Mikroskobik goériintii alani:
S=JL* r=0.09mm. olarak 6lgiildii ve
$=3.1416 . (0.09)> S=0.0255 mm’ olarak hesaplandi.

Sayimlar, tim gruplara ait 17 sigana ait kesitlerde her iki akciger lobunda 100X
objektif ile mikrometrik okiiler yardimiyla hesaplanan bir goriintii alaninda (0.0255
mm?®)’de yapildi. Bir gorinti alaminda 0.0255 mm® olmak izere bronglarda 11
goriintii alaninda toplam 0.28 mm? ve bronsiyollerde 2 goriintii alaninda toplam 0.051

mm? lik alanda yapildi.

3.4. Istatistiki Degerlendirmeler:
Pulmoner NEC sayilan ile ilgili olarak “Mann-Whitney-U testi” ile kontrol ve

deney gruplan arasinda istatistiki olarak anlaml bir farklihk olup olmadig: hesapland:
(p<0,05).
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4. BULGULAR

4.1. Kontrol grubu (L.Grup) Bulgulari: Akcigerlerde digtan i¢e dogru yapilan
mikroskobik incemelerde, en dista ince bag dokusu ve tek kath yassi mezotel
hiicrelerinden olugan "visseral pleura" gorildii. Kiigiik biyiitmeli objektifle
incelendiginde, bal petegi gorunumiinde alveoluslar, brons ve bronsiyol kesitlerine
rastlandi (Sekil 3). Brong ve biiyiik brongiyollerde mukozanin respiratuvar tipte, yani
"silli yalanci ¢ok katl prizmatik epitel” ile doseli oldugu gozlendi. H&E ile boyanan
kesitlerde epitelin altinda soluk renkli gevsek bag dokusu lamina propria igerisinde
bag dokusu hiicreleri ve kan damarlarnt izlendi (Sekil 4a). Brons duvarinda 1.
propriamin altindaki diiz kas liflerinin post mortem kontraksiyonlari ve fiksasyon
sonucu mukoza kivrimhi bir gériniimde izlendi (Sekil 3a). Brons duvarinda sayis
biyiikten kiigiige dogru azalan hiyalin kikirdak plaklar, H&E ile seffaf mavimtrak
renkte ve Solcia metodu ile metakromatik mor renkte boyand: (Sekil 3b). Brong
duvarinda onlara eglik eden adventisya’da pulmoner arter ve pulmoner venlere
rastland: (Sekil 3a). Biiyiik bronsiyollerde respiratuvar epitelin yiiksekligi, bronglara
gore daha algakti (Sekil 4a, b). H&E ile silli, goblet ve klara hiicreleri kolaylikla ayirt
edildi (Sekil 4a); daha gok soluk sitoplazmaly, iri nukleuslu silli hiicreler gozlendi; tek
kath prizmatik epitel ile dogeli olan terminal brongiyolden respiratuvar brongiyole
gecen boyuna kesitlerde sillerin de kayboldugu gozlendi. Respiratuvar bronsiyol
epiteli "tek kath kiibik" idi ve duvarinda yer yer alveoller goriildii (Sekil 3). PAS ile
goblet hiicreleri belirgin sekilde izlendi (Sekil 4b) ve bronglardan bronsiyollere dogru
sayisi azalmigti. PAS ile klara hiicrelerinin apikal sitoplazmasindaki salg graniilleri
de (+) reaksiyon verdi; ayrica epitelin bazalinde yer yer tiggenimsi alanlarda PAS ile
boyanma izlendi, bu alanlarin kapal: tip pulmoner NEC’ler olabilecegi diisiiniildii.
Interstisyumda (Sekil 4c) ve alveol limenine gegen (Sekil 4d) hareketli makrofajlara
da rastlandi. Brong, brongiyol ve alveol duvarinda izlenen DNES’e ait pulmoner
NEC’ler Solcia’nin maskelenmis metakromazisi ile zor ayurt edildi. (Sekil 4e); Oysa
Grimelius’un gimiigleme yontemi ile pulmoner NEC’ler kahverengi-siyah renkte
daha kolay ayirt edildi (Sekil 4f, g). Grimelius’un giimugsleme yontemi ile sayilan,
ortalama DNES hiicreleri bronglarda 1+1.15 ve bronsgiyollerde 1.56+0.89 olarak
hesapland: (Cizelge 3).
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4.2. Hipoksi Deney Grubu Bulgulan

4. 2. 1. Hipoksiden 1 saat sonra (2.grup): Brong ve bronsiyole ait respiratuvar epitel
farkli boyalarla normal histolojik goriinimde izlendi (Sekil 5a, b, ¢); H&E ve Tripas
yontemi yontemi ile klara hiicreleri karakteristik siskin apikal sitoplazmalanyla ayirt
edildi (Sekil 5a, c); goblet hiicreleri ise PAS ile kolayca demonstre edildi (Sekil 5b).
Solcia yontemiyle DNES hiicreleri koyu mavi-mor renkte maskelenmis metakromatik
reaksiyon verdi (Sekil 5d). Grimelius’un gumigleme yontemi ile DNES’e ait
pulmoner NEC’ ler brong ve brongiyollerde kahverengi-siyah renkte demonstre edildi
(Sekil Se, f). DNES, brong epitelinde soliter NEC seklinde ($ekil Se) ve bronsiyol
epitelinde daha ziyade NEB seklinde (Sekil 5f) izlendi. Ortalama DNES hiicre sayisi,
bronglarda 0.30+0.93 ve bronsiyollerde 2.15+4.02 olarak hesapland: (Cizelge 3).

Bu grupta brong ve brongiyole ait ortalama DNES hiicre sayisi, kontrol
grubuna gore istatistiki olarak anlamli derecede farkli bulundu; Mann-Whithney U
testiyle bu grupta DNES hiicre sayisinda, kontrol grubuna gore bronglarda anlaml:
olarak diisme (p<0.003) ve bronsiyollerde ise anlamh sekilde yikselme (p<0.030)
oldugu hesapland: (Sekil 6,7).

4. 2. 2. Hipoksiden 2 saat sonra (3.grup): Brong ve brongiyole ait respiratuvar
epitelin farkl boyalarla normal histolojik goriinime sahip oldugu gozlendi (Sekil 8a,
b);

H&E ile silli hiicreler, goblet ve klara hiicreleri kolaylikla ayirt edildi (Sekil
8a). PAS ile goblet hiicreleri daha belirgin sekilde izlendi (Sekil 8b). Brongiyol
epitelinde azalan goblet hiicrelerinin yerine klara hiicrelerinin devam ettigi ve apikal
sitoplazmalarinin PAS (+) reaksiyon verdigi goriildii. DNES’e ait pulmoner NEC’ler
Solcia ile maskelenmis metakromatik koyu mavi-mor renkte reaksiyon verdigi
gozlendi (Sekil 8c). Grimelius’un giimiigleme yontemi ile DNES’e ait pulmoner
NEC’ler kahverengi-siyah renkte demonstre edildi (Sekil 8d, e); ortalama DNES
hiicre sayisi, bronglarda 3.00£4.99 ve bronsiyollerde 5.38+3.86 olarak hesapland:

(Cizelge 3).
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Bu grupta brong ve bronsiyole ait ortalama DNES hiicre sayisinda, kontrol
grubuna gore yikselme gozlendi, bununla beraber Mann-Whithney U testiyle
bronglardaki artis (p<0.89) istatistiki olarak anlamli olmayip bronsiyollerde ise
anlamli derecede artig (p<0.00) oldugu bulundu (Sekil 6, 7).

4. 2. 3. Hipoksiden 3 saat sonra (4.grup): Brons ve brongiyole ait respiratuvar
epitelin farkli boyalarla normal histolojik goriinimde gozlendi (Sekil 9a, b); H&E ile
silli hiicreler, goblet ve klara hiicreleri kolaylhikla ayirt edildi (Sekil 9a). PAS ile
goblet hiicreleri daha belirgin sekilde izlendi (Sekil 9b). Solcia ile DNES’e ait
pulmoner NEC’ler de net bir metakromatik reaksiyon gozlenemedi (Sekil 9c).
Grimelius’un giimiisleme yontemi ile DNES’e ait pulmoner NEC’ler kahverengi-
siyah renkte demonstre edildi (Sekil 9d, e); ortalama DNES hiicre sayisi, bronglarda
0.88+1.14 ve bronsiyollerde 2.50+3.61 olarak hesapland: (Cizelge 3).

Bu grupta, bronsiyole ait ortalama DNES hiicre sayisinda, kontrol grubuna
gore bir miktar yitkselme gozlendi; bununla beraber brons (p<0.78) ve bronsiyole
(p<0.40) ait ortalama DNES hiicre sayisinda, Mann-Whithney U testiyle kontrol
grubuna gore istatistiki olarak anlaml: bir farkhilik saptanmadi (Sekil 6, 7).

4. 2. 4. Hipoksiden 4 saat sonra (5.grup): Brong ve brongiyole ait respiratuvar
epitelin farkli boyalarla normal histolojik gorinimde gozlendi (Sekil 10a, b); H&E
ile silli hiicreler, goblet ve klara hiicreleri kolaylikla ayirt edildi (Sekil 10a). PAS ile
goblet hiicreleri daha belirgin sekilde izlendi (Sekil 10b). Silli hiicreler; soluk
sitoplazmasi ve iri nukleuslaniyla, PAS (+) boyanmig goblet hiicreleri arasinda
kolayca segiliyordu. Solcia ile DNES’e ait pulmoner NEC’ler de net bir
metakromatik reaksiyon gozlenemedi. (Sekil 10c). Grimelius’un giimiigleme yontemi
ile DNES’e ait pulmoner NEC’ler kahverengimsi renkte demonstre edildi (Sekil 10d,
e); ortalama DNES hiicre sayisi, bronglarda 0.75+1.12 ve bronsiyollerde 3.44+3.89
olarak hesapland: (Cizelge 3).
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Bu grupta, brongiyole ait ortalama DNES hiicre sayisinda, kontrol grubuna
gore bir miktar yitkkselme gozlendi; bununla beraber brong (p<0.56) ve bronsiyole
(p<0.89) ait ortalama DNES hiicre sayisinda, Mann-Whithney U testiyle kontrol
grubuna gore istatistiki olarak anlamli bir farklilik saptanmadi (Sekil 6, 7)

4. 2. 5. Hipoksiden 24 saat sonra (6.grup): Brons ve bronsiyole ait respiratuvar
epitelin farkli boyalarla normal histolojik goriiniimde gozlendi (Sekil 11a, b); H&E ile
silli hiicreler, goblet ve klara hiicreleri kolaylikla ayirt edildi (Sekil 11a). PAS ile
goblet hiicreleri ve klara hiicrelerinin apikali belirgin sekilde izlendi (Sekil 11b).
Grimelius’un gimiisleme yontemi ile DNES’e ait pulmoner NEC ler kahverengi-
siyah renkte demonstre edildi (Sekil 11c, d); DNES brons epitelinde soliter NEC
seklinde (Sekil 11c) ve brongiyol epitelinde NEB seklinde (Sekil 11d) goriildi.
Ortalama DNES hiicre sayisi, bronglarda 00.00+00.00 ve bronsiyollerde 2.75+1.29
olarak hesapland: (Cizelge 3).

Bu grupta, kontrol grubuna gore ortalama DNES hiicre sayisi bronglarda bir
miktar digme (p<0.015) ve bronsiyolde bir miktar yiikselme saptandi (p<0.007),
bununla beraber Mann-Whithney U testiyle bu farklilik istatistiki olarak anlamli
bulunmadi (Sekil 6,7).

4. 2. 6. Hipoksiden 21 giin sonra (7.grup): Brons ve brongiyole ait respiratuvar
epitelin farklt boyalarla normal histolojik gorinimde gozlendi (Sekil 12a, b); H&E ile
silli, goblet ve klara hiicreleri kolaylikla ayirt edildi (Sekil 12a). Silli hiicreler soluk
renkli sitoplazma ve iri nukleuslariyla dikkati ¢ekiyordu. Bronglarda PAS ile goblet
hiicreleri daha belirgin gekilde izlendi (Sekil 12b). Grimelius’un giimiigleme yontemi
ile DNES’e ait pulmoner NEC ler kahverengi-siyah renkte demonstre edildi (Sekil
12¢, d); DNES, brong (Sekil 12c) ve brongiyol (Sekil 12d) epitelinde NEB geklinde
izlendi. Ortalama DNES hucre sayisi, bronglarda 0.25+1.00 ve bronsiyollerde
2.13+1.85 olarak hesapland: (Cizelge 3).
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Bu grupta, kontrol grubuna goére ortama DNES hiicre sayisinda bronglarda
hafifge diisme (p<0.051), bronsiyollerde ise hafifce yikselme (p<0.49) gozlendi;
bununla beraber Mann-Whithney U testiyle kontrol grubuna gore istatistiki olarak
anlamli bir farklilik saptanmadi (Sekil 6,7).

Cizelge 3: Kontrol ve hipoksi gruplarinda ortalama DNES hiicre sayilan ve
standart sapmalar:

Gruplar Ortalama DNES Hiicre sayisi + SD

Brong Bronsiyol
Kontrol (1.grup)  (N=16)

11,155 1,56 + 0,892
HIS (2gmup) (N=40)

0,30+ 0,939 * 2154003 **
H2S (3.gmup) (N=16)

3,00 + 4,993 538 + 3802 **
H3S (4grup) (N=16)

0,88 + 1,147 2,50+3,615
H4S (S.gup) (N=16)

0,75+ 1,125 3,44 + 3 898
H24S (6.grup)  (N=16)

0,00 + 0,000 2,751,291
H2IG (7grup)  (N=16) | 0,25+ 1,000 213 +1.857

* : Kontrol grubun gore istatiksel olarak anlamli azalma vardr.
** . Kontrol grubun gore istatiksel olarak anlamli artig vardir (p<0.05).
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Sekil 3a: Yeni dogan (1 hf’lik) sigan akcigerinin genel goriiniimii. Pulmoner
arter (a), pulmoner ven (v),respiratuvar bronsiyol (r), kiigiik brong (b), pleura
(p). 10X4. HXE.

Sekil 3b:Yeni dogan (1 hf’lik) sigan akcigerinin genel goriniimii. 10X4. Solcia.
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Sekil 4a: Kontrol grubu yeni dogan (1hflik) siganda brongiyol duvarinda

respiratuvar epitelde yer alan silli (mavi ok), goblet (mor ok) ve klara (kirmizi
ok) hiicreleri goriiliiyor. 10X100.H&E.

Sekil 4b: Kontrol grubu yeni dogan (1hf’lik) siganda brong duvarinda
respiratuvar epitelde PAS (+) boyanmig goblet hiicreleri (ok)goruliiyor. 10X100.
PAS.
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Sekil 4c: Kontrol grubu yeni dogan (1hf’lik) siganda alveol duvarinda
magenta renkli graniilli hiicreler (ok) ve alveoller (a) goriliyor. 10X100.

Tripas.

Sekil 4d: Kontrol grubu yeni dogan (1hf’lik) siganda alveol liimeninde makrofaj
(ok) goriliiyor. 10X100. Tripas.
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Sekil 4e: Kontrol grubu yeni dogan (1hf'lik) siganda brongiyol duvarinda
respiratuvar epitelde DNES hiicreleri (ok) goriliyor. 10X100. Solcia.

Sekil 4f: Kontrol grubu yeni dogan (1hf’lik) siganda brong duvarinda
respiratuvar epitelde yer alan DNES (ok) hiicreleri goriiliiyor. 10X100.

Grimelius’un giimiglemesi.
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Sekil 4g: Kontrol grubu yeni dogan (1hf'lik) siganda brongiyol duvarinda
respiratuvar epitelde yer alan DNES (ok) hiicreleri goriiliiyor. 10X100.

Grimelius’un gimiiglemesi.
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Sekil 5a: Hipoksiden 1 saat sonra yeni dogan (1hf’lik) siganda brongiyol
duvarinda respiratuvar epitelde yer alan goblet (mavi ok) ve klara (kirmizi ok)
hiicreleri goriiliiyor. 10X100. H&E.

“‘. ’“w S "LAQ{' ‘:ﬁ";’ s i ‘W\e Y
Sekil 5b: Hipoksiden 1 saat sonra yeni dogan (1hf’lik) sigan brong respiratuvar
epitelinde yer alan PAS (+) boyanmig goblet hiicreleri (ok) goriliyor. 10X100.
PAS.
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Sekil Sc: Hipoksiden 1 saat sonra yeni dogan (1hflik) sigan brongiyol

respiratuvar epitelinde klara hiicreleri (ok) ve alveoller (a) goriiliyor. 10X100.

Tripas.

Sekil 5d: Hipoksiden 1 saat sonra yeni dogan (1hf’lik) siganda brongiyol
respiratuvar epitelinde yer alan DNES hiicreleri (ok)goruliiyor. 10X100. Solcia.
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Sekil Se: Hipoksiden 1 saat sonra yeni dogan (1hf’lik) sigan brong
respiratuvar epitelinde DNES (ok) hicreleri goruliyor. 10X100.

Grimelius’un gimiislemesi.

Sekil Sf: Hipoksiden 1 saat sonra yeni dogan (1hf’lik) sigan brongiyol
respiratuvar epitelinde DNES hiicreleri (NEB) goriliiyor (ok). 10X100.

Grimelius’un giimiiglemesi.
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BRONS (DNES hlcre sayis)
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Sekil 6: Kontrol ve hipoksi gruplarinda brongda DNES hiicre sayist ve standart
sapmalari
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Sekil 7: Kontrol ve hipoksi gruplarinda, brongiyolde ortalama DNES hiicre sayisi ve
standart sapmalari
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Sekil 8a: Hipoksiden 2 saat sonra yeni dogan (1hflik) siganda brong
duvarinda respiratuvar epitelde yer alan silli (kirmiz1 ok), goblet (mavi ok) ve
klara (yesil ok) hiicreleri goriiliyor. 10X100. H&E.

Sekil 8b: Hipoksiden 2 saat sonra yeni dogan (l1hf’lik) siganda bronsiyol

respiratuvar epitelinde PAS (+) boyanmis goblet hicreleri (mavi ok) ve klara
hiicreleri ( yegil ok) goriiliiyor. 10X100. PAS.



k
Sekil 8c: Hipoksiden 2 saat sonra yeni dogan (1hf’lik) sicanda brongiyol
respiratuvar epitelinde DNES huicreleri (ok) goriiliiyor. 10X100. Solcia.

Sekil 8d: Hipoksiden 2 saat sonra yeni dogan (1hfhik) siganda brong

respiratuvar epitelinde DNES hiicreleri (ok) goriliiyor. 10X100. Grimelius’un

giimiiglemesi.
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Sekil 8e: Hipoksiden 2 saat sonra yeni dogan (1hf’lik) sicanda bronsiyol
respiratuvar epitelinde DNES hiicreleri (ok) goriiliyor. 10X100. Grimelius’un

glimiiglemesi.
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Sekil 9a: Hipoksiden 3 saat sonra yeni dogan (1hf’lik) sicanda bronsiyol

respiratuvar epitelinde yer alan silli (mavi ok), goblet (yesil ok) ve klara
(kirmizi ok) hiicreleri goriiliiyor. 10X100. H&E.

Sekil 9b: Hipoksiden 3 saat sonra yeni dogan (lhf’lik) sicanda brong

respiratuvar epitelinde PAS (+) boyanmis goblet (ok) hiicreleri gortliyor.
10X100. PAS.

47



Sekil 9c: Hipoksiden 3 saat sonra yeni dogan (1hf’lik) sicanda bronsiyol
respiratuvar epitelinde DNES hiicreleri (ok) goriiliiyor. 10X100. Solcia

Sekil 9d: Hipoksiden 3 saat sonra yeni dogan (1hf’lik) sicanda brong

respiratuvar epitelinde DNES hiicreler NEB (ok) goriiliiyor. 10X100.

Grimelius’un gimislemesi.
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Sekil 9e: Hipoksiden 3 saat sonra yeni dogan (1hf’lik) siganda bronsiyol
respiratuvar  epitelinde DNES hiicreleri (ok) goriliyor. 10X100.
Grimelius’un giimiglemesi.
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Sekil 10a: Hipoksiden 4 saat sonra yeni dogan (1hf'lik) siganda brong
respiratuvar epiteli goriliiyor. 10X100.H&E.

Sekil  10b: Hipoksiden 4 saat sonra yeni dogan (1hf’lik) siganda brong
respiratuvar epitelinde PAS (+) goblet hiicreleri (ok) goriliyor. 10X100. PAS.
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Sekil 10c: Hipoksiden 4 saat sonra yeni dogan (1hf’lik) siganda brongiyol
epiteli ve alveoller (a) gorililyor. 10X100. Solcia

Sekil 10d: Hipoksiden 4 saat sonra yeni dogan (1hf’lik) siganda brong
respiratuvar epitelinde DNES (ok) hucreleri goruliiyor. 10X100. Grimelius’un

giimiiglemesi.
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Sekil 10e: Hipoksiden 4 saat sonra yeni dogan (1hf’lik) siganda bronsiyol
respiratuvar epitelinde DNES (ok) hiicreleri goriiliyor. 10X100. Grimelius’un

giimiiglemesi.
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Sekil 11a: Hipoksiden 24 saat sonra yeni dogan (1hf'lik) siganda brong respiratuvar
epiteli. 10X100.H&E.

Sekil 11b: Hipoksiden 24 saat sonra yeni dogan (1hf’lik) siganda brong
respiratuvar epitelinde PAS (+) goblet hiicreleri (ok) goriilityor. 10X100.
PAS.
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Sekil 1lc: Hipoksiden 24 saat sonra yeni dogan (1hf’lik) siganda brong
respiratuvar epitelinde DNES (ok) hiicreleri goriiliiyor. 10X100. Grimelius’un

giimiiglemesi.

Sekil 11d: Hipoksiden 24 saat sonra yeni dogan (1hf’lik) siganda brongiyol

respiratuvar epitelinde DNES (ok) hucreleri goriiliyor. 10X100. Grimelius’un

giimiiglemesi.

54



Sekil 12a: Hipoksiden 21 giin sonra yeni dogan (8hf'lik) sicanda brong
respiratuvar epitelinde silli (kirmizi ok), goblet (mavi ok) hiicreleri goriiliiyor.
10X100.H&E.

Sekil 12b: Hipoksiden 21giin sonra yeni dogan (8hf’lik) siganda brong
respiratuvar epitelinde PAS (+) boyanmis goblet (ok) hiicreleri goruliiyor.
10X100. PAS.
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Sekil 12¢: Hipoksiden 2lgin sonra yeni dogan (8hflik) siganda brong
respiratuvar epitelinde DNES (ok) hiicreleri goriliyor. 10X100. Grimelius’un

Sekil 12d: Hipoksiden 21giin sonra yeni dogan (8hf’lik) sicanda bronsiyol
respiratuvar epitelinde DNES (ok) hiicreleri goriiliiyor. 10X100. Grimelius’un

giimiiglemesi.
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5. TARTISMA

Akcigerlerin asil fonksiyonu solunum olmakla beraber endokrin salgilar
aracilif ile metabolik olaylarda rolleri oldugu anlagilmistir. Kan basincinin
ayarlanmasinda gorevi olan Anjiotensin II'nin, akciger kapiller endotelinden salinan
“anjiyotensin donugtiricii enzim (ACE)” ile Anjiotensin I'den sentezlenmesi en

garpici ornektir.

NEC’lerin genel sitokimyasal ozellikleriyle ilgili olarak arjirofilik sitoplazma
florojenik aminleri icerir, kursunlu hematoksilen ile (+) boyanir ve maskelenmis
metakromazi goriliir. Arjirofilik boyanma reaksiyonu NEC’ler igin iyi bir
belirleyicidir. Becker ve ark. (1980), caligmalarinda kigiik brons ve bronsiyolde
limenden uzakta birkag piramidal gekilde soliter NEC gormigler ve arjirofilik
boyanan goruntilerde 151k mikroskobu ile NEC’leri kolayca teshis etmislerdir. Biz de
uyguladigimiz Grimelius’un giimiiglemesiyle arjirofilik pulmoner NEC ve pulmoner
NEB’leri gosterdik; bu hiicrelerde Solcia’min  maskelenmis metakromatik
reaksiyonunu gordiikk. Bu boyamada mast hiicrelerinin ve kikirdak matriksinin

metakromatik boyanma 6zelligi dlgii alind.

Cutz ve ark. (1975), soliter NEC seklini piramide benzetmigler ve basit
prizmatik epiteldeki arjirofilik hiicrelerin limenle iligkili oldugunu vurgulamslardir.
Psodostratifiye silli prizmatik epiteldeki, arjirofilik hiicreler bazalde lokalizedir.
Bazalde lokalize olan hiicrelerin bazal sitoplazmalarinda daha ¢ok giimiis tanecikler
kiimelenmigtir. NEB’lerin morfolojileri bir tat tomurcuguna benzemektedir.
NEB’lerin  hiicreleri igindeki vakuollerde noropeptidler bulunur. Limendeki
gevresel degigiklikler, diger bazi hiicrelere gore, endokrin veya parakrin
fonksiyonlar1 daha ¢ok etkileyebilir.

Dalgik ve arkadaglan (1994) yeni dogan tavsan akcigerinde noroendokrin

hiicreleri gostermek igin Grimelius’un gimiig nitrat metodu, Azur II ve Metilen

mavisi boyalanindan yararlanmiglardir.
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Psoudostratifiye silli prizmatik epitelin bazalinde soliter NEC’ler goriilmiig; bu
hiicrelerin bazal sitoplazmalarinda boya birikintilerine sahip oldugu gozlenmistir.
Soliter NEC’lerin ise daha ¢ok arjirofilik boyamaya sahip oldugu gozlenmigtir. NEB
apeksi ince, bazali genig koniye benzetilmistir; NEB’leri olusturan hiicrelerin apikal
limen ve bazal membran ile direk iligki iginde bulundugu gozlenmigti. NEC ve
NEB’lerin tarif edilen morfolojik ozellikleri bizim kesitlerimizdekilerle
benzemektedir.Biz de oval, iiggen ve piramidal bigimli pulmoner NEC’leri
gozlemledik. Agik ve kapali tipte arjirofilik boyanmig NEC’leri ayirt ettik. Genellikle
oval ve tiggen bi¢imli olan pulmoner NEC’leri, kapali tipte ve piramidal bi¢imli

olanlan ise agik tipte gozledik.

Fetal pulmoner NEC’leri ayirt etmekte kullanilan diger bir metod PAS
reaksiyonu olup bazi epitelyal hiicreler i¢inde bol bulunan glikojenin pulmoner
NEC’de de bulundugu bildirilmigtir (Sorokin ve ark.,1982). Biz de brong ve
bronsiyol epitelinde goblet hiicrelerinin apikal sitoplazmasini, bronsiyollerde klara
hiicrelerininin apikalindeki salg: granillerini PAS (+) boyanmug olarak gozledik.
Bronsiyollerde bulunan silindirik bi¢imli klara hiicrelerininin apikali yuvarlaktir ve
limene dogru ¢ikint: yapar; hiicrenin apikal yoniinde gok sayida kisa mikrovilluslar
oldugu, apikal sitoplazmada notral glikoproteinleri igeren sekresyon graniilleri ve
bazal sitoplazmada organellerin yer aldig: bildirilmigtir. Sekresyon graniilleri,
guanylin denilen su ve elektrolit transportunun kontroliinii saglayan bir peptit
igermektedir (Fawcet ve Jensh, 2002). Ayrica bu sekresyon graniillerinin sitokrom p
450 bagimli hidroksilasyon reaksiyonlariyla ksenobiyotik mekanizmalarda rol
oynadigi bilinmektedir. Klara hiicrelerinin gorevi, igerdigi enzimler sayesinde
solunum yollarina giren yabanci maddelerin detoksifikasyonunu saglamaktir (ilhan,
1998). Bu hiicrelerin siirfaktan olugumunda katkisi olan bir salg iirettigi ve rezerv
hiicreler olarak da iglev gordigi dusinilmigtir. Yani boliinebilirler, faklilagabilirler
ve hasar goren diger hiicre tiplerinin yerini alabilirler (Young ve Heath, 2000)

Bundan bagka solunum epitelinin bazalinde yer yer iiggenimsi PAS (+)

boyanmug alanlar izledik; bu alanlarin kapal: tip pulmoner NEC oldugu diisiiniildi.
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Syrian golden hamsterlerinin normal erken gelisimleri boyunca fetal
akcigerlerinin olgunlagmis epitelyal hicreleri bol glikojen igerdigi bidirilmistir
(McDowell ve ark., 1985; Sarikas ve ark., 1985; McDowell ve ark., 1990; Ito ve
Kanisawa, 1990).

Fetal akcigerlerin geligiminde glikojenezisin, epitelyal farklilagma ve
olgunlagma ile ilgili oldugu ileri siralmistir (Ito, Noguchi, Udaka, Kitamura, Satoh,
1999).

Hotchkiss (1948)’in Tripas (Periodic acid-schiff orange G) yontemi
hipofizdeki NEC’lerin gosterilmesinde kullanilmaktadir. Bu boyama yontemiyle
bazofil hiicreler magenta (eflatun) renkli, asidofil hiicreler sari ve kromofoblar soluk
mavi-yesil boyanmaktadir (Bancroft, 2002). Bu boyama yontemiyle PULMONER
NEC’lerin ayirt edilemedigi gozlendi ancak alveol duvarinda magenta renkli granilli
hiicreler goriildi. Bu hiicrelerin benzerleri alveol liimeninde izlendi ve bu hiicrelerin

fagositik makrofajlar oldugu anlagild:.

Silli hiicreler iri nitkleuslu ve soluk boyanan sitoplazmaya sahip silindirik
hiicrelerdir. H&E, PAS, Tripas, ve Solcia yontemiyle boyanmig kesitlerimizde,
apikal sitoplazmadaki siller tiim gruplarda agikga gozlendi. Goblet hiicreleri, mukus
icerifiine gore daha yogun boyanma gosterir (Young ve Heath, 2000). H&E, PAS,
Tripas, ve Solcia ile goblet hiicreleri, silli hiicrelerden daha yogun boyandi ve
nitkleuslan sili hiicrelerin nitkleuslarindan daha kiigiik ve daha bazalde yerlesimliydi.
Xue ve arkadaglann (1996), in vivo g¢aligmalarda bNOS ve iNOS ‘un bronsiyal
epitelde  eksprese oldufunu ve lokalize oldugunu rapor etmiglerdir.
Immunohistokimyasal ~ ve  elektron  mikroskobik  galigmalarla  eNOS
immunoreaktivitesinin silli epitelde bulundugu dogrulanmmg ve sillerin bazal
mikrotiibiilleriyle  iligkili oldugu gosterilmigtir. ~ Silsiz  hiicrelerde  eNOS
immunoreaktivitesi gozlenmemigtir. Tip 2 pnomositlerde de GER ve serbest
ribozomlarda iligkili olarak eNOS immunoreaktivitesi igermektedir. Bununla

beraber akcigerlerde makrofajlar eNOS immunoreaktivitesinden yoksundur.
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Aragtirmacilar, eNOS’un postnatal siganlarda brongiyal silli epitelin sillere ait
mikrotiibullerin bazal membranindaki lokalizasyonunun sillerin fonksiyonuyla
iligkili olabilecegini bildirmiglerdir (Xue, 1996).

Epitelin altinda L. propria’da yer alan mast hiicreleri Solcia metoduyla
metakromazi 6zelliginden dolay: kolayca eflatun rengiyle ayirt edildi. Mast hiicre
graniillerinin histamin ve heparin  glikoproteini igermektedir. Metakromatik

reaksiyondan sorumlu olan heparindeki silfath glikozaminoglikandir.

Omurgahilarin akcigerlerinde pulmoner NEC’lerin morfolojisi gibi dagiliminin
da farkli oldugu anlasilmigtir. Pulmoner NEC’ler, solunum epitelindeki dagilimina
gore tiirler arasinda farkhi ozelliklere sahip oldugu bildirilmigti. Memelilerde
NEB’lerin sadece intra pulmoner hava yollar i¢inde bulundugu bildirilmig; postnatal
akcigerler iginde kiigiik hava yollarinda yalniz NEC ve NEB’lerin birlikte goriildugu
rapor edilmistir. insan, maymun, kedi, kopek, kobay ve hamster’lerde NEC’lerin
genellikle ekstrapulmoner hava yollarinda yer aldig, intapulmoner hava yollarnda
ise daha az oldugu bildirilmistir; NEB’lerin ise ozellikle intrapulmoner hava
yollaninda bulundugu bildirilmigtir Sigan akcigerinde NEC’lerin kiigiikk brong ve
brongiyollerde sayica daha fazla olduklart bildirilmistir (Cutz, 1982). Bununla
beraber hemen hemen gogu omurgali akcigerleri lizerinde yapilan galiymalarin
sonucuna gore, NEB’lerin akcigerler igin daha ¢ok sayida olduklann ve solunum
agacimin dallanma bolgelerinde yer aldiklart rapor edilmisti. Van Lommel ve
Lauweryns (1999), tavsan akcigerlerinde bu dallanma bolgelerinde bol miktarda
NEB’lere rastlamigtir. Benzer bulgular, at, kedi, kopek, hamster, sican ve fare

akcigerlerinde de vardir.

Stahlman, Grey, Kasselberg (1985), yeni dogan insan akcigerinde parakrin salg:
yapan hucreler oldugunu agiklamigtir. Ergin tavsan akcigerinde, fetal tavsan
akcigerinin aksine NEC’lerin az olmasindan dolayr gosterilmesinin oldukga zor
oldugu bildirilmigtir (Gray ve Stahlman, 1984).
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Bagka bir kaynakta ise pulmoner NEC’lerin ergin insanda, bronglarda ve
nadiren brongiyollerde bulundugu bildirilmis; spesifik fonksiyonlart detayli
bilinmedigi igin artig veya azalmasiyla ilgili yorum yapilmamigtir (Colby ve ark.,
1995; Sternberg, 1997). Diger bir kaynakta bu hiicrelerle az ¢aligildig1 ve uriinlerinin
iyi bilinmedigi ifade edilmistir (Fawcet ve Jensh, 2002).

Yine bu konuyla ilgili olarak diger bir kaynakta ise, amin ve peptid igeren
norosekretuvar graniillere sahip, tggen sekilli pulmoner NEC (Kulchitsky
hiicreleri)’nin bazal hiicreler gibi kisa boylu olup liimene kadar ulagamadiklari, bazal
membranda yer aldiklar: ve erigkin insanda, orta biiyiikliikteki bronslarda daha gok
gorildigi bildirilmistir (ilhan , 1998).

Biz de yeni dogan 1 haftalik ve 4 haftalik siganlarda brong ve brongiyollerde
NEC ve NEB’lere, ama daha g¢ok kuigik hava yollarinda ozellikle bronsiyollerde
NEB’lere rastladik. Bizim ¢aligmamizda, bir saat hipoksi uygulanan yeni dogan
siganlarda bronglara ait pulmoner NEC, uygulamadan 1 saat sonraki grupta, kontrol
grubuna gore anlamh olarak azalmigtir; 2-3-4-24 saat ve 21 giin sonra istatistiki olarak
anlamli bir sayisal degisiklik gostermemistir. Buna kargin bir saat hipoksi uygulanan
yeni dogan siganlarda brongiyollere ait pulmoner NEC sayisi, uygulamadan 1 ve 2
saat sonraki grupta, kontrol grubuna gore anlamh olarak artmugtir; 3-4-24 saat ve 21
giin sonra istatistiki olarak anlamh bir sayisal degisiklik gostermemigtir. Bu durum
hipoksi sonrasi akut etkilerin gézlenmesi seklinde yorumlanabilir. Deney grubunda
hipoksiden 1 saat sonra pulmoner NEC’ler bronglarda azalirken, brongiyollerde
artarak hipoksiye kargi akut olarak reaksiyon vermis olabilir. Yani pulmoner NEC’ler
hava yollarinda distale dogru sayisim artirmugtir. Ito (1999)’nun makalesinde,
gocuklarda kronik hipoksi ve aktif rejenerasyon gibi etkenlerle olusan
bronkopulmoner displazide pulmoner NEC’lerin kiigiik hava yollarinda artig
gosterdigi, yine hipoksi nedeniyle olusan asfikside pulmoner NEC’lerde artis oldugu;
kronik hipoksi ve annenin sigara igmesi ve gelisme geriligi ile olugan ani 6lim
sendromunda brongiyoalveolar gegiste pulmoner NEC sayisinda artig oldugu rapor

edilmigtir.
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Hiicre hasarinin en yaygin nedenlerinden birinin hipokisi ve serbest radikal
hasari1 oldugu bilinmektedir (Fishback, 1999). Keith ve arkadaglan (1981),
galigmalarinda akut ve kronik hipoksi ve normoksik yeni dogan tavsanlarin
akcigerlerinde, arteriyal medial kalinlik ve 5-HT floresans siddetiyle NEC sayilarini
saptamglardir. Hipoksik yeni dogan tavsanlarin pulmoner arter kalinliginin ve NEC

sayilarinin belirgin sekilde yitksek oldugu goriilmusgtir.

Biz pulmoner arter kalinhigim 6lgmedik, fakat hipoksik yeni dogan akcigerinde
NEC sayisindaki artig bizim bulgularimiz ve incelemelerimizle parelellik

gostermektedir.

Hernandez-Vasquez’in g¢aligmalaninda, Feyrter (APUD) hiicre sayilarinin
hipoksik tavsanlarda, normoksik tavsanlara gére anlamli bir sekilde azaldig ifade
edilmigtir (Hernandez-Vasquez, 1977, Hernandez-Vasquez, 1978). Nitekim bizim
¢aligmamizda da hipoksiden 1 saat sonra siganlarda, biiyiik hava yollarinda pulmoner
NEC’ler azalmigtir. Sigan akcigerinde pulmoner NEC’lerin merkezden gevreye
dogru arttig: ifade edilmistir (Ito, 1999). Bu bulgumuz Ito’nun ifadesiyle uyumludur.

Akut hipoksi, NEB’in intra korpuskiiler sinir sonlanmalarinda epitelyal yogun
vezikiillerin ekzositozunu uyarmaktadir. Bu olay, sinir sonlanmalarindaki sinaptik
aktivitenin anlamli olarak artigi sonucu, sinaptik vezikiillerin tilkenmesi geklinde

gergeklesir (Lauveryns, 1982)

NEC’lerin  fonksiyonlari pulmoner vaskiller veya brongiyal cevabin
norohormonal diizenlenmesi ve NEB’in intra pulmoner hipoksiye kargi kemoreseptor
gorevi oldugu bildirilmigtir (Cutz, 1982). Memelilerin iizerinde yapilan fizyolojik
denemeler NEB’in hipoksiye duyarl oldugunu (Lauweryns ve Van Lommel, 1986)
ve oksijene duyarli kemoreseptorler oldugunu one siirmiiglerdir. Pulmoner NEC ilk
olarak tammlandigindan beri bir kemoreseptdr fonksiyon gordugii bilinmektedir.
inerve olan hiicre kiimeleri, hipoksi durumunda, azalan oksijen miktarma cevap
olarak pulmoner fonksiyonlarnim diizenlerler (Gosney J. R., 1993).
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Goniakowska-Witalinska ve arkadaglan (1992), Tiger salamander denilen
kurbaga akciger NEB’lerinin kisa mikrovilluslara ve sillere sahip oldugunu
belirlemiglerdir. Goniakowska-Witalinska ve Cutz (1990), kurbaga akcigerlerindeki
sinir sonlanmalarini gostermiglerdir. NEB ve soliter NEC’lerin rolii tam anlamiyla
bilinmemekle beraber, sitoplazmadaki spesifik graniilleri, anatomik lokalizasyonu, bu
hiicrelerin  lokal kimyasal degisikliklere karst duyu reseptori oldugunu

gostermektedir ve merkezi sinir sistemi tarafindan idare edildigi bilinmektedir.

Solunum yollan epitelinde, diiz kasta ve damarlarda substans P gibi tagikininleri
iceren sinir uglann  dagiir. Bu sinir  uglanindan  salinan  tasikininler
bronkokonstriksiyona, agiri sekresyona ve kapiller gerginligini artirarak o bolgede
6dem olugumuna yol agarlar. Bunlar norojenik inflamasyon belirtileridir. Normalde
epitel hiicrelerinde bulunan notral endopeptidaz (NEP) ve ACE, saliverilen
tasikininleri pargalayarak  koruyucu bir gorev ustlenmislerdir. Epitel harabiyeti
durumlarinda, viral enfeksiyonlarda, sigara dumam ve toluen diiosiyanat gibi
kimyasal maddelerle NEP ve ACE aktivitesinin azaltildigi durumlarda “ nérojenik
iltihabi olay” ortaya gikar.

Bir ¢ok caligmada, akcigerlerde pulmoner NEC’lerin rolii tam olarak ortaya
konulamamugtir. Cogu aragtirmact (Goniakawska-Witaliska , 1997; Reynold ve ark.,
2000), pulmoner NEC’lerin akcigerlerin biyolojisinde parakrin/endokrin yolla
onemli rol oynadi bildirilmigtir. Bununla beraber, pulmoner NEC’lerin biyolojik
fonksiyonlarnim tammlamak igin gerekli ultrastriiktiiel ozellikler kadar, fizyolojik
ozellikleri de aragtiran daha fazla deneysel kanita ihtiyag vardir.

Van Lommel ve ark. (1999), aragtirmalan sonucunda pulmoner NEC sisteminde
oksijene duyarlt kemoreseptorle, lokal ve refleks aracih diizenleyici fonksiyonlar
olduguna dikkati g¢ekmistir. Onemlerinden dolayr one ¢ikan bulgular arasinda
hipoksik ve non-hipoksik uyarilarin etkisi de yer almistir. Pulmoner DNES’deki noral
komponentin duyusal olduguna dair kamtlar, hiicre farkhilagmasim saglamasina dair
deneysel kamtlar ve pulmoner NEC deki membranda spesifik oksijen reseptoriinin

bulunusu 6nemle belirtilmistir.
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Van Lommel’in yaptigi diger bir caligmaya gore; fetal ve yeni dogan
akcigerinde bulunan pulmoner NEC ve pulmoner NEB’lerin hipoksiye duyarl
kemoreseptor ve havayolu gelisiminin diizenleyicileri olarak en 6nemli yere sahip
olduklar1 digiiniilmektedir (Lommel, 2001). Bilindigi gibi havayollarinda pek ¢ok
reseptor bulunur. Trakea ve bronglarda bulunan reseptorlerden bir tanesi de NEB
olarak kabul edilmektedir(Widdicombe, 2001). Giniimiizde arttk pulmoner
NEB’lerin kemoreseptor oldugu bilinmektedir (Adriaensen, 2003).

NEC ve NEB’lerin genellikle merkezi bir limen etrafinda yer almig olmalar,
iletici yoldan giren ve ¢ikan havayi en hizli olarak algilayabilmeleri ve iglevlerini
yerine getirebilmeleriyle ilgili olabilecegi, yani sensor gibi ig gordiikleri sdylenebilir
(Neuhuber, 2003).

Akcigerler, diger organlara gore hipoksik zarara karyi oldukga dayamkh
olduklarindan (Kumar ve ark., 2000), istk mikroskobik diizeyde yaptigimiz
incelemelerde, solunum epitelinde yer alan diger hiicrelerde dikkati geken onemli bir
degisiklik saptanamadi. Bununla beraber pulmoner NEC’lerin hipoksiye karsi da
kemoreseptor ozellikleri nedeniyle, ozellikle brongiyollerde hipoksi sonrasi akut

donemlerde (hipoksi sonrasi 1 ve 2. saatlerde), sayisal artig bulundu.

Pulmoner NEC’lerin gorevleri, solunum yolu diiz kasinin tonisinii
diizenlemek, akciger kan dolagimini kontrol etmek ve akcigerlerin metabolik
fonksiyonlarim gergeklestirmektir. Epitel hiicreleri tarafindan sentezlenen NO’nun
yiiksek konsantrasyonlarda antibakteriyel ve antiviral etkisi vardir. Mukosiliyer
transport mekanizmasinin galigmasinda NO’nun rolii oldugu gosterilmigtir Mukus
icerisinde antiproteaz ve elastaz spesifik inhibitor vardir. Mukusun bu aktivitesi,
epiteli proteaz salgilayan bakterilere kargi korur. Ayrica mukus igerisinde defensinler
ve baktenesinler gibi antibakteriyel etkili peptidler vardir. Tim bu maddelerin
antimikrobik etkisi ile mukus, solunum yollani enfeksiyonlarina karsi korumaya

galigir (Kumar ve ark., 2000).



Solunum yolu epitelinin diger onemli gorevi de, |. propriadaki diiz kas
hiicrelerinin salgiladigi endojen maddelerle gevseterek solunum yollarimi agik
tutmaktir. Soluk havasiyla igeri giren irritan ve bronkokonstriktér maddelerin
solunum yollarin: daraltict etkilerine epitelden salgilanan bronkodilatér maddelerle
kargi koymaya gahgir. Epitel kokenli diiz kas gevsetici faktorler, prostaglandin, NO
gibi solunum yollart diiz kasimt gevseten maddelerin saliverdigi biliniyor. Bu ve
bilinen bronkodilator maddelerin antagonistleri ile yapilan ¢aligmalar, heniiz
bilinmeyen epitel kokenli faktorlerin de var olduklarini gostermistir. Bronsiyol
astimda girilen bronkokonstriksiyonda oteki etkenler yaminda “epitel kokenli diz
kas gevsetici faktérler” salinmasindaki azalmamn da rolii oldugu bilinmektedir
(ilhan, 1998; Kumar ve ark., 2000).

Pulmoner NEC graniillerinin igerdigi serotonin, bombesin, kalsitonin ve leu-
enkefalin gibi peptit hormonlanimn brons, bronsiyol ve kan damarlarinin
duvarlarindaki diiz kaslarin tonusunu diizenledigi diigiiniilmektedir (Young ve Heath,
2000). Bu sinyal molekiiller, solunum yollarindaki sinir uglar1 ve onlara komgu
hiicreleri etkiler, bu gekilde mukus salgilanmas: ve sillerin hareketlerini diizenlemeye
yardim eder. Hava yolu duvanndaki diiz kas hiicrelerinin kasilmasi ve diger
fonksiyonlar1 etkiler (Alberts ve ark., 2001). Dolayisiyla hipoksi uygulanan
siganlarin brongiyollerinde pulmoner NEC hiicre sayisinin artig1 bu mekanizmalarin

igletilmesiyle ilgili oldugu soylenebilir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

H&E, PAS ve Tripas boyalaniyla boyanan kesitlerimizde pulmoner NEC’ler
ayirt edilememistir. H&E ile akcigerlerin genel morfolojisi gozlenmistir. PAS ile
bronglarda goblet hiicreleri ve brongiyollerde klara hiicreleri (+) reaksiyon vermigtir.
Tripas pulmoner NEC’leri gosterebilir mi digiincesi ile uygulanmigtir fakat bu boya
ile H&E gibi genel morfoloji ayirt edilebilmistir.

Solcia’nmin  maskelenmis metakromazi metoduyla, DNES’e ait pulmoner
NEC’lerin koyu mavi-mor renkte reaksiyon verdigi gozlenmistir; ancak Grimelius’a
gore bu metodla pulmoner NEC ve pulmoner NEB’leri ayirt etmek daha zor
olmugtur.

Kontrol grubunun ve hipoksi sonrasi farkli zamanlarda sakrifiye edilmis,
hipoksi deney grubunun akciger kesitlerinde, Grimelius’un giimiigleme yontemiyle
soliter ve gruplar pulmoner NEC’ler net bir sekilde gosterilmigtir. Bu yontemle
boyanmig kesitlerde DNES’e ait pulmoner NEC’ler sayildi, ortalamalan alindi
(cizelge 10).

Grimelius’'un giimiigleme yontemi ile yeni dogan 1 haftalik ve 4 haftalik
siganlarda brong ve bronsiyollerde NEC ve NEB’lere gozlemledik. Daha ¢ok kuigik
hava yollarinda, ozellikle brongiyollerde NEB’lere rastladik. Bir saat hipoksi
uygulanan yeni dogan siganlarda bronglara ait NEC sayisi, hipoksi uygulanmasindan
1 saat sonraki deney grubunda, kontrol grubuna gore anlamli olarak azalmistir;
kontrol grubuna gore hipoksiden sonra 2-3-4-24 saat ve 21 giin deney gruplarinda
pulmoner NEC sayisi, istatistiki olarak anlamli bir sayisal degigiklik gostermemigtir
(Sekil 3). Buna kargin bronsiyollere ait NEC sayist, hipoksiden 1 ve 2 saat sonraki
deney grubunda, kontrol grubuna gére anlamli olarak artmugtir; 3-4-24 saat ve 21 giin
sonra istatistiki olarak anlamli bir sayisal degisiklik gostermemistir (Sekil 4). Bu
durum hipoksi sonrasi akut etkilerin gozlenmesi seklinde yorumlanmustir. Yani
hipoksiden 1 saat sonra deney grubunda pulmoner NEC’ler bronglarda azalirken,
brongiyollerde artarak kemoreseptor fonksiyon gostermis oldugu diigiiniilmigtir.
Daha sonraki gegen siirelerde pulmoner NEC’lerin sayisi, kontrol grubu ile
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gostermemigtir.
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