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OZET
Bacillus anthracis LETAL FAKTORUNUN FETUS, YENIDOGAN VE ERISKIN
SIGANLARDA KARACIGER, AKCIiGER VE KALP UZERIiNE ETKILERINiN ISIK VE
ELEKTRON MiKROSKOBiK DUZEYLERDE VE MORFOMETRiIK YONTEMLERLE
iNCELENMES:i

Sarbon hastalidinin etkeni olan B.anthracis etkili bir biyolojik silah olmasi
yonuyle bilimsel gundemdeki yerini korumaktadir. Biyolojik silahlar konusunda
gunimuzde gelinen noktada ise artik; ajanlarin kendileri degil; toksik trtnleri éldtirmek
ya da zarar vermek uUzere kullaniimaktadir. Letal faktor ile protektif antijenin
birlesmesiyle olusan letal toksin B.anthracis'in élduricl etkisinden sorumludur. Bu
calismada letal faktoriin protektif antijenle birlesmeden, tek basina da dokular tzerinde
etkili olup olamayacagi arastirildi.

Bu amacgla deneklere LF ya da bi-distile suyun intra-peritoneal olarak
uygulanmasindan 24 saat sonra, post-natal ddnemdeki yavru ve erigkin si¢canlardan ve
ayrica pre-natal donemdeki sican embriyo ve fetlslerinden elde edilen karaciger,
akciger ve kalp ornekleri 1s1k ve elektron mikroskobu altinda incelendi. Ayrica ilgili
organlarda, embriyolarda ve fetlslerde (embriyo ve fetlslerin toplam hacimleri)
Cavalieri prensibi kullanilarak stereolojik hacim degerlendirmesi yapildi.

LF uygulamasini takiben karaciger, akciger ve kalpte yaygin vaskuler hasar ve
bu vaskuler hasarin yol agtigi hipoksiden kaynaklanan patolojik degisimlerin ortaya
ciktigi  goéraldd.  Ayrica  morfometrik  degerlendirmenin  sonuglarina  gére LF
uygulamasindan sonra hem organlarin hem de embriyo ve fetlslerin hacmi degismisti.

Bu calismadan elde edilen bulgulara gore LF tek basina da LT igin bildirilen
toksik etkiyi gosterebilmekte ve patolojik degisimlere neden olabilmektedir. Bdylece
calismadan elde ettigimiz birgogu ilk defa dile getirilen bulgularimizin literattire dnemili
katki saglayacagini distinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Sarbon, Letal toksin, Letal Faktor, Histopatoloji, Stereoloji



ABSTRACT
EFFECTS of Bacillus anthracis LETHAL FACTOR on LIVER, LUNG and
HEART of FOETUS, NEWBORN and ADULT RATS: LIGHT and ELECTRON
MICROSCOPICAL, and STEREOLOGICAL STUDY

B.anthracis that is causative agent of anthrax, occupied scientific topics due to
their role in bioterrorism. Today in this point; no longer, toxic components were used as
biological weapon instead itself. Lethal toxin consists of lethal factor (LF) and protective
antigen and it is responsible for lethality of B.anthracis. In this study, we investigated
that lethal factor is efficient or not on biological tissues without protective antigen or not.

For this aim, LF or bi-distilled water intraperitoneally injected to rats. After 24
hours, liver, lung and heart samples were removed from adult, litter, embryos and
foetuses of rats. All samples were examined under light and electron microscope. Also
volumetric values of interesting organs, embryos and foetuses (total volume of
embryos or foetuses) were estimated with Cavalieri principle.

Following LF application, common vascular injuries were found in liver, lung and
heart of rats belong to experimental group. These vascular injuries caused to hypoxia
and pathological changes. Also, according to our morphometrical results; both volumes
of organs and volumes of embryo and foetuses were changed.

Finally, our results suggested that LF is effective even if it is alone; and it leads
to pathological changes in this situation. So, we believe that our findings provide
important contributions to literature.

Key Words: Anthrax, Lethal Toxin, Lethal Factor, Histopathology, Stereology



GIRIS:

Sarbon (antraks), Bacillus anthracis (B. anthracis)in sebep oldugu bir
enfeksiyon hastaligidir. Geyik, sigir, koyun gibi otoburlar etkene en fazla duyarl iken,
et oburlar antrax basiline duyarl degildirler. insanlar duyarlilikta et oburlar ile ot oburlar
arasinda yer alir. Sarbon basili, insanlara derideki acik bir yaradan, solunum ya da
sindirim yolundan bulasarak enfeksiyona yol acabilen sporlar olusturabilmektedir.
Sarbon, en eski caglardan beri bilinen bir enfeksiyon hastaligi olmasina karsin;
hastaligin 6zellikle ilerlemis oldugu durumlarda tedavi edilemeyigi ve dolayisiyla
6lumcul olmasinin yanisira ¢agimizda biyolojik silah olarak kullanilabilme olasihidinin

bulunmasi da bu konudaki ¢alismalari hala glincel kilmaktadir.

Sarbon etkeni olan Bacillus anthracis toksin sentezini kodlayan 110
kilodaltonluk POX1 ile, kapsll olusumunu kodlayan 60 kilodaltonluk POX2 olarak
adlandinilan iki plazmide sahiptir. Bunlar bakterinin virulansini géstermektedir. Bakteri
plazmidlerini kaybettigi zaman patojenitesini de kaybetmektedir. Bakterinin toksinleri
protein yapisinda olup Ug¢ bilesenden olusmaktadir. Bu bilesenler koruyucu antijen, letal
faktor ve ddem faktoridar. Bu faktorlerin ikili ya da Ugli kombinasyonlar halinde

patolojik etki gosterdigi bilinmektedir.

Sunulan galigsmada literatur bilgisinden farkli olarak, sarbon (anthrax) basilinin
urettigi toksik komponentlerden biri olan letal faktorin diger komponentlerden bagimsiz
olarak tek basina patolojik etki gosterip goésteremeyecegi arastirildi. Bu dogrultuda
calismanin amaci, B. anthracis letal toksininin sican fetls, yenidogan ve erigkin

dokulari Uzerine olasi etkilerinin 11k ve elektron mikroskobik seviyede belirlenmesidir.



GENEL BILGILER
2.1. Sarbon Nedir?

Sarbon; ¢omak bicimli, spor olusturabilen ve gram-pozitif bir bakteri olan
Bacillus anthracis’in neden oldugu akut bir enfeksiyondur. Sarbon kelimesi Turkgeye
Fransizca kokenli charbon (kdmir) kelimesinden geg¢mistir. Bunun nedeni ise sarbon
hastaligina neden olan mikrobun temasla gecen tiiriinde deride kara lekeler meydana

gelmesidir’.

2.2, Sarbonun Tarihgesi:

Sarbon; insanlik tarihi boyunca bilinen en eski hastaliklardan biridir. Eski
Misirlilardan kalma yazitlarda ve milattan dnce 27-28. Ylzyillarda yasamis olan
Romalilara ait oldugu bilinen belgelerde bu hastaigin adina rastlanmistir®.
Ondokuzuncu yuzyila gelindiginde Robert Koch and Louis Pasteur’iin yaptiklari sarbon
hastaligina iliskin sistematik calismalar gindmuzdeki bigilerin agida c¢ikmasina 1sik
tutmustur’. Koch yapti§i calismalarla, hastalik etkeni olan B. anthracis’i in vitro
ortamlarda Uretmeyi basarmis ve etkenin spor olusturan bir bakteri oldugunu tespit
etmistir*. Pasteur ise sarbon hastaliginda bakterinin roliinii ispatlamis ve ‘Hastaliklarda
Germler Teorisi’ni hazirlamigtir. Pasteur’dn 1881 yilinda UnlG Pouilly Le-Fort deneyi ile
sarbonla ilgili calismalari, asi devrinin baslangici olarak kabul edilmektedir’. Yirminci
asrin ortalarinda B. anthracis ile ilgili iki dnemli gelisme gerceklestirilmistir. Bunlardan
birisi B. anthracis’in virulans faktérlerinin kesfi, digeri ise Sterne asi susunun tespitidir.
Max Sterne 1934 yilinda, avirulent, stabil ve kapsilsiz bir sus izole etmistir. Kendi
ismini tasiyan ve halen ginimuzde de kullanilan bu sus ile yapilan asilamalarda iyi bir
badisiklik olusmakta ve bu asinin yan etkileri de Pasteur asisindan daha az
olmaktadir’. Ascoli ise antraksin tanisinda gok fazla degeri olan ve kendi adiyla bilinen
serolojik bir yéntemi yani presipitasyon reaksiyonunu pratige koymustur®. Yirmibirinci
yuzyilin ikinci yarisinda da B. anthracis ile ilgili bircok c¢alisma yapiimis olmasina
ragmen bu calismalar henliz son noktaya ulasabilmis degildir ve halen guncelligini

korumaktadir.

2.3. Hastalik Kaynagi ve Bulagsma Yollari:

Sarbon hastaligi meralarda otgul olarak beslenen hayvanlarda (koyun, kegi,
sigir gibi) goérulmektedir. Hayvanlar gsarbon sporlarinin bulastigi toprakta otlarken
hastalik etkeni ile karsilasmaktadirlar’. Mikrop yenilen otlarla birlikte hayvanin sindirim

sistemine oradan da kana gecer ve hayvanin tum organlarinda patolojiye sebep olur.



Sarbon mikrobunun en énemli dzelligi “spor” denilen ve dis ortama son derece
dayanikli yapilar olusturmasidir. Cevre kosullarina ¢ok direngli olan sporlar, dojada
toprakta yaygin olarak bulunurlar ve yillarca yasayabilirler. Hastalik insanlara hasta
hayvanlardan direk veya indirek yolla bulasir®. Bulasma kaynaklarina gére hastalik;
endUstriyel, tarimsal ve laboratuvar kaynakli olabilir. Endustriyel kdkenli sarbon,
B.antracis sporlari ile kontamine olmus hayvansal urlnlerin; kegi kili, yin deri, post ve
kemik vs. sanayide islenmesi esnasinda olugur. S6z konusu bu Urlnler Gzerinde
calisan kigilerde sporlarin deriye bulagsmasi ile deri sarbonu veya sporlarin solunmasi
ile akciger sarbonu olusabilir. Tarimsal kdkenli sarbon, élen hastalikli hayvanlarin
kesilmesi, derisinin ylzilmesi, etinin kiyilmasi sonucu; bu hayvanlara temas eden
kisilerin derideki ¢izik ve yaralardan bulasan deri sarbonu veya etlerin yenilmesi ile
bulagan sindirim sistemi sarbonu seklindedir. Hayvancilikla ugrasanlar, kasap ve
veteriner hekimler tarimsal kokenli sarbon ydninden &énemli bir risk grubunu

9,10

olusturmaktadirlar Enfeksiyon sineklerle de mekanik olarak bulagabilir.

Zimbabwe’'de 1979-1980 yillarinda ¢ikan biylk salginda ahir ve at sineklerinin de

énemli rol oynadigi belirtimektedir'""

. Sarbon hastaliginin insandan insana bulagmasi
¢ok nadirdir. Enfekte yara ve akinti ile temas sonucu enfeksiyonun bulagma riski vardir.

Laboratuvarlarda bulas da nadirdir; dikkatsizlik sonucu gelisebilir ve olduk¢a tehlikelidir.

2.4. Hastaligin Tanisi: Kuskulu deri lezyonundan alinan érneklerde (akciger sarbonu
kuskusunda kan ya da balgam yaymalarinda, gastrointestinal sarbon kuskusunda ise
digski, kusmuk ya da periton sivisisinin incelenmesi ile) gram pozitif, blylk, ucuca
dizilmis basillerin goérilmesi tanida ©Onemlidir. Sarbon tanisinda en kullanigh
mikrobiyolojik test 16-24 saat icinde bakteri Uremesinin gbzlenebildigi standart kan
kultarleridir. Koloni morfolojisi ve biyokimyasal testlerle tani desteklenmelidir. ELISA ve
PCR gibi hizh tani yontemlerinin ulagilabilirligi sinirhidir ve daha c¢ok taninin
kesinlegtiriimesi, invitro antibiyotik duyarliiginin saptanmasi ya da kuskulu materyalin
arastinimasinda kullanilir. Hastada akut donemde ve iyilesme doneminde alinan serum
orneklerinde antikor titre artislarinin gosterilmesi tani koydurucudur. ELISA'da tek

serum dmeginde gériilen 1/32 titrede pozitiflik de taniyr destekler'™.
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2.5. Sarbon Hastaliginin Patogenezi: Sarbon hastaligi insanlarda G¢ sekilde ortaya
cikmaktadir; bunlar kitandz sarbon inhalasyon sarbonu ve gastrointestinal sarbon

olarak adlandirilir:

a. Deri Sarbonu: Hastalik ile enfekte olmus hayvan Urlnleriyle temas eden derideki bir
cizik ya da yaradan kisiye bakteri bulasi sonucu gelisir.
Deri oOncelikle kizarir ve sigser. Bu haliyle, enfeksiyon alaninda bdcek isirmasini
animsatan bir tablo izlenir. Daha sonra bu alanda agrisiz, koyu renkli ve kabuklu bir
lezyon gelisir. Bu lezyon tedavi edilmezse tum vucuda yayilabilir. Deri sarbonu sarbon
hastaliginin en yaygin ve en iyi prognozlu turaddr. Antibiyotiklere iyi cevap verir.
Gelisen lezyon invaziv hale gelmeden once tedavi edilirse 6liime neden olmaz'®.
b. Gastrointestinal Sarbon: Hastalik ile enfekte olmus hayvan etlerinin yenmesi
sonucu gelisir. Enfeksiyon siklikla atese eslik eden kusma karin agrisi ve ishal gibi
problemler ile kendini belli eder. Bunun yaninda bazi vakalarda lezyonlar alt sindirim
yollari yerine burun ve bogazda gelisebilir. Her iki sekilde de gastrointestinal sarbon
hemen tadavi edilmezse 6liime yol acabilir'®"".
c. Solunum Sarbonu: Sarbon hastaliginin bu sekli bazen akciger sarbonu seklinde de
adlandirlabilir. Bakteri sporlarinin solunmasiyla ortaya cikar. Hastaldin ilk belirtileri
soguk alginligini gagnistirir. Sporlar akciger tzerinden komsu lenf nodlarina gecgerek
oradaki makrofajlarin icerisine girer ve toksinlerini Uretip salmaya baslar. Bu durum
nefes alma problemleri ve soka neden olur. Hastallk bu asamaya ulastiktan sonra
tedavisi zordur ve genellikle 6liime neden olur'®"®.

Olum, oksijen yetersizligine bagl olarak, sok ve vaskiler permeabilitede artis,
solunum yetmezligi ve kalp yetmezliginden olustugundan, hayvan ve insanlardaki
sistemik sarbon vakalarinda genellikle aniden sekillenir. Dolagsimdaki toksin miktari,

olim hizini etkiler'®°,

2.6. Tedavi Yontemleri:

a. Antibiyotikler: Sarbon hastaligini bazi antibiyotiklerle tedavi etmek mimkuindur.
Fakat bunun icin hastaligin erken teshis edilmis olmasi gerekir ki bu her zaman
mimkiin olmaz®®. Cinkii siklikla hastalar ilk bulgulari genellikle diger yaygin
enfeksiyonlarla karistirirlar. BOylece antibiyotikten etkilenmeyen B. anthracis toksinleri
salinir ve daha ciddi bulgular ortaya ¢ikar. Bu durumda hastalik artik tedavi edilemez

boyuta ulasmistir’.
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b. Asi: Sarbon hastaligi icin gelistiriimis bir asi bulunmasina ragmen bu asinin
kullanimi sinirhidir. Ginimuizde bu asi sadece B. anthracis ile temas etme ihtimali
yuksek tarim iscileri ve veteriner gibi kisileri bakteriyle temastan korumaktadir. Asi
icerisinde zayiflatiimis B. anthracis turlerinden elde edilen proteinler ve protektif antijen
(PA) bulunur®'. Gerek sarbon hastaliginin nadir olarak gézlenmesi gerekse bu asinin
sahip olabilecegi yan etkiler nedeniyle uzmanlar bu asinin halk tarafindan genel olarak
kullanimini dnermemektedir. Ayrica bu asi kullanilsa bile dnerilen bagisiklanma dozu
icin 18 ayda bir kez olmak Uzere toplam 6 kez asilama yapiimaldir. Tim bu
nedenlerden dolayl sarbon igin yani bir asinin gelistirimesine siddetle ihtiyag

duyulmaktadir®.
2.7. Turkiye ve Diinyada Durum:

Sarbon dinyada gittikge azalan enfeksiyon hastaliklarindan biridir. Henlz
tamamen eradike edilememistir. Dinyada halen yilda 20.000-100.000 arasinda insan
sarbonu gorildigu tahmin edilmektedir. Batida son 20 yil iginde insan sarbonu oldukga
azalmigtir. Avrupa’da 1971-1980 yillari arasinda toplam 10793 insan sarbonu
bildirilmistir®. Ayrica sarbon; bazi Latin Amerika, Afrika ve Asya llkelerinde de halen

goriilmektedir®.

Bu ylzyilin en son sarbon salgint 1978-1980 vyillari arasinda Zimbabwe’de
yasanmistir. Bu salginda 9711 insan sarbonundan ve 151’i élimle sonuglanmistir®®.
Nisan 1979'da, Sverdlovsk (Rusya) sehrinde ¢ikan 64 kisinin 6lumu ile sonuglanan, 96
kisiyi kapsayan sarbon salgininin, sarbon bakterisinin biyolojik silah etkeni olarak
calisildig1 bir laboratuvarda kaza sonucu ortaya ciktigi tahmin edilmektedir®>?®. En son
sarbon panigi Amerika’da yasanmistir. Florida’da 5 Ekim 2001 tarihinde akciger
sarbonundan bir 6lim bildirildi. On alti Ekim 2001 tarihine kadar Florida’da iki sarbon
vakas! ve bir ekspojur; New York'ta ise iki sarbon vakasi ve (i¢ ekspojur bildirildi*’.
Yirminci yuz yilda Amerika’da toplam 18 akciger veya inhalasyon sarbonu bildirilmigtir.
En son vakanin da 25 yil énce goriildigu belirtimektedir?®. Buna ragmen Amerika’da
halen sarbon panigi devam etmektedir. Bu olayin biyoterdrizm ile iligkili oldugu

konusunda genel bir fikir birligi vardir.

Sarbon Ulkemizde de goérilen bir hastaliktir. Goérlilme sikhigi gittikge
azalmaktadir. Turkiye’de 1960-1969 yillari arasinda 10724 insan sarbonu, 1970-1979
yillari arasinda 5377, 1980-1989 yillari arasinda 4423 insan sarbonu bildirilmigtir’®=>",
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1990’li yillarda her yil bildirilen vaka sayisi 300 insan sarbonunun altina dismustir. ki
binli yillara geldigimizde 100-150 insan sarbonu goruldugu tahmin edilmektedir. Bu
sarbon olgulari genellikle tarimsal kdkenlidir; endUstriyel orijinli sarbon olgusu seyrek
olarak ancak deri sanayinde gorulmuistir. GUinimuzde llkemizde yilda yaklasik 100

civarinda deri sarbonu olgusuna rastlanmaktadir®®>

. Sarbon etkeni olan bakterinin
sporlarinin ¢evresel sartlara ¢ok dayanikh olusundan dolay! hastalik her mevsimde
gorilebilir. Ulkemizde, yaz ve sonbaharda ve ayrica kurban bayramlarinda hasta

sayisi artmaktadir®®®.

2.8. Antraks ve Biyoterorizm:

Bilinen geleneksel silahlar digindaki savas araglari genel olarak "nikleer,
biyolojik ve kimyasal savag" (NBC) grubunda degerlendiriimektedir. Kimyasal
silahlardan ¢ok daha tehlikeli oldugu digtnulen biyolojik silahlarin olugsturdugu etkinin
boyutu niikleer silahlara denk kabul edilmektedir®®. Biyolojik savaslarda amag insan,
evcil hayvan ve faydalanilan bitkilerde 6lim veya zarar meydana getirmek ve bunun
sonucunda da salgin hastaliklar meydana getirmektir. Bu amagla kullanilan
mikroorganizmalar ya da mikroorganizmalara ait toksinlere biyolojik ajan adi verilir®.
Bdylece askeri hedeflere karsi yapilan saldirlar "biyolojik savag", sivil halki tehdit eden

saldirilar ise "biyoterdrizm" olarak tanimlanir®”.

Gecgmisi eski ¢caglara dayansa da bu ydntemlerin kullaniima riskinin &zellikle
son zamanlarda artmasi nedeniyle NBC konusu dinya kamuoyunu mesgul eder
duruma gelmigtir. Birgok Ulke giderek artan biyolojik savas riskine karsi strateji

gelistirme ve mlcadele ve destek ekiplerinin olusturulmasi tizerine galismaktadir.

Biyolojik silahlarin sahip olmalari gereken énemli ézellikleri arasinda, (i) siddetli
hastalik ve olimlere neden olmalari, (ii) kismen dusuk maliyetli olmalari, (iii) kolay ve
bayuk miktarlarda Uretilebilmeleri ve (iv) bireyler arasinda yayilma o6zelligine sahip
olmalari seklinde siralanabilir®® *°.

Biyolojik savasin bilinen en eski 6rnekleri dugsmanlarin icme suyu elde etmek
icin  kullandiklari  kaynaklarin insan ve hayvan Olileri ile “kirletimesi ile
gerceklestiriimistir. Ayrica, gec¢miste Giney Amerikada yasayan vyerlilerin deniz
canlilarindan elde edilen toksinleri ok baslarina slirerek diismanlarina atmalari da bu
ornekler arasinda sayilabilir. Onddrduncu yuzyilda bugin Ukrayna sinirlari igerisinde
kalan Kaffa’yl kusatan Tatarlar, vebadan 6lmus insan cesetlerini mancinikla sehrin

40,41

surlarindan igeri dogru atarak salgin olusturmaya calismiglardi™"". Sonralari birgok

savasta dismanin kayip vermesini saglamak amaciyla c¢esitli mikroorganizmalarla
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kontamine edilmis mendil, battaniye vb. Griinler kullanilmistir*®**

. Yirminci yuzyila
gelindiginde genis kitleleri hedef alan biyolojik bombalarin gelistiriimesi tGzerine 1972
yilinda 100’den fazla tlkenin katilimi ile imzalanan “Bakteriyolojik ve Toksin Silahlarinin
Gelistirimesi, Uretimi ve Depolanmasi ve imhasi’na dair anlagsma yiiriirlige girdi. Buna
ragmen gunumuzde halen birgok Ulkenin biyolojik silahlara sahip oldugu ve zaman
zaman bu silahlari denedigi bilinmaktedir*®“®. Bu silah grubu birgok bakteri, viris,
mantar, protozoon ve toksini kapsamaktadir. Yine bu grup icerisinde yer alan sarbon
bakterisi ise iyi bir biyolojik silahin sahip olmasi gereken hemen hemen tim &ézelliklere
sahiptir. Ornegin kolay elde edilebilmektedir ve yiiksek mortalite oranina sahiptir. B.
anthracis geometrik olarak cogalan bir bakteri oldugundan uretimi hizli ve kolaydir.
Bakterinin spor formunun ya da toksinlerinin aeresol seklinde stoklanabilmesi ve
dagitiimasi hastalik etkeninin kolaylikla genis kitlelere ulasabilmesini saglamaktadir
4748 Bu nedenle Antraks ABD ve eski SSCB gibi birgok (lkenin biyolojik silahlanma
programinda ilk siralarda yer almaktadir®*°. Ayrica yine bu nedenle B. anthracis,
ABD’deki Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezleri (CDC)’ nin potansiyel biyolojik savas
ajanlar listesinde A katagorisinde yani en riskli grupta yer almaktadir’®. Sarbon
bakterisi kullanilarak birgok biyolojik deneme yapilmistir. Ornegin yirminci ylzyihn ilk
yarisinda ingilizler iskogya aciklarindaki Gruinard adasinda sarbonla ¢ok sayida
deneme yapmislar ve ada topraklarinin bu denemeleri takip eden 36 yil boyunca
sarbon sporlari ile kontamine kalmasina neden olmuslardi. Adanin dekontamine
edilmesine 1979 yilinda baslanmis ve 280 ton formaldehit kullanildiktan sonra ancak
1987 yilinda tam anlamiyla temizlenebilmisti®'. 1970 yilinda Diinya Saglik Orgiti’niin
bir uzmanlar kurulunun yaptid1 tahmine gore, 5 milyon nufusa sahip bir sehir Gzerine
ucakla 50 kg sarbon basili aerosol halinde atildigi takdirde 250.000 kiside sarbon
gorulecedi ve bunlardan 100.000 kiginin tedavisiz birakildid1 takdirde Olecegi
hesaplandi®'. CDC’ nin tahminine gore etkenle temas eden 100.000 kisi icin toplam
maliyet 26.2 milyar USD olacakti®2.

Son yillarda o6zellikle belli Ulkelerde yasanan antraks saldirilar biyolojik
silahlarla ilgili uluslararasi duyarlihgir artirmis ve mevcut durum yeniden
degerlendirmeye alinmistir. Bdylece biyolojik savas tehditlerinin boyutunun ve etki
mekanizmasinin aydinlatilabilmesi onlarla muicadele edebilmeyi ve savasmayi
kolaylastirabilir. Bu ¢alismada si¢an karacider, akciger ve kalp dokulari model alinarak,
antraks basilinin etki mekanizmasinda etkili bilesenlerden biri olan LF’Gn olasi
histopatolojik etkileri detayli olarak arastiriimis ve s6z edilen bakterinin patogenezi ile

ilgili bilinmeyen bir yon aydinlatiimaya c¢alisiimistir.
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2.9. Sarbon Hastaliginin Etkeni olan B. anthracis:

Sarbonun ingilizcedeki karsiligi olan anthrax kelimesi, bakterinin bilimsel ismi
olan Bacillus anthracis'e dayanmaktadir. Bacillus anthracis bakteri kalsifikasyonunda
"endospor olusturan Gram pozitif gomaklar ve koklar" grubunda bulunmaktadir. Bu
grup igindeki bacillus cinsine bagl tirlerden biridir. B. anthracis Gram pozitif, aerobik
ve spor olusturan bir mikroorganizmadir. Hareketsiz olan etken 1-1.2 um c¢apinda, 3-5
um uzunlugunda ve ¢omak seklindedir. Basilin yan kenarlar birbirine paralel ve uglari
kdselidir™.

Sarbon hastaligi nedeniyle dlen hayvanlardan hazirlanan preparatlarda, tek tek
veya 2-5 cgomaktan olusan kisa zincirler seklinde ve kapsulli olarak gdzlenir.
Laboratuvarda Ureyen basiller ise oldukga uzun flamentler olusturur ve bazilarinda
spora da rastlanabilir. Bu spor olusumu oksijenli ortamlarda ve 12°C’nin Gzerindeki
isida gerceklesmektedir®. Spor genellikle bakterinin ortasinda, bazen de subterminal
yerlesir ve spor bakteriyi sisirmez. Bakterinin spor formlari, vejetatif formun aksine, isi,
soguk, ultraviyole, kuruluk, yiksek ve disik pH, kimyasal dezenfektanlar ve diger
bakterilerin metabolik (riinlerine son derece dayaniklidirlar'. Bu sporlar hayvan veya
insan viicudunda vejetatif hale gecer. B. anthracis sporlari 140 °C’de 30 dakikada, 180
°C’'de 2 dakikada inaktive olur. Pratikte kullanilan dezenfektanlara direnglidir. Ancak
yuksek konsantrasyonlarda formaldehid (%5-10), gluteraldehit (% 2-4), hidrojen
peroksid ve perasetik asit etkilidir®>®.

B. anthracis kanli agarda aerobik kosullarda 24 saatte 2-3 mm c¢apinda
kenarlarn dizgln olmayan tzeri granule kirisik gri genellikle R formu koloniler yapan,

tiipte jelatin besi yerinde batirma kiiltiiriinde tersine cam adaci gériinimde Grer'®*°.

2.10. B. anthracis’in Virulans Faktorleri:

Sarbon bakterisinin, hastalik olugsturmada rol oynayan kapsuli ve protein
yapisinda toksini vardir. Kapsul ve toksinini kaybeden bakteri hastalik olusturma
Ozelligini kaybeder. Kapslul ve toksinlerin detayli yapisi asagida 6zetlenmigtir:

a. Kapsul: Antraksdan 6len hayvanlarin vicudunda spor olusmaz ancak hayvana
otopsi yapilirsa veya 6lumden sonra tabii deliklerden (agiz, burun, anus, vulva) gelen
kanin hava ile temasinda basiller, spor verirler. Basilin vegetatif formunun etrafinda
bulunan kapstil genellikle viicut iginde (in vivo) ve 6zel kosullar altinda (% 10 - 30 CO2

"l ve serumlu ortamlarda) in vitro olarak meydana gelir®”.
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Bakterilerde, hicre icinde sentezlenen kapsul yuksek vizkosite 6zelliginden dolayi
genellikle polisakkarid yapidadir. Ancak B.antracis’in de iginde bulundudu bazi
bakterilerin kapsiilii protein (D-glutamik asit) &zelligindedir’®**®.Diger kapsiilli
mikroplarin aksine B. anthracis'in protein karakterinde (poly-8-D-glutamik asit) olan
kapsuli toksijenik ve immunojenik yetenegi dislk ve zayiftir. Ancak, basilin virulensini
arttirmada, basili fagositozdan ve viicutta olusan antrasidal madelerden korumada
Onemli goérevi vardir. Bazi suslarda kapsil yoktur. Buglin tam olarak belirli bir kapstil
toksini saptaniimamasi nedeni ile toksine karsi antitoksik bir serum elde edilmemistir ve
bu konudaki calismalar siirmektedir®®'.

Kapstlin sentezini kodlayan genler 60 mega dalton agirigindaki PXO2 (60
MDal) plazmidi {izerindedir ve bu plazmidi tasimayan antraks suslari aviriilenttir®®2.
Kodlama isemi plazmid Gzerindeki cap boélgesinde olmaktadir. Bu bdlge capB, capC ve
capA olmak Uzere ¢ sistrondan olusmaktadir. Cap bdlgesi inaktive edilen suslar
immin hlcreler tarafindan kolaylikla fagosite edilebilmektedir. Bu durum, etkenin
fagositozdan korunmada kapsulin ne derece 6nemli oldugunu gostermektedir.
Plasmidin kapstlsliz suslara transferi ile boyle suslarda kapsuil olusturmak mimkin
olabilmektedir®®.

Virulan suslarin kapstl olusturabilmeleri normal olarak in vivo ortamlarda
mumkundur. B. anthracis in vitro ortamlarda uretilirken gerek kapsul, gerekse toksinin
sentezi bakimindan Uretildigi kulturin bilesimi énemlidir. Besiyerinin (agar) bikarbonat
icermesi ve COZ2li ortamda inkube edilmesi toksin ve kapsul sentezini
kolaylastirmaktadir. Etkenin CO2li ortamlarda uzun sure inkube edilmesi halinde rough
koloniler olusur. Bdyle koloniler kapsiilsiiz ve avirulenttir®*. Bu 6zellikteki kolonilerin
tekrar kapsulll, virulan 6zellik géstermeleri saptanamamistir. Ancak antraksa karsi asi
olarak kullanilan Sterne susu kapstlstizdir ve bagisiklik da olusturabilmektedir. Bu
durumun genetik mekanizmasi tam olarak agiklanamamistir®®. B. anthracis’in kapsiilli
ve kapsulsuz suglarinin ayriminda Wa faji kullaniimaktadir. Wa faji kapsulsuz susglan
lize ederken kapsiillii suslari herhangi bir sekilde sindirememektedir”.

b. Ekzotoksin: B. anthracis toksinlerinin gerek kimyasal yapilar gerekse hastahgin
patogenezindeki rolleri, bu bakteri ile ilgili calismalarin erken dénemlerinden itibaren
Uzerinde durulan konular olmustur. Cogu arastiricilar infekte hicrelerdeki toksinin
etkisini inceleyerek, toksinin virulenste dnemli bir faktér oldugu kanisina varmislardir®®.
Bununla birlikte bu toksinlere karsi gelistirilebilecek olasi antitoksinlerin sarbon tedavisi

lizerinde etkili olabilecegi diistinilmektedir®.
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Sarbon toksini Uretimi, isiya duyarli bir plazmid olan pX01 (110 dalton)
tarafindan sentezlettirilir. PXO, plazmidi Gzerinde bulunan pag, cya ve lef genleri sira
ile PA, EF ve LF’U kodlamaktadir. Ayrica bu proteinleri olusturan aminoasitler arasinda
sisteinin bulunmamasi da dikkat cekicidir®. Bu toksin 3 farkli antijenik komponentten
[Faktor | 6dem faktori (edema factor, EF), Faktér Il koruyucu antijen (protective
antigen, PA) ve Faktor Il dldiiriici faktor (lethal factor, LF)] olusur®. B anthracis toksin

bilesenleri ile ilgili detayh bilgi asagida sunulmustur:

i. Odem Faktorii (Edema Factor; EF): Odem faktorii 89 kilo-dalton agiriginda 767
aminoasitten olusan bir proteindir. 1982 yilinda kesfedilmistir ve antraks ekzotoksininin
bilesenlerinden ilk karakterize edilendir. Odem faktori, dkaryotik bir protein olan
kalmoduline bagli olarak intra-selliler ATP’yi cAMP’a ddénistlren bir adenilat siklaz
donistiiriicidir®®. Duyarli hiicrelerin 6dem toksini (EF + PA) ile muamele edilmesi
sonucu cAMP seviyesi siddetle ylkselmektedir. Odem faktoériinin kalmodulin ile
baglanan kismi henliz ¢ok iyi tanimlanamamistir. Bununla birlikte bu kismin proteinin C
ucunda 499 ve 532 nolu aminoasitler arasinda oldugu ve 150 rezidl icerdigi
dustiniilmektedir®. Odem faktérii sadece ph 6’nin lizerindeki nétr ph larda gift katl lipid
tabakasini gecerek PA ile baglanti kurmaktadir. Eger ph asidik olursa baglanti geri
donussuz olur ve EF, PA’dan ayrllamaz”. ilk 300 aminoasit ise PA ile baglanti kuran
kismi icermektedir. Bu aminoterminal ucuna CYA30 denir ve stabil bir polipeptid olarak
sentezlenir>. Ayrica CYA30 bélgesinin letal faktériin aminoterminal ucuyla

baglanabilen 4 homolog bélgesi vardir’.

ii. Koruyucu Antijen (Protective Antigen; PA): Koruyucu antijen 83 kilo-dalton
agiriginda ve 735 aminoasitten olusan kristal yapida bir proteindir. Bu protein her biri
toksik hasar olusturmada etkili olan 4 farkli pargadan (domain) olugmaktadir’™.
Koruyucu antijenin goérevi diger toksin bilesenlerinden farkli olarak organizmadaki
hicrelere zarar vermek degil toksini hicre yuzeylerinde bulunan ve birbiri ile iligkili
integral membran proteinleri olan Antrax toksin reseptord 1 (ANTXR1/ATR/TEMS8) ve
Antrax toksin reseptorii 2 (ANTXR2/CMG2) reseptorlerinden birine baglamaktir™.
Baglanmanin gerceklesmesini takiben konak hiicreye ait furin adli proteazlarla temas
eden PA oncelikle sekil dedistirerek oligomer yapidan tetramer yapiya donisur. Daha
sonra 20 kD ve 63 kD agirliginda iki pargaya ayrilir. LF ve EF’nin bu parcalara yliksek

afinitesi vardir ve hicre yuzeyinde bu iki faktor ile protektif antijenin bliyuk pargasinin



17

olusturdugu kompleks hiicre igcine alinarak adenilat siklaz enzimini aktive eder. Bunun
sonucunda sitoplazmada cAMP diizeyi artar ve toksik etkiler ortaya cikar’.

ili. Letal Faktor (LF): 776 aminoasit iceren 85 kilo-dalton agirhginda bir proteindir.
Molekulin G¢ bdlgesi vardir. Bu bolgelerden aminoterminal kismi (LF 254) PA ya
baglanabilen kisimdir. Molekulin sentral kismi (307-383) stabil olmayan ve inaktif
yapida olup glutamat ve delesyonlardan zengin tekrarlar icermektedir.

Bu bolgeye repeat region adi verilir ve ne gibi bir fonksiyon tstlendigi hentiz tespit
edilememistir’”. Quinn ve arkadaslari™ in vitro ortamlarda LF’iin 17 bdlgesinde 6zel
mutasyonlarin oldugunu saptamislardir. Ancak bu bdlgelerin in vivo ortamlarda tespiti
yapilamamigtir. Proteinin C terminalinde ise katalitik bdlge (domain) bulunur. LF’Un
katalitik aktivitesi 688-690 arasindaki rezidllerde yer alan ¢inko-metalloproteaz
enziminden kaynaklanmaktadir’®. Mitojen-aktivated protein kinazlarin (MAPKKSs)
tanima bolgelerine (recognition site) baglanarak onlari aktive eden LF, aktivasyon
islemi bitince buradan ayrilir®. Bakteri Kkiiltiirlerinden salting out ve hidroksiapatit
kromotografi ile ayrilabilen LF, bazi hiicrelerde beklenen etkiyi olusturamamaktadir. Bu
durum bazen s6z konusu hucrelerin farkh bir icyapi 6zelligi géstermesinden, bazen de
LF’iin kendisinden kaynaklanmaktadir®'. Béyle bir durumda LF’nin bir hiicresel substrat
oldugu sdylenebilir. Ek olarak bu ayrimadan sonra gergeklesen olaylar serisinin
sarbonun patogenezinde c¢ol o6nemli oldugu aciktir fakat henlz acgikhga
kavusmamistir®.

LF ve EF’nin deneme hayvanlarinda tek baslarina toksik etki olusturamadigi
g6zlenmistir. PA icin de ayni durum séz konusudur. Deneme hayvanlarinda tek
baslarina herhangi bir toksik etki olusturamayan 3 komponent, beklenen etkilerini
gerceklestirebilmeleri bakimindan birbirlerine ihtiyag duymaktadirlar. Konuyla ilgili
yapilan ¢alismalar sonucunda her li¢ komponentin 6lim ve ddem olusturmada sinerjik
etkili olduklari, LF’Gn PA ile birleserek olusturdugu letal toksinin B. anthracis’in esas
virulens faktori oldugu, adenilat siklaz aktivitesi gésteren EF’Gn ise enfeksiyonlarda
onemli roller (istlendigi gdsterilmistir®.

2.11. B. anthracis Toksinlerinin Neden Oldugu Patolojiler ve Literatiir Ozeti:

Sarbon hastalidi, insanlarda ve hayvanlarda bilinen en eski hastaliklardan biri
olmasina karsin hala gincelligini korumaktadir. Yapilan c¢alismalarda gerek B.
anthracis  sporlart  kullanilmis  gerekse toksin ~ komponentlerinin  deneysel
uygulamalarinin  olusturabilecegi  olasi  etkiler  degerlendirilerek  hastaligin

mekanizmasinin ¢ézilmesi hedeflenmistir. Bu bdlimde ¢alismamizin igerigi de géz
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onune alinarak sarbon bakterisinin toksinleri Gzerine yapilan histopatolojik ¢caligmalarin
O0zetlenmesi amaclandi.

B. anthracis toksinleri ile ilgili olarak ilk deneysel ¢alismalar gegtigimiz yuzyilin
son vyarisinda vyapilmistir. Bu vyillardaki c¢alismalarda séz konusu toksinlerin
akcigerlerde ve kan damarlarinda yetmezlige neden oldugu gdsterildi®*. Yine bu
calismalarda makrofajlarin ve merkezi sinir sisteminin de bu toksinlerden olumsuz
yonde etiklendigi bildirilmistir®.

Sonralar 2000’li yillara kadar B. antracis toksinleri tGzerine yapilan ¢alismalara
ara verilmis ve 2001 de ABD’de yasanan sarbon paniginden sonra tekrar ¢alismalara
baslanmistir. Bu ddénemde yapilan calismalardan birinde 6dem toksininin fareler
Uzerine uygulsanmasi sonucunda dalakta hipoksiye bagl oldugu distnilen doku
nekrozu, pleural effliizyonla birlikte; adrena bez, lenfoid organlar, kemik-kemik iligi,
gastrointestinal mukoza, Ureme organlari ve bdbrekte c¢esitli histopatolojik
dejenersyonlara neden oldugu tespit edilmistir. Ayrica ddem toksininin kalp Uzerinde
miyofibrillerde ayriima, interstisiyel bogluklarda 6dem birikimi ve kardiyak myosit
nekrozu yapti§i bulunmustur®.

Yapilan c¢alismalar letal toksinin deney hayvanlarinin akcigerinde ve
barsaklarinda hemorajiye, kalp kasinda da patolojik hasara neden oldugunu
gostermistir. Bu calismadan elde edilen diger bulgulara goére letal toksin karacigerde
graniilom olusumuna da neden olmaktadir¥’. Yapilan calismalarda letal toksinin
endotelyal bariyerlerde fonksiyon kaybina ve endotel hiicre apoptozuna neden oldugu
gbsterilmistir®. Toksin reseptorlerine iliskin yapilan calismalar bu reseptdrlerin encok
akciger, deri ve barsaklarda sentezlendigini gdstermistir®®. Sarbon toksinlerinin dalak
Uzerine etkileri ise beyaz ve kirmizi pulpada myelogenik hlcrelerin apoptozu, hemoraj
ve nekroz olarak bildirilmistir. Antrax letal faktérii uygulanmasindan sonra ise apoptoz,
nekroz, hipoksi gibi degisiklikler gozlenmistir®®. Karaciger Uzerinde de sarbon
toksinlerinin toksik etkisine bagl olarak hemoraji, sentrilobiler nekroz, vaskuler
dilatasyon bulgulari rapor edilmistir. Timus ve kalp Uzerine yapilan ¢alismalarda da
timus kortex ve medullasinda lenfoid hicre élimi, T lenfositlerinin 8limu, kalpte ise
myokardiyal kardiyak dilatasyon ve koagiilatif nekroz belirlenmistir®™®. Yapilan benzer

calismalarda letal toksinin bébrek lzerindede toksik etkiler olusturdugu bulunmustur.
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2.12. Galismada Kullanilan Organlara Detayl Histolojik ve Embriyolojik Yaklagim:
A. Karacigerin Histolojik Yapisi ve Geligimi
I. Karacigerin Histolojisi:

Karacigerin baslica yapisal elemanlari sunlardir:

1. Hicre kordonlar seklinde diizenlenmis hepatositler

2. Bag dokusundan olugan stroma

3. Stroma icerisinde ilerleyen kan damarlari, sinirler, lenf damarlari ve safra

kanallari

Hepatosit kordonlari arasinda yerlesmis olan sinizoidler

Karacigerin bu sekildeki yapisal organizasyonunu ve bu yapi elemanlarinin

birbirleriyle olan fonksiyonel iligkilerini agiklamak igin 3 farkli karaciger birimi

(karaciger lobiilii) tanimlanmistir. Bu birimler asagida sirasiyla 6zetlenmistir®':
a. Klasik Karaciger Lobilii: Silindirik ya da prizmatik bicimlidir. Tam kapsul
altindakiler diginda kalan lobullerin gogunun apeksi hilusa yoneliktir. Lobullerin sayisi
yaklasik 1 milyon olup 2 mm boyunda ve 700 mikron gapindadirlar®™. Enine kesitlerde
lobul altigen seklinde segilir. Her kosesinde portal alan (portal triad) ve ortasinda
sintzoidlerden gelen kanin toplandigi bir damar olan Vena sentralis (terminal hepatik
vendl) bulunur. Vena sentralisden perifere dogru isinsal tarzda uzanan ve birbirleriyle
anastomozlasan karaciger hicre kordonlari (hepatosit plaklari veya Remark
Kordonlari) bir epitelyal ag olustururlar. Bu hepatosit kordonlari arasinda ise sinuzoidler
yer alir. Sintizoid duvarinda endotel hiicrelerinin yanisira Kupffer hiicreleri de bulunur.
Klasik lobdllin en digsinda yer alan ve sinirlayici hiicre plaklarini olusturan hepatositler
ile interlobller bag dokusu arasinda Mall araligi adi verilen ve elektron mikroskobik
diizeyde goriilebilen bir alan yer alir®2.

Klasik lobll i¢i zon ayinmi da bu esasa dayanarak yapilir. Buna goére her
hepatik asinlsdeki hepatositler kisa bir eksen etrafinda yerlesmis konsantrik eliptik
zonlar halinde tanimlanir. Béylece,

e Zon 1 (santral zon= hepatik zon): Bu, ortadaki eksene en yakin ve oksijen
acisindan en zengin bolgedir.

e Zon 3 (portal zon): Bu, eksenden en uzak ve santral vene en yakin kisimdir,
yani asinisun merkezidir. Ayni zamanda oksijen agisindan en fakir zondur.

e Zon 2 (intermediate zon) ise keskin sinirlarla ayriimamakla birlikte zon 3 ve zon

1 arasinda yerlesmistir.

Zon 1 hiucreleri karacigere gelen kanda bulunan besin ve toksinlerle ilk olarak

karsilagsan, safra kanal tikanmalarini takiben ortaya cikan degisikliklerin ilk olarak
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gozlendigi hicrelerdir. Kan dolagsimi bozuldugunda bu hicreler en son &lar, ayni
zamanda ilk olarak bu hucreler yenilenir. Zon 3 te yerlesen hlcreler ise sentrilobuler
iskemik nekrozdan ilk olarak etkilenen hiicrelerdir. ik yag birikiminin bu hiicrelerde
go6zlendigi ve toksik maddelere cevabin en son bu zonda gelistigi bildirilmektedir. Zon 2
hicrelerinin fonksiyonel ve morfolojik 6zellikleri zon 1 ve zon 3 hucreleri arasinda
bulunmaktadir®.

Karacigerin baslica yapi elemanlari asagida ézetlenmigtir.
a. Hepatositler: Karaciger parankim hucresi olan hepatositlerin yapisal 6zellikleri
fonksiyonel gesitliligine yonelik gok farklh &zellikler gosterir®®. Organellerin
sitoplazmadaki dagilimi da hicrenin lobdl igindeki yerine ve islevine bagh olarak
degisiklik gosterebilir. Hepatositler c¢aplari 20-30 mikron olan genis poligonal
hicrelerdir. Karacigerdeki hucrelerin  yaklasik %80 ini olustururlar. Hucrelerin
merkezinde 1 ya da 2 adet oval, 6kromatik ve ¢odunlukla poliploid kromatin igeren
nilkleus bulunur® Niikleuslar igerisinde iki ya da daha fazla niikleolus belirgin olarak
gOzlenebilir. Diz ve granulli endoplazmik retikulumlarin vezikul ve tubdlleri Golgi
kompleksi ile devamlilik gosterir. Sitozolde bol miktarda serbest ribozom bulunur.
Glikojen igerigi sikhkla duz yuzlu endoplazmik retikuluma ve Golgi kompleksi'ne bagh
olarak bulunur®®. Lizozomlar cesitli boyutlarda ve bol miktarda bulunur, bunlardan
bazilari lipofuksin ve lamelli proteinler icerir, genellikle kanalikiler yuze yakin
bulunurlar. Her bir hepatosit temel islevi toksik H,O,'nin yikimi olan 200-300 adet
peroksizom igerir. Mitokondriler her hiicrede ortalama 100 adet ve sitoplazma iginde
daginik halde bulunur. Hepatositlerin igerdigi mitokondri sayisi bazen 2000’e kadar
cikabilir. Mitokondriler HE kesitlerde eozinofil boyanan alanlar seklinde gdzlenir®.

Hepatositler ¢ 6nemli ylze sahiptir. Bunlar, sinlzoidal, kanalikiler ve
intersellller yGzlerdir:
i. Sinuzoidal Yuz: Disse aralidiyla hepatositlerin sinuzoidlerden ayrildigr yuzdur,
hepatositlerin bu araliga bakan kisimlari kisa ve dizensiz mikrovilluslar igerir ve
bdylece hepatositlerin bu ylzleri 6 kat genigletilerek, sekresyon ve absorbsiyon igin
genis bir ylzey alani olusmus olur. Bu ylz bir hepatositin toplam ytzinin % 70’ini
olusturur ve bu ylz ile sinlzoidler ve hepatositler arasindaki madde alis verisi
gerceklesir™.
ii. Kanalikiiler Yiuz: Bu ylz vasitasiyla hepatositlerde yapilan safra kanalikillere
bosaltihr, bu ylz toplam hepatosit yizinin % 15’ini olusturur, hepatosit
sitoplazmasinin bu ylze yakin sitoplazma kisimlari aktin filamantlerinden zengindir. Bu

filamentler muhtemelen kanalikGlin c¢apini artirip safra akis hizini artirmaktadir.



21

Kanalikiler limenin etrafindaki hiicre zar ise alkalin fosfataz, adenozin trifosfataz
enzimlerinden zengindir®.

iii.interselliiler Yiizz Bu yiiz ki komsu hepatositin birbirine bakan yizleridir.
Hepatositlerin sitoplazmasi genelde asidofil olmakla birlikte; hematoksilen—eozinle
boyanan parafin kesitlerde, sitoplazmada granillli endoplazmik retikulum ve serbest
ribozomlardan kaynaklanan bazofil boyanan alanlar gozlenir. Bu alanlar
ergasitoplazma olarak adlandirilir. DUz yuzlU endoplazmik retikulum 6zellikle periportal
hepatositlerde bol miktarda bulunur. Bu organelin sisternalarinda detoksifikasyon islemi
gerceklesir. Bazi ilag ve toksinlere maruz kalma, hepatositlerin duz yuzli endoplazmik
retikulum igeriginin artmasina neden olur. Ayrica hepatositler glikojen icerigi
bakimindan zengindir ve bu igerik elektron mikroskobuyla rozetler seklinde gdzlenir®.
b. Siniizoidler: Hepatosit kordonlari arasinda yerlesmis olan hepatik sintzoidler, ince
ve kesintili bir endotel ile érthlidir. Bu kesintili sinlizoidal endotelin altinda yer alan
bazal membran da kesintilidir. Hepatik sinlzoidlerin duvarinda bir ¢esit makrofaj olan
Kupffer hicreleri bulunur. Sintizoidler, portal ven ve hepatik arterin terminal dallarindan
kanlanirlar. Kan igerigi hepatositlerde modifiye edildikten sonra bu kani terminal hepatik
venillere bosaltirlar. Sintzoidler kapillerlerden daha genistir ve daha dizensiz bir
yaplya sahiptir®. Siniizoidlerde yer alan hiicreler asagida 6zetlenmistir:

i. Endotelyal Hiicreler: Sinuzoid duvarini déseyen yassi epitel (endotel) hicreleridir.
Pinositoz aktivitelerinden dolayi vital boyalarla boyanabilirler.

Bu aktiviteden dolayi elektron mikroskobunda hem adluminal hem de abluminal
ylzeylerde pinositotik veziklller goézlenir.

Hucreler arasinda sitoplazmik agikliklar bulunmakla birlikte elektron mikroskobik olarak
bazal lamina igeriginin miktar agisindan farklik gosterdigi saptanmigtir. Ornegin bazi
hicrelerde kesintili sinizoidal epitel hi¢ bazal lamina icermez. Ozetle bazi hiicreler
tamamen birbirinden ayri bulunabildigi gibi bazi hicreler de sitoplazmik delikler
yardimiyla baska endotel hiicrelerine tutunmus halde bulunabilir®.

ii. Kupffer Hicreleri: Bu hicreler Kupffer tarafindan 1898’de altin impregnasyon
metoduyla boyanarak tanimlanmistir. Mononukleer fagositik sistemin bir Uyesi olan
Kupffer hlcreleri hepatik sintzoidlerin duvarina tutunmus ve limene dogru sarkmis
sekilde bulunurlar. Bu hucreler siklikla yikilmis eritrositleri icerirler ve demir
pigmentlerini depolarlar. Fagosite ettikleri materyali ise kana verirler. Lityum Karmin ya
da Tripan Blue gibi vital boyalarla iyi boyanirlar. Ayni zamanda karbon ve toryumdioksit
partikillerini de fagosite ettikleri icin bu maddelerle de g&sterilebilirler. Sinltzoid

endoteline baglanmak igin herhangi bir baglanti kompleksi olusturmazlar.
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Duzensiz hicre ylzeyleri ile sinlizoid limeninde bulunan kan ile temas halindedirler.
ince bir glikokalikse sahip olduklari belirlenmistir. Hiicre membranlari sitoplazmik
invaginasyonlar gosterir®. Sitoplazmalari organel agisindan zengin olup endotel
hlcrelerine gbre daha heterojen yapidadir. Cesitli boyut ve yogunlukta bol miktarda
lizozom igerirler. Jukstanikleer bir sentrozom ve Golgi kompleksine sahiptirler. Kisa
sisternali graniler endoplazmik retikulum sitoplazma igerisinde daginik halde bulunur.
Peroksidaz enzimi bu GER’larin perintkleer sisternalarinin lumenlerinde bulunur.
Kupffer hiicreleri mitozla gogalabilirler®.

c. Perisinuzoidal Aralik (Disse Araligi): Karacigerde tanimlanan yapilardan bir digeri
de perisinizoidal araliktir (Disse aralidi). Bu yapi ancak elektron mikroskobik olarak
go6zlenebilir ve sinlzoidlerdeki kan ile karaciger hlicreleri arasinda materyal degisim
yeridir. Bu degisimin etkinligi dnemli 6lglide hepatositlerin bu araliga bakan yuzlerinde
bulunan mikrovilluslara baglidir. Bu bdlgede miyelinsiz aksonlar bulunur. Ayrica yine bu
bolgede kollagen ve retikiler fibrillerin oldugu bildirilmistir. Bu bosluk ayrica lenf
dolasimi agisindan da énemlidir. Perisintizoidal bogslukta kalan plazma, periportal bag
dokusu ile klasik lobill en distan ¢evreleyen hepatosit dizisi arasinda kalan ve ancak
elektron mikroskobuyla gériilebilen Mall araliina bosalir”’. Perisiniizoidal aralikta yer
alan hiicreler asagida 6zetlenmigtir:

i. Ito Hicreleri (Stellate hiicreler, Liposit, interstisiyel hiicre, Miyofibroblast
benzeri hicre): Bu hucreler de Kupffer hicreleri gibi gold klorid teknigi ile
gosterilebilirler. Fagositik aktiviteleri yoktur. Bazi sitolojik 6zellikleri fibroblastlara
benzer. Periferal ve ara zonda santral zondan daha fazla miktarlarda bulunurlar.

Bu hicrelerin orijinleri ve fonksiyonel dnemi tam olarak anlasilamamistir. Yag
depolanmasi ve A vitamini metabolizmasinda rol oynadiklari bilinmektedir. Ayrica
toksin artisina cevap olarak gelisen perisiniizoidal stromanin arttigi durumlarda bu
hicreler kollagen sentezleyerek fibrozise neden olabilir. Bu Ozellikleri dolayisiyla
miyofibroblastlar olarak adlandirilabilirler®®.

ii. Pit Hucreleri: Perisintizoidal aralikta bulunan bu hicreler bu bdlgedeki endotel
hlcrelerine tutunurlar. Kisa psddopodlar ve sitoplazmik granuller tasiyan bu hiicrelerin
natural Killer huacreleri olabilecekleri dusunulmektedir. Tasidiklari bu sitoplazmik
grandller  agisindan  gastrointestinal  epitelin  enteroendokrin ~ hicrelerine
benzemektedirler. Fare ve siganlarda tanimlanan bu hucrelerin insan karacigerinde
bulunup bulunmadigi da heniiz bilinmemektedir®.

d. Safra Yollari: Safra yollarinin en kiglk dali hepatositlerin 6zellesmis yan yizleri

arasinda kalan ve safra salgisini icine bosalttiklari safra kanalikaltdur.
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Kanalikll duvarini hepatositler olusturur ve kanalikll igcine hepatositlerden dizensiz
mikrovilluslar uzanir. Bu kanalciklarla safra, loblllin periferindeki kiiglk, terminal safra
kanallarina (Hering kanali) akar ve bu kanallar da portal alanda bulunan interlobuler
safra kanallarina bosalir. Portal alanlardaki safra kanallari sag ve sol lob iginde lober
safra kanallarini olustururlar, bu lober kanallar da hilusta birleserek ductus hepaticus
communis’i olusturur. Ductus hepaticus communis ve ductus cysticus birleserek
ductus choledocus’u olustururlar. Ductus choledocus da safrayr duodenuma goturur.
Bu kanal duodenumun ampulla bélgesine acilir. Bu bdlgede duodenumun muskularis
eksternasinin kalinlasarak olusturdugu bir yapi olan Oddi sfinkteri bulunur ve bu yapi
Ductus choledocus ve pankreatik kanali ¢cevreleyerek safranin ve pankreatik sivinin
duodenuma akmasinda is goriir'®.

e. Lenf Bosluklar: Karaciger vicutta Uretilen total lenf miktarinin yaklasik 1/4’0n(
uretir. Hepatik lenf, icerdigi yuksek orandaki albumin ve globulin gibi plazma proteinleri
acisindan vucuttaki diger lenf sivilarindan farklidir. Lenf damarlari histolojik olarak
g6zlenmez. Lenf sivisinin Disse aralhgindan lobdlin periferine iletildigi
distinilimektedir'®".

Il. Karacigerin Embriyolojik Geligimi:

Karaciger, safra kesesi ve safra kanallari 4. haftanin basinda, 6n barsagin
kaudal parcasindan 6ne dogru bir cikinti seklinde belirirler. Bu ¢ikinti karaciger
tomurcugu ya da hepatik divertikul olarak adlandirlir. Karaciger tomurcugu septum
transversuma dogru uzanir. Septum transversum kalp taslagi ile orta barsak arasinda
uzanan splanknik mezodermal bir kitledir. Septum transversum bu kisimda
diafragmanin sentrum tendineumunu ile bu bdlgedeki ventral mezenteri olusturur.
Karaciger tomurcugu ventral mezenterin iki yapragi arasinda hizla buylyerek ikiye
ayrilir. Karaciger tomurcugunun daha bulyldk olan kraniyal pargasi primordium
hepatikum (ilkel karaciger) adini alir. Cogalan endodermal hucreler hepatik hlcre
kordonlarini ve intrahepatik safra kanallarini déseyen epiteli olustururlar. Bu hepatik
hicre kordonlari, endotel ddéseli bosluklarin c¢evresinde ag olusturarak karaciger
sinuzoidlerinin taslaklarini meydana getirirler. Karacigerin fibr6z dokusu, hemopoetik
dokusu ve Kupffer hlicreleri septum transversumdaki mezenkimden gelisir.

Karaciger 5.-10. haftalar arasinda hizla gelisir ve karin boslugunun buyuk
kismini kaplar. Umblikal venden karacigere akan oksijenli kanin miktari, karacigerin
gelisimini ve fonksiyonel segmentasyonunu belirler. Baslangicta sag ve sol loblarin
blyUkligl ayni iken, kisa bir stire sonra sag lob daha fazla blyir. Altinci haftada

baslayan hemopoezis karacigere parlak, kirmizi bir renk verir. Karacigerin 7. ve 9.
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haftalar arasindaki blyUkligli bu hemopoetik aktiviteden dolayidir. 9. haftaya kadar
fetusun total agirhginin % 10’'unu karaciger olusturur. 12. haftada karaciger hicreleri
safra yapimina baslar. Karaciger tomurcugunun daha kiglk olan kaudal parcasi safra
kesesini, tomurcugun sapi da duktus sistikusu olusturur. Baslangicta ekstrahepatik
safra yollari epitel hucreleri ile tikali iken, bu hudcrelerin dejenerasyonu ile
vakuolizasyon olusur ve kanallar agilir. Duktus hepatikus ve duktus sistikusu
duedonuma baglayan kordon, duktus koledokusa ddénislr. Baslangigta duodenum
kavsinin 6n yuzune bagli olan duktus koledokus, duodenumun buyumesi ve rotasyonu
ile duedonumun arka yizline tasinir. 13. haftadan sonra duktus koledokustan gecgerek

duodenuma giren safra, mekonyuma koyu yesil rengini verir'%%,

B. Akcigerin Histolojik Yapisi ve Geligimi:

I. Akcigerin Histolojik Yapisi:

Akcigerler brons agaci ve onu ¢evreleyen parankimal dokudan olusur.

a. Brons Agaci: Trakeanin ikiye ayriimasiyla sag ve sol primer bronslar olusur
(ekstrapulmoner bronslar). Akcigere giren bronglar intrapulmoner bronslar olarak
adlandinlir ve sekonder bronslar (lobar brons) olusturmak igin dallanirlr. Lobar
bronglarin dallanmasiyla tersiyer (segmental bronslar) meydana gelir. Her segmentin
kendi kan ve bag dokusu destegi vardir. Bu 06zellik her bir segmentin kolaylikla
cikartilabilmesini sadlar. Tersiyer bronsglar; brongiyoller, terminal bronsiyoller,
respiratuvar bronsiyoller, alveolar kanallar, alveolar keseler seklinde devam eder'®.
Bronglar limeni gevreleyen 5 tabakadan olusur:

i. Mukoza: Yalanci cok kath kinosilyali epitel ve onun altinda yer alan lamina
propriadan olusur. Bronslarin ¢api azaldik¢a, hicrelerin ylksekligi, bazal membran
kalinlig1 ve lamina propria miktari azalir.

ii. Kas Tabakasi: Bu diz kas demetlerinin kasilimasi bronsun limenini daraltir.
Parasempatik sinir sisteminin (vagus siniri) uyarimi diiz kaslarin kontraksiyo-nunu dogurur.
Sempatik sinir sisteminin uyariimasi diiz kaslarin kontraksiyonunu baskilar.

iii. Submukoza: Gevsek bag dokusundan olusur. Blyik bronglarda bu bdlgede
serdomukoz bezler bulunur.

iv. Kikirdak Tabakasi: Devamliligi olmayan hiyalin kikirdak yapisindaki plakalardan
olusur.

v. Adventisya: Komsu yapilarla devamliligi sadlayan tabaka olup gevsek bag dokusu

yapisindadir.
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Bronslarin ¢aplar azaldidinda kikirdak plakalar gittikge kigulur ve bronsiollerde
gbzden kaybolur. intrapulmoner bronslarin duvarindaki diiz kaslar, duvari tamamen
cevreleyen bir tabaka olusturur ve kikirdak azaldik¢ga diz kaslar artar. Baglangigta diz
kaslar devamli tabakalar seklinde olmakla birlikte bronglar kiicildigiinde diz kaslar da
devamliligini kaybeder®,
b.Bronsiyoller: Bir milimetreden daha kicik c¢apta hava iletim kanallardir.
Etraflarinda kikirdak plakalari ve subepitelyal bezler bulunmaz. Buyuk capli bronsiyoller
baslangicta yalanci ¢ok kath silli prizmatik epitelle ddselidirler. Kanal ¢aplari
klguldikce tek kath silli prizmatik epitele donlsurler. Goblet hicreleri blylk
bronsgiyollerde bulunur ve normal sartlarda terminal brongiyollerde goblet hucresi
bulunmaz. Ancak sigara i¢cenlerde ve diger irritan maddelere maruz kalanlarda goéraltr.
Bronsgiyollerden daha alt kisimlarda solunum epiteli goériimez.

Klguk brongiyoller aralarinda “Clara” hicreleri bulunan basit silli kiibik epitelle
doselidir. Brongiyolliin uzunlugu azaldik¢a silli hiicre sayisi diser, Clara hlicre sayisi
artar.

Ayrica fircamsi hicre denen bir bagska hucre tipi ile merkezi yogun granullere
sahip diffiiz néroendokrin sistem (DNES) hiicreleri de gorilebilir. Epitelin altinda bir
miktar bag dokusu ve bag dokusunun altinda diiz kas tabakasi gorulebilir. Respiratuvar
bronsiyoller; dar capa sahip olup kibik epitelle ddselidir. Baslangi¢c kisimlarindaki
epitel, silli ve Clara hcrelerini icerir, distalde Clara hiicresi daha fazladir. Siklkla
fircamsi hacreler ve DNES hucreleri gorulebilir.  Alveoller respiratuar brongiyol
[imeninin ince duvarindan ceplesmeler seklinde ayrilarak dagilir. Bu bdlgeler hava-gaz
degisimine izin verirler. Bu kisim bronsiyal agacgta gaz degisikliginin ilk goraldigu
kisimdir'®,

c. Alveoller: Solunum sisteminin kan ve hava arasindaki gaz degisikliginin goéraldigu
esas bolgeleri. Her bir Akcigerde 100 milyon alveol bulunur. 0,2 mm capinda olup
respiratuvar bronsiyoller, alveolar kanallar ve alveolar keselerin ceplesmeleri sonucu
meydana gelir. Codunlukla alveoler kanallar ve alveoler keseler araciigl ile
respiratuvar bronsgiyolle iligkilidir. Alveoler kanallar duvarsiz hava yollari olup alveoller
tarafindan sinirlandirilirlar. Alveoller, i¢erisinde ¢ok sayida kan kapillerleri bulunan ince
bag dokusu septum (interalveolar septum) ile birbirinden ayrilir'®.

d. Akciger Parankiminde Yer Alan Hiicreler:

i. Endotel hiicreleri: Kapillerleri kesintisiz olarak déseyen (pencereli degil) ¢cok ince
hdcrelerdir. Tip | alveol hicrelerinden daha acgik boyanmasi, ¢ekirdeginin biraz daha

ki¢uk ve daha ince uzun olmasiyla ayirt edilir. Cekirdek ve diger organeller bir araya
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toplanmis bodylece geri kalan sitoplazmanin son derece incelmesi saglanmistir.
incelmis sitoplazma béliimiinde pinositotik vezikiiller dikkati geker. Akciger kapillerleri
gaz als verisinden bagka anjiyotensin ve prostaglandin gibi vazoaktif maddelerin
metabolizmasinda da rol oynar (anjiyotensin, endotel hlcrelerindeki peptidaz ile aktive
olmaktadir'®.

ii. Tip I alveol hiicresi (Tip | pnémosit, kiigiik alveol hiicresi, yassi alveol hiicresi):
Alveol yuzeyini doseyen ileri derecede yassiimis hucrelerdir. Cekirdek alveol limenine
dogru biraz kabarikhk yapar. Organeller ¢ekirdek etrafinda toplanmistir. Bdylece geri
kalan kisim ileri derecede incelmistir, incelmis sitoplazmada pinositotik vezikiller
bulunur. Bu vezikuller sirfaktan siklusunda ve ylzeyin kuguk partikillerden
temizlenmesinde rol oynar.

Sitolojik olarak, yassi alveol hucreleri ve endotel hcreleri birbirlerinin aynadaki
gorintisu (simetrigi) gibidirler. Birbirlerine desmosomlarla sikica baglanmiglardir.
Aynca olusturduklari zonula okludensler ile doku sivisinin alveol bosluguna sizmasi
Onlenmigtir.

Tip | hacreleri yassi olduklarindan alveol yuzeyinin buayuk kismint (%95'ini)
orterler. Tip Il hucreleri ise oldukca fazla sayida olmalarina ragmen sekillerinden dolayi
alveol yiizeyinin ancak %5'ini érter. Tip | hiicrelerinin émiirleri 3 hafta kadardir®.

iii. Tip Il alveol hiicresi (biyiik alveol hiicresi, septal hiicre): Tip | hiicrelerine
desmozom ve zonula okludenslerle baglanmig, yuvarlagimsi kubik hicrelerdir. Boylari
Tip | hdcrelerinden daha ylksektir. Nuikleuslari da oldukg¢a biylk ve yuvarlaktir.
Ozellikle alveollerin birlestikleri ve birbirleriyle acilar olusturduklari yerlerde kiigik
gruplar yaparlar. Bu hlcre gruplarinin tepesi lumene dogru Gggenimsi ¢ikinti yapar.
Diger yerlerde Tip I'lerin arasina tek tek dagiimiglardir.

Tip Il hucreleri salgli hucrelerine benzer Ozellikler tasirlar. Organelce zengindirler.
Mitokondriler, GER, iyi gelismis bir Golgi aparati ve apikalde mikrovilluslar vardir.
Histolojik kesitlerde veziklll olarak segilen salgi maddelerinin elektron mikroskopta
birbirine paralel lamellerden olustugu (lameller cisimcik) gézlenir. Unit membranla saril
bu paralel cisimcikler fosfolipidler, glikozaminoglikanlar ve proteinler igerir. Lameller
cisimcikler surekli sentezlenip apikal ylzden salgilanirlar ve alveol yuzeye yayilip
ekstraselliler bir alveol 6Ortisl olusturan ve ylzey gerilimini dldstren pulmoner
stirfaktani olustururlar. Yizey gerilimi azalinca alveollerin havayla dolmasi i¢in daha az
solunum guct harcanir. Ayrica surfaktan ekspirasyon sirasinda alveollerin
kapanmasini (kollabe olmasini) da dnler. Son yillarda surfaktanin bakterisidal bir etkisi

oldugu da ileri strtilmektedir.
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Normalde 24 haftalik insan fetustnde Tip Il hicreleri tam olarak olgunlagmigtir
ve siurfaktan maddesini salgilarlar. Yetersiz surfaktan Gretimi (6zellikle prematirelerde)
respiratuvar distress sendromuna yol acar. Béyle bebeklerde alveollerin genislemesi
guclestiginden ve ekspirasyonda alveollerin kollabe olmasindan dolaylr solunum
gucligu vardir.

Sirfaktan tabakasi duragan degildir. Strekli olarak yenilenir. Tip | hicrelerinin
pinositotik vezikulleri, makrofajlar ve Tip Il alveol hucreleri tarafindan surekli yizeyden
yavas yavas alinir. Béylece siirekli bir salinim ve emilim déngiisii vardir'®,

iv. Alveolar makrofajlar (toz hiucreleri): Kemik iligi kdkenli monositlerden
kaynaklanirlar. Fonksiyonlarini hem septumun bag dokusunda hem de alveolin hava
araliginda gosterirler. Hava ile alveollere kadar gelebilen toz, polen gibi partikulleri
fagosite ederler. Brons agacindan mukus icinde farinkse dogru c¢ikip, 6ksuirikle disari
atilir ya da yutulurlar. Diger bir kisim makrofajlar ise septum bag dokusuna girer ve
orada vyerlesir. Burada fagosite materyalle dolu makrofajlar hayat boyu kalabilirler
(alveol icine gecgenler ise ortalama 4 gln yasayabilir). Bdylece otopsilerde sigara
icenlerin akcigerlerinde karbon partikilleriyle dolu alveolar ve septal makrofajlar
bulunur. Kalp yetmezliginde akcigerlerden kalbe kan doénisu yeterli olmadigindan
akciger damarlarinda fazla kan birikir ve bazi eritrositler damar digina ¢ikar. Eritrositleri
fagosite eden makrofajlar demirli pigmentle yuklu hale gelir. Boyle makrofajlara kalp
hatasi hiicreleri ya da siderofaj denir'®.

v. Clara Hiicreleri: Prizmatik, silsiz, kisa ve kit mikrovilluslara sahip, apikal yuzeyleri
kubbe sekilli hucrelerdir. Apikal sitoplazmalarinda glikoprotein igceren ¢ok sayida salgi
granulleri bulunur. Bu hucrelerin, bronsiyol epitelini salgi Grunleri ile kaplayarak
koruduklarina inanilir. AGER’lerindeki sitokrom P-450 enzimleri ile havadaki toksinleri
etkisiz hale getirirler. Brongiyol yuzey gerilimini azaltan, Surfaktan benzeri (lipoprotein
yapida) madde dretirler. Bronsiyol epitelini yenilemek icin boliinirler'®'%’.

e. interalveolar Septum: Hava-kan bariyerinin de bulundugu bélgedir. iki komsu alveol
arasinda bulunur, her iki tarafi da alveoler epitel ile désenmistir. Septum, ince
bdlgelerde yalnizca devamli bir kapiller ve onun bazal laminasindan olusabilir. Kalin
bdlgelerde interalveolar septumu olusturan yapilar sunlardir:

i. Alveol epitel hicreleri

ii. Alveol epitelinin bazal laminasi

ili. Kapiller endotelin bazal laminasi

iv. Zengin devaml kapiller agin endotel hucreleri
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v. Diger bag doku elemanlari (fibroblast, makrofajlar, mast hicreleri, lenfoid elemanlar,
kollagen lifler ve elastik lifler)

f. Kan-Gaz (kan-hava) Bariyeri: Gazlarin degis-tokus yapildigi interalveolar septumun
en ince yeridir. Su yapilardan olusur:

i. Surfaktanin monomolekuler tabakasi

ii. Tip | pndmositler

ili. Devamli kapillerlerin endotel hucreleri

iv. Tip | pndmositlerin ve kapiller endotelinin ortak, kaynasmig bazal laminasi

Alveolar septumun ince kisminda gaz degisimi gergeklesirken, kalin kisminda
ise doku sivisinin toplandigina inanilir. Terminal brongiyollerin bag dokusundaki
lenfatik damarlar kalin kisimdaki siviyi direne eder'®.

g. Stromal Hiicreler: Fibroblastlar, kollajen, elastik lifler ve ara maddeyi
(glikozaminoglikanlari) sentezler. Kollajen parankimal kitlenin %15-20'sini olusturur.
Kollajen baslica tip | ve tip Il kollajendir. Akcigerde bircok hastalikta kollajen sentezi
artmaktadir. Solunum gugligine yol acan 100'den fazla hastalik akciger fibrozisi ile
birliktedir. Mast hticreleri, bag dokusunun oldugu her yerde gértldiginden burada da
gorular. Kontraktil hiicreler alveol epitelinin bazal yuzine baglanirlar (endotele degil).
Kasildiklarinda alveol Iumeni daralir, invitro olarak, histamin ve epinefrin gibi
farmakolojik ajanlarin akciger parankim dokusunda kontraksiyona sebep oldugu
gosterilmistir'®.

Il. Akcigerin Embriyolojik Geligimi:

3. haftanin sonunda &én bagirsaktan ayriima sirasinda trakeadan akciger
tomurcugu ve bronsiyal tomurcuk denen iki lateral c¢ikinti sekillenir. 5.ci haftanin
basinda bu tomurcuklardan her biri sag ve sol ana bronslar olusturmak igin blyurler.
Daha sonra sagda Ug¢, solda iki sekonder bronsa ayrilarak, sag akcigerde g, sol
akcigerde iki lobun gelisecegi belirlenmis olur.

Akciger tomurcuklarn kaudal ve lateral yonde blylimeye devam ederek vicut
boslugunun igine dogru genislerler. Bu sekildeki bliylme ile akcigerlerin genisleyecegi
perikardiyo-peritoneal araliklar daralir. Bu araliklar 6n barsagin her iki yaninda bulunur
ve kademeli olarak genisleyen akciger tomurcuklari ile dolar. Sonugta plevraperitoneal
ve plevraperikardial katlantilar, perikardioperitoneal kanallari periton ve perikard
bosluklarindan ayirirlar. Bunlarn takiben geriye kalan aralik primitif plevral kaviteleri
olusturur. Akcigerlerin digini 6rten mezoderm visseral plevrayl olusturur. Vicut

duvarinin i¢ kismini gevreleyen somatik mezoderm tabakasi ise pariyetal plevraya
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donusur ve Uzerleri periton zari ile orthlur. Pariyetal ve visseral yapraklar arasinda
kalan bosluga da plevral bosluk denir.

Gelismenin daha ileri evrelerinde sekonder bronslar tekrar tekrar dikotamoz
sekilde (dichotomous bdélinme: daima ikili bélinme) boélindr ve sag akcigerde 10, sol
akcigerde 8 adet tersiyer (segmental) brons olusturarak akcigerdeki bronkopulmoner
segmentleri meydana getirmis olur. 6. ayin sonunda yaklasik 17 yeni brons
jenerasyonu olusmus olur. Bronsiyol aga¢ son seklini almadan postnatal yasam
suresince 6 ek boluinme daha olacaktir. Dallanma akciger tomurcugu endodermi ve
tomurcugu c¢evreleyen splanknik mezoderm arasindaki epitel-mezensim etkilesimi ile
kontrol edilir. Mezodermden génderilen dallanma sinyalleri fibroblast biylime faktora
(fibroblast growth factor) ailesinin Gyeleridir. Bu yeni bélinmeler olusurken ve brons
agaci gelisirken akcigerler daha kaudal bir pozisyon kazanir ve dogumda trakeal
bifurkasyon 4.lincii torasik vertebranin karsisina gelmis olur'®? 1%,

lil. Akcigerlerin Olgunlagmasi:

7.nci prenatal aya kadar bronsiyoller strekli olarak daha fazla ve daha kigik
kanallara bolunur (kanalikiler dénem). Kanalikller evre adi verilen bu sure iginde
damar destedi de dizenli olarak artar. Solunum ancak kibik epitelle doseli respiratuvar
bronsiyollerin bir kisminin epitellerinin ince yassi epitele dénismesi ile mimkin hale
gelir. Bu hicreler ¢ok sayida kan damarlari ve lenf kapillerleri ile yakin iligkidedir ve
cevreledikleri alan terminal kese veya primitif alveol olarak bilinir. 7.nci ayda gaz
degisimi saglayabilecek kadar yeterli kapiller damar agi mevcuttur ve prematire bebek
yasayabilecek durumdadir.

Prenatal hayatin son iki ayinda ve postnatal hayatin ilk birka¢ yili boyunca
terminal keselerin sayisi dizenli olarak artmaya devam eder. Ayrica keseleri déseyen
ve Tip | alveolar epitel hucresi olarak bilinen hucreler incelir. Epitelin incelmesi kapiller
damarlarin alveol keseleri icine dogru cikinti yapmasini kolaylastirir. Bu alveol epiteli
ve kapiller endoteli arasinda iligki ile kan-hava bariyeri olusur. Olgun alveol, dogumdan
Once mevcut degildir. 6.nci ayin sonunda endotel hiicrelerine ve dizlesmis alveolar
epitel hiucrelerine ek olarak yeni bir hucre tipi de gelisir. Bu hicreler Tip Il alveolar
epitel hicreleridir ve surfaktan Uretirler. Surfaktan, hava (alveol) boglugundaki yuzey
gerilimini digUrebilme 6zelliginde olan fosfolipidden zengin bir maddedir.

Dogumdan o&nce akcigerler klordan zengin, ¢ok az protein, bronsiyol
bezlerinden salinan biraz mukus ve Tip Il alveolar epitel hucrelerinden salinan
surfaktan iceren sivi ile doludur. Sivi igerisindeki stirfaktan miktari dogumdan énceki

son iki haftada artar.
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Dogumdan 6nce fetal solunum hareketleri baglar ve amnion sivisinin aspire
edilmesine yol acar. Bu hareketler akcigerlerin gelisimi ve solunum kaslarinin geligimi
icin dnemlidir. Dogumda solunum basladiginda akcigerlerdeki sivinin blaytk kismi kan
ve lenf kapillerleri tarafindan suratle rezorbe edilirken kugik bir kismi da dogumda
brons ve trakea yolu ile atiimaktadir. Alveolar keselerden sivi rezorbe edildiginde;
surfaktan, alveolar hicre membranlarini kaplayan ince bir fosfolipid tabakasi olarak
kalrr. ilk solunum sirasinda alveollere hava girdiginde siirfaktan tabakasi yiiksek yilizey
gerilimi ile hava-su (kan) araliginin geniglemesini onler. Yagdan zengin surfaktan
tabakasi olmadiginda, ekspirasyon sirasinda alveoller kollabe olur (atelektazi).

Dogumdan sonraki solunum hareketleri havanin akcigerlere girmesini saglar ve
bu sayede akcigerler genigleyerek plevra boslugunu doldurur. Alveollerin
blayUkliklerinde artis olmasina ragmen, akcigerlerin dogumdan sonraki blyimesi esas
olarak respiratuvar bronsiyollerde ve alveollerdeki sayica artisa baghdir. Alveol sayisi
dogumda yetiskindekinin altida biri kadardir. Geriye kalan alveollerin gelismesi
dogumdan sonraki ilk 10 yil icinde yeni primitif alveollerin sekillenmesi ile devam
etmektedir'%'°,

C. Kalbin Histolojik Yapisi ve Geligimi:

Kalp, dizenli bir pompa olarak ¢alismak Uzere katlanmig, duvari kalinlasmis bir

endotel tipudur. Kalp, sistemik kan basincinin esas elemanidir.

Kalp duvari U¢ ana tabakadan (katman) meydana gelir:

a. Endokardiyum, endotel ortlsu ve subendotel bag dokusundan olusur.

b. Miyokardiyum, ¢izgili kalp kasi liflerinin islevsel bir sinsisyumu olup, atriyum kasi,
ventrikul kasi ve 6zellesmis (uyarici ve iletici) kas liflerini olusturur.

c. Epikardiyum, dislk strtinme ylzeyine sahip olan ve seroza adi verilen perikardiyal
aralikla baglantili mezotel ile déselidir'"".

a. Endokardium: Kalbin igini déseyen parlak ince bir zardir. Atriumlarda kalin
ventrikullerde daha incedir. Kan damarlarinin kalbe girip ¢iktigi yerlerde damarin intima
tabakasi ile devam eder. Endokardium ¢ laminadan olusur.

i.Endotel: Tek kath yassi epiteldir.

ii. Subendotel: Gevsek bag dokusudur

iii.Subendokardiyal tabaka: Gevsek bag dokusudur sinirler damarlar ve purkinje
lifleri bulunur. Purkinje hucreleri modifiye olmus kas fibrilleri olup ventrikullerin
subendokardium tabakasinda yerlesiktirler. Bu fibriller 6zellesmis uyari iletim sistemi
gorevi Ustlenmiglerdir. Kalp kasi hiicrelerinden ayirt edilmeleri zordur. S6zU edilen bu

iki hucreyi birbirinden ayirt ederken, Purkinje liflerinin kalp kasi liflerine oranla daha az
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myofibril icermeleri ve yine Purkinje liflerinin kas liflerinden daha fazla sitoplazma
icermesi dikkate alinmalidir'*.

b. Myokardium: Kalp kasi denilen modifiye ¢izgili kastir. Kalp kasi hucreleri iki tiptir.

i. Kontraktil hiicreler,

ii. Impuls Greten ve ileten hiicreler

Kalp kasi atriumlarda ince ventrikillerde kalindir. Atriumun dis béliminde
kaslar transvers ve oblik seyirlidir. Atriumun i¢ bdlimindeki kaslar her iki atriumda
birbirinden bagimsiz olarak dis tabaka kaslarina dik ag¢i yaparak dizenlenirler. En igteki
kaslar atriumun airukula bdliminde bir kabarti yapar (m.pektinatum). Ventrikil kaslari
degisik yonlerde seyrederek birgok tabakalar yaparlar erigskinde kompakt bir kitle
olusturan kas lifleri embriyoda stingersi bir ag seklindedir. En igteki kalp kaslari kalbin
fibréz iskeletine tutunmaktadir'™".

Kalp kasini olusturan kas lifleri bazi yonleri ile iskelet kasi liflerine, diger bazi
yonleri ile de duz kas liflerine benzerler. Miyofibrillerinin enine c¢izgili olmasindan -
bantlasma géstermesinden- 6tirl, kalp kasi lifleri, iskelet kasina benzerler. Kalp
kasinin, diger kas liflerinde bulunmayan 6zellikleri de vardir. Kas lifinin tek ¢ekirdek
icermesi ve bu cekirdedin de lifin merkezinde yerlesmis olmasindan dolayi kalp kasi,
diz kasa benzer. Bu Ozelliklerinden biri, kas liflerinin yan dallar (kollateraller) ile
birbirlerine baglanmalari, digeri ise kalp kasi hilcrelerinin ézel bir bicimde pes pese
baglanmalaridir. Bdylece kalp kasi 3 boyutlu bir ag sistemi meydana getirir.
Kollateraller ile birbirine baglanan bir miktar kas lifi bir demet olusturur. Kalp kasini
meydan getirmek Uzere bu demetler degisik yonlerde seyrederler. Bu durumdan 6tiri
preparatlarda enine, boyuna ve verev (oblik) kesilmis demetlerle Kkarsilasilir.
Demetlerdeki kas liflerinin aralarinda, iskelet kasinda oldugundan daha bol miktarda
kan damari bulunur. Kalp kasi liflerinin boylari 100 mikron, kalinliklari ise 15 mikron
kadardir. Pes pese eklenen kalp kasi liflerinin arasindaki baglanti bélgeleri, her zaman
Z cizgisi hizasindadir ve 1sik mikroskobunda Z ¢izgisinden daha kalin bantlar halinde
gorunurler. Bu baglanti alanlari interkalar disk (diskus interkalaris) olarak isimlendirilir.
Bu baglanti alanlari interkalar disk (diskus interkalaris) olarak isimlendirilir. Uguca gelen
kas lifleri nadiren duz bir interkalar disk ile birbirlerine baglanirlar. Baglanti yerleri
¢ogunlukla, merdiven basamaklari gériniminde olan birkag¢ disk igerir. Bu baglant
yerleri ayni zamanda, uyarimlarin hicreden hucreye iletiimesini saglarlar. En belirgin
baglanti yerlerine muskulus papillaris’lerde rastlanir. Kalp kasi liflerinde bulunan
miyofibriller, iskelet kasi liflerindeki miyofibrillerden biraz daha kalindir, fakat onlarla

ayni yapiya sahiptir.
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Kalp kasi liflerinde ayrica (6zellikle atrial kaslarda), atrial natritiretik faktér (ANF)
ve beyin natrilretik faktor (BNF) adi verilen hormonlari iceren sarkoplazmik graniller
bulunur. Bu hormonlar didretiktir; bébrekten renin sekresyonunu ve adrenal bezden
aldosteron sekresyonunu inhibe ederler ve ayrica vaskiler diz kas gevsemesini
stimile ederler. Bazi 6zel kalp kasi hicreleri peptid sentezlerler. Bunlar; atrial
natriiretik polipeptid, kardiyodilatin, kardiyonatrin ve atriopeptindir'®.
d.Kalbin Fibroz iskeleti: Kalp yapilarini destekleyen, kalp kasi ve kalp kapakgiklarinin
baglandigi fibréz bag dokusudur. Septum membranozum, trigonum fibroza ve annuli
fibrozum (fibréz halka)'dan olusmustur.

i. Septum membranozum: Ventrikiler septumun fibréz boélumudir. Aponevroza
benzer.

ii. Annuli fibrozum: Aorta, pulmoner arter ve atrioventrikiler kanal ¢gevresindeki fibréz
dokudur.

ili. Trigonum fibroza: Annuli fibrozum ile ostium atrioventrikularis arasindaki Gg¢gen
bigimi fibroz dokudur'"".

Il. Kardiyovaskiiler Sistemin Geligimi:

Vaskuler sistem insan embriyolarinda 3. haftanin ortalarinda artik embriyo
besinlerini sadece diffizyonla karsilayamadiginda ortaya c¢ikar. Bu evrede, ge¢
presomit embriyonun splanik mezoderm tabakasindaki mezengimal hticreleri godalirlar
ve anjiyogenik demetler (kan adaciklari) olarak adlandirilan izole hiicre kimelerini
olustururlar (Hucreleri angioblastlar).

Baslangigta kiimeler embriyonun yan taraflarinda yerlesikken, sonradan bas
bdlgesine yéniinde hizla yayilirlar. Zamanla bir limene sahip olurlar ve at nali bigimli
kicuk kan damarlari agini olustururlar. Bu agin anterior merkezi boélgesi kardiyogenik
alan olarak adlandinlir ve bu bdlgenin Gzerindeki intraembriyonik sélomik kavite daha
sonra perikardiyal kavite icine dogru gelisir. At nali bi¢cimli pleksusa ek olarak, diger
anjiyogenik kiimeleri bilateral olarak paralel olarak ortaya ¢ikar ve embriyonik bdlgenin
orta hattina yaklasirlar. Bu demetler de bir limen edinirler ve dorsal aorta olarak
adlandirilan bir ¢ift uzun damari olustururlar. Daha sonraki evrelerde bu damarlar kalp
tiplinl olusturacak at nali bicimli pleksusla baglanti kurarlar''®. Sézi edilen evreler

asagida 6zetlenmigtir:

a. Kalp Tupuniin Olusumu ve Pozisyonu: Baslangi¢ olarak, kardiyogenik alanin
merkezi kismi prokordal plagin ve néral plagin anteriorunda yerlesiktir. Noral tipun
kapanmasi ve beyin vezikullerinin olusumundan sonra MSS, bas bdlgesine dogru

merkezi kardiyojenik alan ve gelecekteki perikardiyal bogsluk Gstline dogru hizla blyur.
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Sonug olarak, prokordal plak (gelecekteki buccopharyngeal membran) ve kardiyojenik
plagin merkezi kismi ileri dogru gekilir. Daha sonra transvers aksisi boyunca 180°
doéner. Sonugta kardiyojenik plagin merkezi kismi ve perikardiyal bosluk,

buccofaringeal membrana sirasiyla ventral ve kaudal olarak yerlesir.

Sefalokaudal fleksiyonla es zamanli olarak, orijinal olarak yassi embriyonik alan
transvers yonde kivrilir. Sonugta 2 lateral endokardiyal tup birbirine yaklagir ve
kaynasir. Kaynasma sefalik ugtan baslar ve kaudal uca dogru ilerler ve tek bir
endokardiyal tlp sekillenir.

Gelisen ilkel kalp tlpd, perikardiyal kaviteye dogru giderek biylr. Baslangicta,
tlp, perikardiyal boslugun dorsal kenarina dorsal mesokardium olarak adlandirilan bir
mezodermal doku kivrimi ile asili kalir. Ventral mesokardiyum hi¢ olusmaz. Geligim
ilerledik¢e dorsal mesokardium da ortadan kalkar.

Bu olaylar gerceklesirken, endokardiyal tiiplere komsu olan mezoderm giderek
kalinlasir ve epimiyokardiyal mantoyu olusturur. Bu tabaka endotelyal tiipten dnceleri
kardiyak j6le olarak adlandinlan bir madde ile aynhr. Daha sonra bu madde
endotelden kaynaklanan huicrelerle istila edilir. Sonugta, kalp tupunun duvar 3
tabakadan olusur:
i-Kalbin i¢ endotel désemesini olusturan endokardium,
ii-Muskuler duvari olusturan miyokardiyum,
ii-TUplin digini drten epikardiyum ya da visseral perikardiyum'%%,

b. Sinus Venosus’un Geligimi: Sinus venosus c¢ift yapisini kalp tlpdndn diger
yapilarindan daha uzun sire devam ettirir. 4.haftanin ortasinda kiiglk transvers parga
ile sag ve sol sinlis boynuzlarindan olusur. Her boynuz kani 3 6nemli venden alir.

i. Vitellin ven: Vitellus kesesinden kani embriyoya getirir.

ii.Umblikal ven: Plasentanin embriyonik kismi olan choriondan oksijenden zengin kani
embriyoya getirir.

ili. Kardinal ven: Embriyo govdesinden kani getirir.

Baslangigta sinus ve atrium arasindaki birlesim genistir. Daha sonra sinisln girisi saga
dogru degisir. Bu degisim esas olarak gelisimin 4. ve 5. haftasi sirasinda ventz
sistemde ortaya ¢ikan kanin soldan saga santi nedeniyle olur.

c. Kalp Septumlarinin Olugsumu: Kalbin blylk septumlarinin olusumu geligsimin 27.
ve 37. haftalari arasinda sekillenir. Embriyo bu dénemde 5 mm den 16-17 mm ye kadar
biyir. iki aktif olarak biiyiiyen doku kiitlesi kaynasincaya kadar birbirlerine dogru
bayurler ve lumeni, 2 ayri kanala ayirirlar. Atrioventriktler kanallar, aortik ve pulmoner

kanallarin olusumuna yardimci olurlar.
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Genisleyen kisimlarin buydmesi dar parganin her kenarinda devam ettiginde, 2 duvar
birbirine yaklasir ve hatta kaynagirlar ve bir septum olusur. Bdyle bir septum, orijinal
limeni asla tamamen bdlemez ancak iki genisleyen bodlge arasinda baglayici dar bir
kanal geride birakir. Genellikle komsu alanlarda ¢ogalan hicrelerin olusturdugu bir
doku ile ikincil olarak kapanir. Béyle bir septum, atriumlari ve ventrikulleri bélmek igin
sekillenir'®.
d. Atriumun Boélmelenmesi: Dordincl hafta sonunda orak bigimli membrandz bir
yapl, atriumun tavanindan limene dogru blyimeye baslar. Bu yapi septum primumun
ilk parcasidir. septumun 2 kolu atrioventrikiller kanaldaki endokardiyal yastikgiklara
dogru buydr. Septum primumun alt agzi ile endokardiyal yastik¢iklar arasindaki agiklik
ostium primumdur. Geligimin ilerlemesi ile, superior ve inferior endokardiyal yastik¢iklar
genislemeleri septum primum kenarlari boyunca buylrler ve yavas yavas ostium
primumu kapatirlar. Kapanma tamamlanmadan énce septum primumda perforasyonlar
goralir. Bu perforasyonlar birlestiginde, osteum secundum sekillenerek sag atriumdan
sol primitif atriuma kanin serbest¢ce akmasini saglar.

iki atrial kavite arasindaki gecis, oblik olarak uzamis bir yariktir ve sag
atriumdan kan, sol atriuma bu aciklik icinden akar. Dogumdan sonra akciger dolagimi
basladidinda sol atriumdaki basing¢ artar ve foramen ovale septum secumduma dogru

itilirek agiklik fizyolojik olarak kapanir, atrium sag ve sol olarak ayrilir'®.

i. Semilunar Kapaklar: Truncus bdlmelenmesi hemen hemen tamamlandidinda,
semilunar kapak onculleri kuguk tuberkiller olarak gérulmeye baslar. Bu tuberkiller
esas truncus sigkinlikleri Ustindedir ve her biri sirasiyla pulmoner ve aortik kanallari
olusturacaktir. Kaynasmis truncus siskinliklerinin karsisinda 3. tiberkil her iki kanalda
ortaya c¢ikar. Giderek tlberkiller Ust ylzeylerinden ¢dkerek semilunar kapaklar
olustururlar. Bu sureg, 16 mm lik evrede iyi gelismigtir ve 40 mm lik embriyoda

tamamlanmistir'®2.

Ozetle; glinimiize degdin B. antracis’in toxinleri ile ilgili birgok ¢alisma yapilmig
olmasina ragmen bu toksin bilesenlerinin tek basina patolojik degisiklige neden olup
olamayacagi konusunda herhangi bir bilgi bulunmamaktadir. Ayrica bu toksinlerin
embriyolojik dénemdeki etkilerine ya da yol acabilecekleri olasi ultra-striktirel veya
morfometrik degisikliklere iliskin herhangi bir calisma yapiimamistir. Bu ¢alismanin
amaci B. antracis tarafindan Uretilen oéldartich faktér'in (LF) erigkin, yavru ve gebe
siganlar Uzerinde kullaniimasi ile sican embriyo ve fetlslerinin ¢esitli dokularinda

ortaya ¢ikabilecek olasi etkilerin belirlenmesidir.
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GEREC VE YONTEM

Atatirk Universitesi Rektérliginiin BAP-2007/13 protokol no’lu proje destek
fonu ile desteklenen bu galisma, Atatiirk Universitesi Deneysel Arastirma ve Uygulama
Merkezi'nin ve Atatirk Universitesi Saglik Bilimleri Enstitisi’'nin Etik Kurullari
tarafindan onaylandi.

3.1. Hayvanlar:

Calismada, Atatiirk Universitesi Deneysel Arastirma ve Uygulama Merkezi'nden
saglanan toplam 32 adet Sprague Dawley cinsi sigan kullanildi. Tim hayvanlar steril,
12 saat aydinlik 12 saat karanlik ortamda, oda sicakliginda (22-24° C) tutuldu. Tiim
gruplardaki hayvanlara sinirsiz yem ve musluk suyu tilketme olanagi saglandi.

3.2. Deneysel Prosediir:

Bu calismada kullanilan hayvanlarin yaslari, fizyolojik dagilimlari ve olugturulan gruplar
asagida siralanan sekildeydi;

Embriyo ve fetiislerin elde edilebilmesi i¢in sicanlarda gebeligin olusturulmasi:

1. 12 adet 10 haftalik erigkin disi sican, her bir kafeste 2 denek olacak sekilde 6 kafese
yerlestirildi. Gebeligin olusabilmesi icin her kafese, 1 gece boyunca kalmak Uzere birer
erkek sican birakildi (erkek-disi orani Y2 olacak sekilde) ve ertesi giin erkek si¢anlar
kafeslerden cikarildi. Gebelik 6lgutl olarak, vajinal tikag olusumu degerlendirildi.
Vajinal tika¢ varligi gbézlenen siganlarin gebeligin 0. guninde olduklari kabul edilip
islemlere devam edildi.

Grup l. 12 glinliik embriyo grubu
Kontrol (Grup la) ve deney grubu (Grup Ib) embriyolarin elde edilmesi:

a. 6 adet disi sigan gebeliginin 11. gunune geldigine intraabdominal enjeksiyon
islemine tabi tutuldu. Bu gebe siganlardan 3’Gne (kontrol embriyolarin elde edilecegi
gebeler) bidistile su (1 ml) enjekte edilirken, diger 3 gebe sicana (deney grubu
embriyolarin elde edilecegi gebeler) bidistile su icerisinde ¢ézunmus B. anthracis letal
faktori (Anthrax Lethal Factor, Recombinant, Bacillus anthracis, Calbiochem, Merck,
Germany, Catolog no: 176900) 100 ug/kg dozunda intraabdominal yoldan enjekte
edildi. Bu islemden sonraki 24. saatte, gestasyonun 12. glnindeki si¢anlar intra-
muskiiler uygulanan ketamin (Ketalar®, Pfizer; istanbul) ve ksilazin (Rompun®, Bayer;
istanbul) anestezisi altinda oldiiriilerek abdominal bosluklari acgildi ve embriyolari
cikarildi. 12 glnlik embriyolar, 1sik ve elektron mikroskobik takip islemlerine alindi ve

ayrica stereolojik yéntemle de degerlendirildi.
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Grup ll. 16 glinliik fetiis grubu
Kontrol (Grup lla) ve deney grubu (Grup llIb) fetiislerin elde edilmesi: Gebe
siganlardan diger 6 tanesi, gebeligin 15. glnine geldigine yukaridaki isemler aynen
tekrarlandi. Kontrol fetuslerin elde edilecegi 3 adet gebeye intraabdominal bidistile su
(1 ml) enjekte edilirken, son 3 gebe sicana (deney grubu fetlslerin elde edilecegi
gebeler) bidistile su icerisinde ¢dzinmuls B. anthracis letal faktdéri (Anthrax Lethal
Factor, Recombinant, Bacillus anthracis, Calbiochem, Merck, Germany, Catolog no:
176900) 100 pg/kg dozunda intraabdominal yoldan verildi. Bu islemi takiben 24.
saatte, gestasyonun 16. glnindeki sicanlar intra-muskiler uygulanan ketamin
(Ketalar®, Pfizer; istanbul) ve ksilazin (Rompun®, Bayer; istanbul) anestezisi altinda
Oldurulerek fetUsleri c¢ikanldi. 16 gunluk fetusler acilip organ yerlesimleri tespit
edildikten sonra doku o6rneklerinin alinmasina gegcildi. 16 glnlik fetis karaciger,
akciger ve kalp oérnekleri i1sik ve elektron mikroskobik takip islemlerine alindi ve ayrica
stereolojik ydontemle de degerlendirildi.

Grup lll. 10 guinliik kontrol ve deney grubu yavru siganlar:

Bu gruplarin olusturulmasi igin 10 adet 9 glnlik yavru sigana intra-abdominal
enjeksiyon uygulandi. Bunlardan 5 tanesine (kontrol yavrular, Grup llla) sadece 1 ml
bidistile su, diger 5 tanesine ise (deney grubu yavrular, Grup llIb) bidistile su icerisinde
¢6zinmus B. anthracis letal faktorli (100 ug/kg) (Anthrax Lethal Factor, Recombinant,
Bacillus anthracis, Calbiochem, Merck, Germany, Catolog no: 176900) enjekte edildi.
Bu islemi takiben 24. saatte, yavru sigcanlar 10 glnlik olduklarinda intra-muskuler
uygulanan ketamin (Ketalar®, Pfizer; istanbul) ve ksilazin (Rompun®, Bayer; istanbul)
anestezisi altinda oldurilerek organ drneklerinin alinmasina gegcildi. Yavrulardan elde
edilen karaciger, kalp ve akcigerler i1sik ve elektron mikroskobik ydntemlerin yani sira
stereolojik ydontemle de degerlendirildi.

Grup IV. Erigkin kontrol ve deney grubu disi siganlar:

10 adet 10 haftalik erigkin disi sican kullanildi. Bu si¢canlardan 5 tanesine
(kontrol erigkinler, Grup IVa) sadece 1 ml bidistile su, diger 5ine (deney grubu
erigkinler, Grup IVb) 1 ml bidistile su icerisinde ¢ézliinmus B. anthracis letal faktért (100
Ma/kg) (Anthrax Lethal Factor, Recombinant, Bacillus anthracis, Calbiochem, Merck,
Germany, Catolog no: 176900) intra-abdominal yoldan enjekte edildi. Bu islemi takiben
24. saatte, intra-muskiiler uygulanan ketamin (Ketalar®, Pfizer; istanbul) ve ksilazin
(Rompun®, Bayer; istanbul) anestezisi altinda denekler feda edildi. Eriskin disilerden
elde edilen karaciger, kalp ve akcigerler 1sik ve elektron mikroskobik yéntemlerin yani

sira stereolojik yontemle de degerlendirildi.
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Ayrica vicudu agirhkh olarak su igeren fetlslerin toplam hacimleri Cavalieri
prensibinin yani sira suya daldirma metodu ile de dlgulda.

Sirasiyla erigkin, yavru ve fetlis gruplarinda uygulanan diseksiyon islemleri ve

fetlis hacimlerinin suya daldirma metodu ile dl¢iimesi Sekil 1'de gésterilmistir:

Sekil 1: A, B, C ve D de sirasiyla erigkin (A, B) ve yavru (C, D) siganlar Uzerinde
gerceklestirilen diseksiyon islemleri gosterilmistir. E, F ve G de sirasiyla disekte edilmis bir sican
karacigeri (E), 16 glnlUk bir sican fetlst (F) ve bu fetlstin taze hacminin suya daldirma metodu
ile 6lgllmesi gortlmektedir (G). Bar: 2 cm.
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3.3. Histolojik islemler

3.3.1 Doku Hazirlama Prosediirleri

3.3.1. a. Isik Mikroskobik Takip islemi:

Bu calismada mikroskobik takip islemleri icin kullanilan kimyasallar Merck® marka idi
(Merck KGaA, Darmstadt, Germany).

Isik mikroskobik dizeyde histolojik ve stereolojik takip iglemleri icin genel
anestezi uygulanan embriyo, fetls, yavru ve erigkin sigcanlardan alinan doku érnekleri
kod numaralari verilerek icinde %10’luk formaldehit bulunan kig¢lk kavanozlara alindi.
Ardindan doku takip iglemlerine gecildi.

Bu amagla dokular sirasiyla;

4 saat boyunca akarsuda yikanma islemini takiben dehidratasyon igin;

% 70’lik etil alkol 4 saat

% 80’lik etil alkol 1 gece

% 90’k etil alkol 60 dakika

Absoll alkolde 120 dakika bekletildi.

Dokulari seffaflastirmak icin; % 96’lik alkol ve ksilen ile 1/1 oraninda hazirlanan
solisyonda dokular 15 dakika, saf ksilende 30 dakika bekletilerek, parafin serilerinden
gegcirildi. Parafin immersiyonu islemi i¢in dokular, 1/3 oraninda ksilen ve erimis boncuk
parafin karisiminda 60 C'lik etiivde 1 saat birakildiktan sonra, saf sivi parafinde 60 C'lik
etivde 120 dakika bekletildi. Son iglem olarak, saf sivi parafin icerisinde bir gece
boyunca oda sicakliginda bekletilen dokular parafin bloklara gomuldu (Sekil 2). Bu
asamada, embriyo ve fetusler bloklara gdmulurken sol yanlari Gzerine yatirldi.

Parafin bloklardan mikrotom (Leica RM2125RT, Japan) ile kesilen 5-6 pm
kalinhgindaki kesitler cam lamlar Gzerine alindiktan sonra Hematoksilen-eozin (H-E) ile
boyandi ve histolojik yapiyr dederlendirmek amaciyla kamera (Nikon DS-Fi1, Japan)
atacmanlh 1sik mikroskobunda (Nikon Eclipse E600, Japan) incelenerek fotograflari
cekildi.
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3.4. Alinan Kesitlerin Stereolojik Metotla Degerlendirilmesi:

Stereolojik dlglimlerimiz Cavalieri hacim 6lgim metoduna dayanmaktadir. Bu
metodun ilk dnemli kuralina gore, ilgilenilen objenin hacmini hatasiz olarak hesaplamak
icin esit uzaklikta, paralel ve seri kesitler kullanildi'™. Séz konusu seri kesitlerin eldesi
icin Oncelikle calisilan organlar sistematik rasgele olarak o6rneklendi (Sekil 2A).
Ornekleme sonucunda elde edilen doku parcalari yukarida anlatilan sekliyle rutin takip
isleminden gegcirildi ve taze parafin igerisinde bloklandi.

Bu bloklardan her bir organi temsil eden herhangi birisi secilerek yapilan bir 6n
calismayla, ilgili organlardan alinacak kesit kalinhigi marji belirlendi. Bu islem yine
stereolojinin temel prensiplerinden “hata katsayisi” géz o6ninde bulundurularak

121114

gerceklestirildi Bu aralik belirlendikten sonra vyine kurallar dahilinde olan

sistematik rasgelelik dikkate alinarak ilgili organdan gecgen tim géruntiler elde edilerek

degerlendirildi""”

. Alinan seri kesitlerden Olympus BX51 marka kamera atagmanli
mikroskop vasitasiyla x4 IUk objektif ile elde edilen resimler (Sekil 2) adobe
photoshop® programi ile ilgili alan Gzerine yine sekil 2 de ve 2. sttunda goérilen noktali
Olcum cetveli dusurllerek degerlendirildi (Sekil 2). Kesit profilinin hesaplandigi alana
gOre hazirlanmis noktali dlgim cetvelinin boyutu k=2,5 mm seklindeydi.

Noktali dlgiim cetvelinin nokta yogunlugu uygun HK (Hata katsayisi= coefficient
of error)'a goére belirlenmis seri 151k mikroskobik goérinti sayisi gdéz 6ntne alinarak

belirlendi'"®""”

. HK, Gundersen and Jensen’in 1987’de gelistirdikleri formile gore
hesaplandi'*®. Kabul edilebilir HK (hata katsayisi) elde edebilmek icin yaklasik 13-15
kesitin yeterli oldugu tesbit edilerek ¢alisma buna goére yapildi.

Kesitler Gzerinde hesaplar yapilirken seri kesit gértntilerindeki ilgili alanlar Gzerine
noktali dlcim cetveli rastgele olarak yerlestirildi ve ilgilenilen obje Uzerine digsen tim

noktalar sabit kurala gére sayildi (Sekil 2B).
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Eriskin Denelder (n=10)

l

Eontrol (n=5)

KC, AC ve Kalp

|

Diselsivonda
Ornekleme (1/5)

|

Kesitte Omekleme (1/50)

l

Deney (n=5)

EC, AC ve Kalp

;

Diseksiyonda
Chnekleme (1/5)

Kesitte Omekleme (1/50)

A

Yaviu Denekler (n=10)

l

Kontrol (n=5)

EC, AC ve Kalp

|

Diseksiyonda
Omekleme (112)

|

Kesitte Omelleme (1/5)

B

l

Deney (n=5)

|

KC, AC ve Kalp

|

Diseksiyonda
Omekleme (1/2)

Kesitte Ommekleme (1/5 )

Fmbriyo (n=10) ve Fetiis Denekler (n=10)

l

Kontrol (n=5)

|

Biitiiniiyle blokland: ve sola
yatld

Kesitte Ornekleme (L/5 )

|

EC, AC ve Kalp
degerlendiildi.

C

!

Deney (n=5)

-«

Riitiiniiyle blokland: ve sola
vatmld

—

Kesitte Omelkleme (15 )

—

EC, AC ve Kalp
degerlendnildi.

Sekil 2A:
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Sekil 2B: Noktall alan 6lcim cetvelinin seri olarak alinmis histolojik kesitler Uzerine
uyarlanmasi. A ve B de sirasi ile fetis karacigeri ve akcigerinden, C’ de ise eriskin
karacigerinden elde edilen 1sik mikroskobik gérintller izienmektedir.
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Her Test noktasinin temsil ettigi alan (a cm?) ve her iki Test noktasi arasindaki
mesafe k cmdir (@ cm? = k x k cm? ). Bu islemi takiben mikroskop ve monitdriin

biyiitme degerleri hesaplanan alan ile carpildi (cm?).
Volume=t (cm) x a/p (cmx cm) x (2P) cm®

Volume: karaciger hacmi
t: kesit kalinligi
alp: iki nokta arasindaki alan
2P: kesit Uzerine digen toplam nokta sayisi

V kesit planindaki ilgilenilen objenin (karaciger) hacmidir, t kesit kalinhgi, a/p
noktalar arasi alan ve ZP ise kesitteki karaciger Uzerine digen toplam nokta sayisini
gostermektedir. Her kesitte ayrn ayri yukaridaki formil kullanilarak hacim degerleri
hesaplandiktan sonra asagidaki formlle toplam karaciger hacmine ulasildi.

Total Volume = V4+ Vo+.. . +V,

Total Volume: toplam hacim
Vi: 1. kesitin hacmi
V,: 2. kesitin hacmi
V. n. kesitin hacmi

Hata katsayisi olarak adlandirilan Cavalieri metodunun kullanim seklinden
kaynaklanan hatayi mikroskobik goruntiler tUzerinde hesaplamak i¢cin Gundersen HJ ve

Jensen EB (1987) tarafindan gelistirilen asagidaki formiil kullanildi'"®.

Noise=0.0724x (b/Ja)x [nx> P

Noise: kesit yuz alaninin kompleksligi

b/+a : ortalama profil sinir uzunlugu/ ayni profilin ortalama alaninin kdka
n: incelenen kesit sayisi
2P: kesit Uzerine dusen toplam nokta sayisi

Noise, 6rnegin kesit yuz alaninin kompleksligi hakkinda bilgi veren bir degerdir,

b/\/z ortalama profil sinir (boundary) uzunlugunun ayni profillerin ortalama alaninin

karekokine bolimine esittir, n incelenen kesit sayisidir ve TP batin kesite degen

toplam nokta sayidir.

Vargs(D_a)=(3-(A— Noise)—4-B+C)/12
i=1

n
Vargs(D a) : toplam alanin varyansi
i=l1

A: Pix P; B: PixPi; C:PixPi
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Rasgele sistematik 6rneklemede (SRS) VarSRS(Za) toplam alanin varyansini

i=l
gOstermektedir. Bu bilgi kesit 6rneklerinde uygun cesitliligi saglamak icin gerekli olan
yeterli kesit sayisi hakkinda fikir verir. A, B, ve C tablo 1’in sltunlarinda belirtiimis

verinin rakamsal degerlerini gostermektedir.

TotalVar = Noise +Var,

TotalVar: Toplam varyans
Noise: kesit yuz alaninin kompleksligi
Varsgs: toplam alanin varyansi

CE(ZP) _ \/T()glz;Var

CE: hata katsayisi
TotalVar. Toplam varyans
2P: kesit Uzerine dugen toplam nokta sayisi

HK son hesaplanan degerdir. Genellikle HK’'nin en ylksek siniri %5 olarak

kabul edilir''®.

Tablo 1: Hata katsayisinin hesaplandidi tablo

A B C
Kesit No 3 Pix P Pi X Pixq P x Py
1 30 900 840 960
2 28 784 896 1008
3 32 1024 1152 1056
4 36 1296 1188 1260
5 33 1089 1155 1254
6 35 1225 1330 945
7 38 1444 1026 988
8 27 729 702 621
9 26 676 598 | -
10 23 529 | | -
308 9726 8887 8092
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Noise=0.0724x(b/ P
oise x( \/E)XW = 0,0724x5x55,50= 20,91

VarSRS(Za):(3-(A—N0ise)—4-B+C)/12= 3x(9726-20,91) — 4x 8887+ 8092/12 =
i=1

138,27
TotalVar = Noise +Varg _ 159,18
NT
CE(ZP) _ otaiDVar
Z = 0,0401
Volume =t (cm) x a/p (cmx cm) x ((3_P) cm® = 9,609 cm®
3.5. istatistik:

Bu cgalismanin istatistiksel analizleri SPSS 13.0 programi ile yapildi. Gruplarin
karsilagstirmalarinda Independent Samples t-Test (bagimsiz drnekler t-Testi) kullanildi.

Kiyaslamalarda her grup icin 5 denekten elde edilen bulgular kullanildi.

3.6. Elektron Mikroskobik Takip islemi:

Calismamizin bu bdéliminde 12 gunlik embriyolardan olusan 1. grup hari¢ diger
gruplarin timinden elde edilen karaciger, akciger ve kalp Ornekleri elektron
mikroskobik olarak degerlendirildi.

Bu degerlendirme icin deneklerden alinan 1 mm capindaki doku &rnekleri
%2.5'lik gluteraldehit ile 6n fiksasyon ve %1’lik fosfat tamponlu osmium tetraoksit ile
post fiksasyon igslemine tabi tutuldu. Fikse edilen dokular daha sonra dereceli aseton ve
propilen oksit serilerinden gecirilerek araldit CY 212 igerisinde bloklandi. Daha sonra
LKB Nova Bromma ultratom ile elde edilen 70-80 nm kalinligindaki ince kesitler uranil
asetat ve kursun sitrat kullanilarak kontrastlandi ve Jeol 100 SX marka gegcirimli

elektron mikroskobu altinda ultrastriktiirel agidan incelendi.
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BULGULAR
4.l. Stereolojik Bulgular:

Bu calismada bi-distile su veya tek doz LF uygulamasindan 24 saat sonra
sirasiyla kontrol ve deney gruplarindan; erigkin, yavru ve prenatal dénemlerde elde
edilen sican dokular stereolojik agidan degerlendirildi. Bu c¢alismanin kapsami
soyleydi:

1. Erigkin ve yavru sigcanlardan elde edilen kalp, akciger ve karacigerlerin isik
mikroskobik seri kesitlerinden yola ¢ikilarak; bu organlarin hacimleri Cavalieri
ydntemi ile stereolojik olarak degerlendirildi.

2. Eriskinler icin kullanilan yéntemle 12 ve 16 gunlik gebe siganlardan elde edilen
embriyo ve fetlislerin genel hacimleri ve ayrica bu deneklerin kalp, akciger ve
karaciger hacimleri de stereolojik olarak degerlendirildi.

Bu degerlendirmeler sonucunda ulasilan bulgular asagida sunulmustur:

4.1.A. Erigkin Sican Dokularina Ait Bulgular:
a. Erigkin Sigan Karacigerine Ait Bulgular:
Kontrol ve deney gruplarina ait erigkin sican karacigerlerinde yapilan hacim

degerlendirmesi sonucu elde edilen bulgular asagidaki sekilde 6zetlenmistir (Sekil 3):

Karaciger Hacmi (cm3)

14

12 -
10 4

bt

8 <

44
2 d

Kontrol Deney

Sekil 3: Kontrol ve deney grubundaki erigkin siganlara ait ortalama karaciger hacimleri
gorulmektedir + SEM; (Kontrol ve deney grubu igin; n=5).
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Kontrol ve deney grubundaki erigkin sican karacigerlerinden elde edilen 1sik
mikroskobik seri kesitler stereolojik olarak degerlendirildiginde LF uygulanan siganlarin
karaciger hacimlerinin kontrol grubundaki si¢anlarinkine kiyasla anlamh élglide arttigi

gorildi (p<0.05 Independent Samples t-Test).

b. Erigkin Sigan Akcigerine Ait Bulgular:
Kontrol ve deney gruplarina ait erigskin sigan akcigerlerinde yapilan hacim

degerlendirmesi sonucu elde edilen bulgular asagidaki sekilde 6zetlenmistir (Sekil 4):

Akciger Hacmi (cm3)

B
o —

Kontrol Deney

Sekil 4: Kontrol ve deney grubundaki erigkin siganlara ait ortalama akciger hacimleri
gorulmektedir + SEM; (Kontrol ve deney grubu igin; n=5).

Kontrol ve deney grubundaki erigkin sigcan akcigerlerinin hacim degerleri
sirasiyla 3.4 cm® ve 4.7 cm?® olarak tespit edildi. Bu sonuclar arasinda istatistiksel bir
degerlendirme yapildiginda deney grubundaki akciger hacimlerinin  kontrol
grubundakine gore anlamli dlgide arttigi sonucuna varildi (p<0.01, Independent

Samples t-Test).



47

c. Erigkin Sigan Kalbine Ait Bulgular:
Kontrol ve deney gruplarina ait erigkin sigan kalplerinde yapilan hacim degerlendirmesi

sonucu elde edilen bulgular asagidaki sekilde 6zetlenmistir (Sekil 5):

Kalp Hacmi (cm3)

-

Kontrol Deney

Sekil 5: Kontrol ve deney grubundaki erigkin siganlara ait ortalama kalp hacimleri
gorulmektedir + SEM; (Kontrol ve deney grubu igin; n=5).

Kontrol ve deney grubundaki erigkin sican kalplerinin hacim degerleri sirasiyla
1.72 cm® ve 1.93 cm® olarak hesaplandi. Bu sonuglar arasinda istatistiksel bir
degerlendirme yapildiginda deney grubundaki kalp hacimlerinin kontrol grubundakine
gore arttigi fakat bu artisin anlamh olmadidi géraldi (p> 0.05, Independent Samples t-
Test).
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4.1.B. Yavru Sigan Dokularina Ait Bulgular:
a. Yavru Sigan Karacigerine Ait Bulgular:
Kontrol ve deney gruplarinda yer alan yavru si¢an karacigerleri tzerinde uygulanan
hacim degerlendirmesi sonucu elde edilen bulgular asagidaki sekilde 6zetlenmistir
(Sekil 6):

Karaciger Hacmi (cm3)

3,5
3 -
2,5 -
2 4
1,5 -

i

0,5 -

Kontrol Deney

Sekil 6: Kontrol ve deney grubundaki yavru siganlara ait ortalama karaciger hacimleri
gorulmektedir + SEM; (Kontrol ve deney grubu igin; n=5).

Kontrol ve deney grubundaki yavru sigan karacigerlerinden elde edilen 1sik
mikroskobik seri kesitlerden yola cikilarak stereolojik olarak yapilan hacim
degerlendirmesinde LF uygulanan sigan yavrularinin karaciger hacimlerinin kontrol
grubundaki yavru sicanlarinkine kiyasla anlamh ol¢cide arttigi goéruldu (p<0.05

Independent Samples t-Test).
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b. Yavru Sigan Akcigerine Ait Bulgular:
Kontrol ve deney gruplarina ait yavru sigcan akcigerlerinde vyapilan hacim

degerlendirmesi sonucu elde edilen bulgular asagidaki sekilde 6zetlenmistir (Sekil 7):

Akciger Hacmi (cm3)

2,5 -

—

1,5

0,5 4

Kontrol Deney

Sekil 7: Kontrol ve deney grubundaki yavru siganlara ait ortalama akciger hacimleri
gorulmektedir + SEM; (Kontrol ve deney grubu igin; n=5).

Kontrol ve deney grubundaki yavru si¢can akcigerlerinin hacim degerleri sirasiyla
1.8 cm® ve 2.5 cm® olarak tespit edildi. Bu sonuclar arasinda istatistiksel bir
degerlendirme vyapildiginda deney grubundaki akciger hacimlerinin kontrol
grubundakine gére ¢cok anlamli dlgude arttigi sonucuna varildi (p<0.001, Independent

Samples t-Test).
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c. Yavru Sigan Kalbine Ait Bulgular:
Kontrol ve deney gruplarinda yer alan yavru sigcan kalpleri Gzerinde uygulanan hacim

degerlendirmesi sonucu elde edilen bulgular asagidaki sekilde 6zetlenmistir (Sekil 8):

Kalp Hacmi (cm3)

1,6

1,4 4

1,2 4

0,8
0,6
0,4

0,2 -

Kontrol Deney

Sekil 8: Kontrol ve deney grubundaki yavru siganlara ait ortalama kalp hacimleri
gorulmektedir + SEM; (Kontrol ve deney grubu igin; n=5).

Kontrol ve deney grubundaki yavru sigan kalplerinin hacimleri stereolojik olarak
degerlendirildiginde LF uygulanan siganlarin karaciger hacimlerinin kontrol grubundaki
siganlarinkine kiyasla anlamli oélgtide arttigi gorildi (p<0.05 Independent Samples t-
Test).
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4.1.C. Oniki Gunliik Embriyo Dokularina Ait Bulgular:

a. Total Embriyo Hacmi Bulgulari:

Kontrol ve deney gruplarinda yer alan 12 gunlik sigan embriyolarinin toplam
hacimlerinin stereolojik olarak degerlendirmesi sonucu elde edilen bulgular asagidaki
sekilde 6zetlenmigstir (Sekil 9):

Embriyo Hacmi (cm3)

o
w
e —

Kontrol Deney

Sekil 9: Kontrol ve deney grubundaki 12 giinlik embriyolarin ortalama total hacimleri
gorulmektedir + SEM; (Kontrol ve deney grubu igin; n=5).

Kontrol ve deney grubundaki 12 glnlik embriyolarin ortalama hacim degerleri
sirasiyla 0.27 cm® ve 0.18 cm® olarak tespit edildi. Bu sonuglar arasinda istatistiksel bir
degerlendirme yapildiginda deney grubundaki 12 glnlik embriyolarin hacimlerinin
kontrol grubundakinden anlamli dl¢clide daha dislk oldugu sonucuna varildi (p< 0.05,
Independent Samples t-Test).
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b. Oniki Gilinliuk Embriyolarin Karacigerlerine Ait Hacim Bulgular::
Kontrol ve deney gruplarinda yer alan 12 gunlik embriyolarin ortalama karaciger
hacimlerinin stereolojik olarak degerlendirmesi sonucu elde edilen bulgular asagidaki

sekilde 6zetlenmistir (Sekil 10):

Karaciger Hacmi (cm3)

0,07
0,06 -
0,05 -
0,04 -
0,03 -
0,02 -
0,01 -

=

Kontrol Deney

Sekil 10: Kontrol ve deney grubundaki 12 ginlik embriyolarin ortalama karaciger
hacimleri gorilmektedir £ SEM; (Kontrol ve deney grubu igin; n=5).

Kontrol ve deney grubundaki 12 gunlik embriyolarin karaciger hacimleri
stereolojik olarak degerlendirildiginde LF uygulanan 12 ginlik embriyolarin karaciger
hacimlerinin kontrol grubundaki siganlarinkine kiyasla anlamh dl¢iide azaldigi gorulda

(p<0.05 Independent Samples t-Test).



53

c. Oniki Gunluk Embriyolarin Akcigerlerine Ait Hacim Bulgulari:

Kontrol ve deney gruplarinda yer alan 12 gunluk embriyolarin ortalama akciger
hacimlerinin stereolojik olarak degerlendirmesi sonucu elde edilen bulgular asagidaki
sekilde 6zetlenmistir (Sekil 11):

Akciger Hacmi (cm3)

0,1

0,08 -

=t

0,06 -
0,04 4

0,02

Kontrol Deney

Sekil 11: Kontrol ve deney grubundaki 12 glnlik embriyolarin ortalama akciger
hacimleri gorilmektedir £ SEM; (Kontrol ve deney grubu igin; n=5).

Kontrol ve deney grubundaki 12 ginlik embriyolarin akciger hacimleri
stereolojik olarak degerlendirildiginde LF uygulanan 12 ginlik embriyolarin akciger
hacimlerinin kontrol grubundakilere kiyasla anlamli él¢glide azaldigi goérildi (p<0.05
Independent Samples t-Test).
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d. Oniki Gunliik Embriyolarin Kalplerine Ait Hacim Bulgular::
Kontrol ve deney gruplarinda yer alan 12 gunlik embriyolarin ortalama kalp
hacimlerinin stereolojik olarak degerlendirmesi sonucu elde edilen bulgular asagidaki

sekilde 6zetlenmistir (Sekil 12):

Kalp Hacmi (cm3)

0,035

0,03 -

0,025 <

0,02 4

=

0,015 4

0,01 T
Kontrol Deney

Sekil 12: Kontrol ve deney grubundaki 12 glnlik embriyolarin ortalama kalp hacimleri
gorulmektedir + SEM; (Kontrol ve deney grubu igin; n=5).

Kontrol ve deney grubundaki 12 gunluk embriyolarin kalp hacimleri stereolojik
olarak degerlendirildiginde LF uygulanan 12 glnlik embriyolarin kalp hacimlerinin
kontrol grubundakine goére arttig1 fakat bu artisin istatistiksel olarak anlamli olmadigi
tespit edildi (p>0.05 Independent Samples t-Test).
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4.1.D. Onalti Guinluk Sigan Fetiislerine Ait Bulgular:

a. Total Fetuis Hacmi Bulgular:

Kontrol ve deney gruplarinda yer alan sigan fetlslerinin ortalama hacimlerinin
stereolojik olarak degerlendirmesi sonucu elde edilen bulgular asagidaki sekilde

Ozetlenmistir (Sekil 13):

Fetis Hacmi (cm3)

3,3
3,14
N
2,7 4 l
2,5 -

2,3 -

21 4
1,9 4

1,7 -

1,5 T
Kontrol Deney

Sekil 13: Kontrol ve deney grubundaki fetislerin ortalama total hacimleri gérilmektedir
1+ SEM; (Kontrol ve deney grubu igin; n=5).

Kontrol ve deney grubundaki fetuslerin ortalama hacim dederleri sirasiyla 2.8
cm?® ve 2.2 cm?® olarak tespit edildi. Bu sonuglar arasinda istatistiksel bir degerlendirme
yapildiginda deney grubundaki fetlis hacimlerinin kontrol grubundakinden anlaml
Olclide daha dusuk oldugu tespit edildi (p< 0.05, Independent Samples t-Test).
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b.Fetus Karacigerlerine Ait Hacim Bulgular:
Kontrol ve deney gruplarinda yer alan sigan fettislerinin ortalama karaciger hacimlerinin
stereolojik olarak degerlendirmesi sonucu elde edilen bulgular asagidaki sekilde

Ozetlenmistir (Sekil 14):

Karaciger Hacmi (cm3)

0,5

0,45 4 'I'

0,4 4

0,35

0,3 4

0,25 Y
Kontrol Deney

Sekil 14: Kontrol ve deney grubundaki fetlslerin ortalama karaciger hacimleri
gorulmektedir + SEM; (Kontrol ve deney grubu igin; n=5).

Kontrol ve deney grubundaki sigan fetlslerinin karaciger hacimleri stereolojik
olarak degerlendirildiginde LF uygulanan sigan fetlslerinin karaciger hacimlerinin
kontrol grubundaki siganlarinkine kiyasla anlamli dl¢ide azaldigi goéruldi (p<0.05

Independent Samples t-Test).
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c. Fetuis Akcigerlerine Ait Hacim Bulgular:
Kontrol ve deney gruplarinda yer alan sigan fetlslerinin ortalama akciger hacimlerinin
stereolojik olarak degerlendirmesi sonucu elde edilen bulgular asagidaki sekilde

Ozetlenmistir (Sekil 15):

Akciger Hacmi (cm3)

0,4

—

0,35 4
0,3 -
0,25 4
0,2 -

0,15 -

0,1 T
Kontrol Deney

Sekil 15: Kontrol ve deney grubundaki fetislerin ortalama akciger hacimleri
gorulmektedir + SEM; (Kontrol ve deney grubu igin; n=5).

Kontrol ve deney grubundaki sican fetluslerinin akciger hacimleri stereolojik
olarak degerlendirildiginde LF uygulanan sigan fetlslerinin akciger hacimlerinin kontrol
grubundakilere kiyasla anlamli dl¢tide arttigi gérildi (p<0.05 Independent Samples t-
Test).
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d. Fetus Kalplerine Ait Hacim Bulgular::
Kontrol ve deney gruplarinda yer alan sigan fetislerinin ortalama kalp hacimlerinin
stereolojik olarak degerlendirmesi sonucu elde edilen bulgular asagidaki sekilde

Ozetlenmistir (Sekil 16):

Kalp Hacmi (cm3)

0,1

0,09 <

0,08 -

0,07 +

bt

0,06 <

0,05 <

0,04 T
Kontrol Deney

Sekil 16: Kontrol ve deney grubundaki fetislerin ortalama kalp hacimleri gortlmektedir

+ SEM; (Kontrol ve deney grubu igin; n=5).

Kontrol ve deney grubundaki sigan fetlslerinin kalp hacimleri stereolojik olarak
degerlendirildiginde LF uygulanan sigan fetlslerinin kalp hacimlerindeki kontrol
grubundakine goére anlamh oélgliide olmadigi gérildi (p>0.05 Independent Samples t-
Test).
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4.1l. Isik Mikroskobik Bulgular:

Bu c¢alismada tek doz LF uygulanan erigkin, yavru ve fetlis siganlardan elde
edilen karaciger, akciger ve kalp ornekleri 1sik ve elektron mikroskobik yéntemlerle
takip edilerek histolojik agidan degerlendirildi. Bu degderlendirmenin sonucunda elde

edilen bulgular asagidaki gibiydi:

4.11.1. Erigkin Sigan Grubuna Ait Isik Mikroskobik Bulgular:
4.11.1.A. Erigkin Karacigerlerine Ait Histolojik Bulgular:

Kontrol grubuna ait karaciger kesitleri histolojik olarak incelendiginde,
parankimayi olusturan hicreler (hepatositler) santral ven etrafindan baslayip lobulin
periferine ve portal alanlara dodru isinsal tarzda uzanan kordonlar olusturmaktaydi
(Remark kordonlari). Bir ya da iki hucre genisligindeki bu hucre kordonlari arasinda
hepatik sinuzoidler olarak bilinen kan damarlari bulunuyordu ve bu sintzoidlerin
kenarlarinda monontkleer fagositik sistemin (Uyesi olan Kupffer hicrelerine
rastlanmaktaydi (Sekil 17).
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Sekil 17: Kontrol grubundaki erigskin sicanlardan elde edilen karaciger kesiti. SV, santral ven;
PA, portal alan; p, parankima; hk, hepatosit kordonu; s, sinuzoid; He, hepatosit; sk, safra

kanali; d, V.porta'nin dali. Cerceveli alanlar ve kigilk resim portal alanlari gostermektedir.
Boya: HE. Bar= 80 ym.
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Hepatositler, poligonal bigimli iri hlicrelerdi; genellikle yuvarlak ya da oval sekilli
bir nikleus icermekteydi. Hicreler birbirleriyle ve sintizoidlerle komsuluk ediyordu ve
sinirlari  belirgindi. Sitoplazmalar genellikle asidofil boyanmasina karsin iglerinde
bazofil boyanmis ergasitoplazmik alanlar secilmekteydi. Genellikle 1-2 niikleoluslu tek
nikleus iceren bu hicrelerin yaninda yer yer c¢ift nikleuslu hepatositlere de
rastlanmaktaydi. Lobdllerarasi bag dokusu, altigen sekilli herbir klasik lobulin
koselerinde portal alani olusturmaktaydi. Bu alanda seyreden portal ven ve hepatik

arterin dallariyla birlikte safra kanallari da gézlenmekteydi (Sekil 18).

_ i S

Sekil 18: Kontrol grubundaki erigkin sicanlardan elde edilen karacider kesiti. n, hepatosit
nikleusu; no, nikleolus; si, sitoplazma; E, endotel hicresi; s, sintzoid; K, Kupffer hiicresi; mi,
mitoz; ince ok, ergastoplazma; kalin ok, cift gekirdekli hepatositleri gdéstermektedir. Boya: HE,
Bar= 40 pym.
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Tek doz LF uygulanan eriskin deneklerden elde edilen karaciger kesitleri
histolojik olarak degerlendirildiginde; karacigerlerde gerek blylk damarlarin gerekse

sinlizoidlerin kontrol grubundakilere nazaran dilate olduklari gézlendi (Sekil 19).

L]
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Sekil 19: Deney grubundaki eriskin siganlardan elde edilen karaciger kesitleri. SV, sentral ven;
PA, portal alan; p, parankima; s, sinlzoid; sk, safra kanali; K, Kupffer hlicresi; a, hepatosit
kordonlarinda gorilen ayriima; d, V.porta’nin ya da A. hepatika’nin dali; kalin ok, sitoplazmasi
soluk boyanan sismis hepatositler; beyaz dolgulu oklar, koyu eozinofil sitoplazmali ve piknotik
ndkleuslu hepatositler; beyaz dolgulu ok basi, ¢ekirdegi boya almamigs alanlar igeren hicreler;
yildiz, hiicresel yikim alanlari; alti ¢izili yildiz; eritrosit ve lenfoid hiicre birikimi igeren alanlari
gOstermektedir. Boya: HE, Bar=120 pm.
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Hepatosit kordonlari dizensizdi ve hepatositler arasindaki baglanti kaybi dikkat
cekmekteydi. Tek cekirdekli hepatositler arasinda, ¢ift ¢cekirdek igeren ve normalden

daha buyik olan ¢ok sayida hepatosite rastlandi (Sekil 20).

Sekil 20: Deney grubundaki erigkin sicanlardan elde edilen karaciger kesiti. s, sintizoid; kalin
ok, sitoplazmasi soluk boyanan sismis hepatositler; beyaz dolgulu oklar, cift ¢ekirdekli ve
etraflarindakilere gére daha buyidk c¢apli olduklari gértlen hicreler; ince ok, eozinofil
sitoplazmali hicreler; beyaz dolgulu ok basi, pargalanmis veya sitoplazmik igerigini kaybetmis
hicreler; ¢ift bash ok, koyu heterokromatik c¢ekirdekli hicreler; yildiz, hepatosit sinirlarinin
segilemedidi bolgeleri géstermektedir. Boya: HE, Bar= 60 um.
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Hepatosit kordonlari diizensizdi ve hepatositler arasindaki baglanti kaybi dikkat
cekmekteydi. Hepatositler ile endotel hicrelerinin ddsedigi sinlzoidler arasinda Disse
mesafesine denk gelen alanlarda genisleme de dnemli bir bulgu olarak degerlendirildi
(Sekil 20, 21).

Deney grubu kesitlerinde hepatosit kordonlarinin inceldigi ve surekliligini
kaybettigi gorildi. Bu kordonlari olusturan hiicrelerden bazilari diizenli sinirlara sahip
degildi ve parcalanmis gorinimdeydi; hicrelerin bir kismi ise vakuollerle doluydu.

Vakuollerin yerlesimi ise c¢esitlilik gdstermekteydi. Kimi hepatositlerde vakuoller

perinidkleer yerlesimliyken kimi hepatositlerde de vakuoller tim hucreyi kaplamisti
(Sekil 21).
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Sekil 21: Deney grubundaki erigkin sicanlardan elde edilen karaciger kesiti. s, sinlizoid; beyaz
dolgulu oklar, vakuolli hicreler; ince ok, eozinofil sitoplazmali ve heterokromatik ¢ekirdekli
hicreler; beyaz dolgulu ok basli, ¢cekirdek ve hicre morfolojisi bozulmus hepatositler; siyah
okbasi, hepatosit kordonlarindan ayriimis goérilen endotel hatti; ¢ift bash ok, ¢cekirdegdi kenara
itilmis hucreler; yildiz, hepatosit sinirlarinin segilemedigi boélgeler; a, hepatosit kordonlarinda
g6rilen ayrilmalari géstermektedir. Boya: HE, Bar= 60 um.
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Birgok alanda hepatositler kontrol grubundaki diizgtin sinirli yapisini kaybetmisti
ve girintili-gikintil dGzensiz bir dis ylzeye sahipti. Bu hepatositler koyu bir nikleus ve
koyu eozinofil boyanmis sitoplazma iceriyordu (Sekil 22). Bdyle hepatositlerin arasinda,
sitoplazmasinda ¢ok sayida irili-ufakl vakuoller iceren ve nikleus kromatini ¢éziimus
gibi goériinen daha soluk boyanmis hepatositler de izlendi. Bu hicreler arasinda
tamamen dejerasyona ugramis ve pargalanmis hlcre artiklarini iceren debris alanlari
go6zlendi. (Sekil 21, 22).

ML Il T ”
) C‘mf ade% e «o,-,?g L

Sekil 22: Deney grubundaki erigkin sigcanlardan elde edilen karaciger kesiti. PV, portal ven; sk,
safra kanali; s, sinlzoid; kalin ok, dizenli sinirlarini kaybetmis hepatositler; beyaz dolgulu
oklar, intra-sitoplazmik vakuol igeren kticreler; beyaz dolgulu ok basi, hidropik dejenerasyonu
olan hicreler; ince ok, sitoplazma kaybi olan ve heterokromatik g¢ekirdekli hiicreler; siyah
okbasi, hepatositler igerisindeki sitoplazmik vakuoller; gift bagh ok, nikleusu heterokromatik ve
sitoplazmasi yogun eozinofil gérinimli hepatositler; yildiz, hepatosit sinirlarinin segilemedigi
bélgeleri géstermektedir. Boya: HE, Bar= 60 um.
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Bu infiltrasyon sahasinda eozinofil sitoplazmali hicrelerin  yani sira

mononukleer hiicreler ve eritrositler de bulunmaktaydi (Sekil 23).

Sekil 23: Deney grubundaki erigkin siganlardan elde edilen karaciger kesiti. SV, sentral ven; hk,
hepatosit kordonu; s, siniizoid; p, parankima; E, endotel hiicresi; kalin ok, dizenli sinirlarini
kaybetmis ve yer yer kiiciimis hepatositler; beyaz dolgulu oklar, sitoplazma kaybi olan ve
heterokromatik c¢ekirdekli hiicreler; ince ok, sinlzoidler icerisindeki lenfoid hlcreler; yildiz,
hepatosit sinirlarinin secgilemedigi bolgeleri géstermektedir. Boya: HE, Bar=100 um.

Tek doz letal faktér uygulanan sigan karacigerlerinde, hepatosit
cekirdeklerinin de kontrol grubundaki hepatositlerin saglikli ¢ekirdeklerinden farkh
morfolojik gdriinime sahip olduklari goézlendi. Soyle ki; bu c¢ekirdekler yuvarlak
gorinimlerini kaybetmisti. Bazi ¢ekirdekler ovalimsi ya da tg¢gen sekil kazanmisti ek
olarak cekirdekleri bogumlanarak fastilye seklini almis hicreler bulunmaktaydi. Bir
kisim hepatositlerin gekirdekleri ise koyu boyanarak dizgin sinirlarini yitirmisti. Farkli
alanlarda yapilan incelemede, igerisinde bulunan vakuollerden &6tlrd sahip olduklari
kromatinin perifere dogru itildigi ¢ekirdekler gdzlendi. Portal alanlara bakildidinda;
portal alan ¢evresindeki hepatositlerin sitoplazmalarinin koyu eozinofil boyandigi tespit

edildi. Bu bodlgelerdeki kimi hepatositler etraflarindakilere kiyasla daha kiguktd.
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Hepatosit kordonlarini degerlendirirken komsu hepatosiler arasinda bulunan dilate
bosluklar dikkat cekiciydi. Deney grubuna ait karacigerler yiksek blyltmede
incelenirken cekirdekleri koyu kromatinli veya kromatini boya almamis hepatositler
tespit edildi (Sekil 22 kalin ok, Sekil 21 beyaz dolgulu okbasi, Sekil 24 ince ok). Bu
hepatosit cekirdeklerinden bazilari butinladand kaybetmisti. Cekirdedi dagimis,
kromatini kenara itilerek yassi sekil almis ya da boyutu etraflarindaki hiicrelere goére
farkh goérinen hepatositlerden bir kisminin sitoplazmasi da koyu eozinofil boyanmisti
(Sekil 24).

I' o
Sekll 24: Deney grubundak| er|§k|n sm;anlardan elde edilen karaciger kesiti. PA, portal alan; s,
sindzoid; kalin ok, bazilari oval (A) bazilari da kiglUkmus c¢ekirdekler iceren hepatositler (D);
beyaz dolgulu oklar, ¢ekirdekleri fasllye seklini almig ya da kromatini kenara itiimek suretiyle
yassilasmis hepatositler; ince ok, eozinofil sitoplazmali ve kigllmis hicreler; ¢ift bagh ok,
cekirdekleri dizgln sinirlarini kaybetmis olan hepatositler; siyah okbasi, sinlizoid duvarindaki
aktif goérinimllu Kupffer hicreleri; beyaz dolgulu okbasi, komsu hepatositler arasinda
saptanan bosluklar; yildiz, hepatosit sinirlarinin segilemedigi bolgeler; C ve D’ deki klguk
resimlerde gekirdek kromatini boya almamis hepatositler izienmektedir. Boya: HE, Bar= 40 ym.
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Bu karaciger kesitlerinde bulunan damar dallari ve sinizoidler i¢erisinde pihti olusumu
eritrosit birikimine rastlandi (Sekil 25). Karaciger parankimi icerisinde sinirlari
kaynasmis olarak goérilen hepatositlerin bir araya gelmesiyle olusan alanlara rastlandi.
Bu alanlarda sinlizoid sinirlar dizensizdi ve eozinofil sitoplazmali Kupffer hicreleri
bulunmaktaydi (Sekil 25).

sentral ven; s, sinlzoid; kalin ok, sinluzoidler igerisinde gozlenen eritrositler; p, parankima;
beyaz dolgulu oklar, devamliligini kaybetmis ya da ayrilmis hepatosit kordonlari; ince ok,
sitoplazma ya da g¢ekirdek morfolojisi bozuk gérilen eozinofil sitoplazmali ve kigllmus hicreler;
cift basl ok, intra sitoplazmik ya da intrandkleer vakuoller iceren hepatositler; siyah okbasi,
Kupffer hicreleri beyaz dolgulu okbasi, sitoplazmik icerigi tamamen bosalmis gibi goriinen
hepatositler; yildiz, damar dallari ya da sintzoidler igerisinde izlenen pihti olusumu; beyaz
dolgulu yildiz, 6lU hicrelerden arta kalan yikinti alanlari; +, hepatosit kordonlar ile endotel
hicreleri arasindaki ayriimis hat; alti ¢izili yildiz, hepatosit sinirlarinin segilemedidi bolgeleri
g6stermektedir. Boya: HE, Bar= 50 ym.
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Deney grubundaki erigkin sicanlarin karaciger kesitlerinde, organ parankimini olusturan
hepatositlerden koyu eozinofil sitoplazmali olanlarinin bir araya gelmesiyle olusan
alanlar saptandi. Bu alanlardaki hepatositlerin nikleus kromatini yarimay seklinde
kenara itilmisti (Sekil 26C, cift bash ok); bu alanlar lenfoid hlicre birikimi icermedigi igin
apoptotik hiicre kimeleri olarak degerlendirildi. Bdyle hiicreler arasinda ayrica

apoptotik cisim olasi yapilar da gézlendi (Sekil 26C ve D, siyah okbasi).

Sekil 26: Deney grubundaki eriskin siganlardan elde edilen karaciger kesiti. PA, portal alan; s,
sinlizoid; p, parankima; A, apoptotik hiicre kimesi; kalin ok, sitoplazma sinirlari secilemeyen
hepatositler; ince ok, sitoplazma ya da ¢ekirdek morfolojisi bozuk goérilen eozinofil sitoplazmali
ve kuglilmus hlcreler; beyaz dolgulu ok, iri vakuol nedeniyle niikleusu kenara itilmis hepatosit;
cift bash ok, nikleus kromatini kenara itilmis apoptotik hiicre; siyah ok basi, apoptotik cisimler;
¢cift yildiz, hepatosit sinirlarinin segilemedigi bolgeleri gdstermektedir. Boya: HE, Bar= 90 pym.
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4.11.1. B. Erigkin Akcigerine Ait Histolojik Bulgular:

Kontrol grubuna ait preparatlar histolojik agidan degerlendirildiginde normal akciger
yapisiyla uyumlu oldugu gdézlendi. Buna gdre bronglarin goblet hicreli, kinosilyali
yalanci ¢ok katli epiteli, lamina propriasi ve altindaki ince kesintili kas tabakasi diizenli
bulundu. Submukozada az miktarda seromukoz beze rastlandi. Kikirdak dokusu, yassi
kikirdak pargalari seklindeydi. Bronsiyol duvarinda kikirdak plakalar ortadan kalkmisti.
Brongiyollerde baslangicta seyrek goblet hlcresi iceren yalanci ¢ok katli kinosilyali
epitel gbzlenirken, brongiyolliin ¢api daraldikga epitelin goblet hiicresinden yoksun tek
katli prizmatik epitele donustugu izlendi. Epitelin altinda elastik liflerden zengin ince
lamina propriya ve onun altinda sirkller seyreden duz kas tabakasinin da olagan
seyrinde oldugu farkedildi. Gdzlemlerimizde terminal brongiyoller tek kath algak
prizmatik veya kibik epitel ile ddseliydi, respiratuar bronsiyoller ise tek kath kibik
epitelle déseli ve buraya acilan alveoller nedeniyle kesintiye ugramigti. Hem terminal
hem de respiratuar bronsiyollerde apikal sitoplazmalari bronsiyol limenine ¢ikinti
yapan Clara hilcrelerine rastlandi. Tek kath yassi epitelle dbseli ince duvarli uzun
kanallar olan alveolar duktuslar olagan goérunumleri icindeydi. Epitelin altinda ince
fibroelastik doku yer aliyordu ve bu kanala ¢ok sayida alveol ve alveol kesesi
aciliyordu. Akcigerin slngerimsi yapisini saglayan alveoller, tek katli yassi epitelle
dogeli kese seklindeki vyapilarini sergiliyordu. Bu yassi epitel hucrelerinin
komsulugunda kibik epitel hicrelerinin (Tip 2 pndmosit) varlidi da dikkat gekmekteydi.

interalveolar septum normal kalinlikta gériiliiyordu (Sekil 27).
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Sekil 27: Kontrol grubundaki erigkin siganlardan elde edilen akciger kesiti. TB, terminal
bronsiol; RB, respiratuar bronsiol; AL, alveol; kd, kan damari; s, sacculus alveolaris; d, ductus
alveolaris; kalin ok, bag dokusu septumlarini géstermektedir. Boya: HE, Bar= 50 pym.
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Deney grubundan elde edilen histolojik kesitlerde ilk géze c¢arpan bulgu bu
akcigerlerde ¢ok sayida kollabe olmus alveollerin bulunmasiydi. Yine deney grubu
kesitlerinde, interalveolar septumda bag dokusu artisi ve alveolar duvar kalinlagmasi
mevcuttu. Bu bag dokusu alanlar igerisinde seyreden kiglk damarlar belirgindi. Deney
grubu kesitlerinde gbéze c¢arpan diger bir bulgu da parankim icerisinde izlenen soluk
sitoplazmali hcrelerden olusan alanlarin goézlenmesiydi. Bu alanlarda yer alan

alveollerden bazilarinin duvarlarinda hyalinlesme gézlendi (Sekil 28).

septumu; AL, alveol; kd, kan damari; s, sacculus alveolaris; d, ductus alveolaris; kalin ok, bag
dokusu septumlarinda yerlesen duvari eozinofil boyanmis damar; beyaz dolgulu ok, bag
dokusu igerisinde goézlenen eozinofil sitoplazmali hiicreler; ince ok, duvarlari eozinofil boyanmis
alveoller; beyaz dolgulu yildiz, alveoller arasinda gézlenen soluk sitoplazmali hlcreler; yildiz,
duvar hatti segilemeyen alveolleri gostermektedir. Boya: HE, Bar= 60 ym.
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Tek doz LF uygulanan disilerin akcigerlerinden elde edilen gérintilerdeki diger
bir bulgu da sadece iletici kisimlarin duvarinda kalmayip respiratuar bélimde parankim
icerisine de yayillan hem nodiler hem de diffiz formdaki hicre infiltrasyonunun
varhigiydi. Bu infiltrasyonu olusturan hicrelerin genellikle plazmosit, lenfosit ve monosit
gibi mononukleer hicrelerden olustugu ve kimi yerlerde bronsiyol epiteli ve damar
duvarlarina da nufuz ettigi gorildi. Akciger parankimi incelendiginde kontrol grubunda
g6zlenmeyen periferinde uzantilar tasiyan ¢ok ¢ekirdekli yabanci cisim dev hiicrelerinin
varligi da carpiciydi. Ayrica pulmoner intersitisyumda 6édem ve kanama alanlari da
bulunmaktaydi (Sekil 29).

Sekil 29: Deney grubundaki erigkin siganlardan elde edilen akciger kesiti. BL, brongiyol Iimeni;
AL, alveol; s, sacculus alveolaris; in, lenfoid hicre infiltrasyonu; p, parankim; kalin ok, ¢ok
cekirdekli ve eozinofil sitoplazmali dev hiicre; beyaz dolgulu ok ve kiig¢iik resim, mononikleer
hicre infiltrasyonlari; beyaz dolgulu okbasi, bag dokusu septumlarda ve alveol duvarlarinda
g6rilen pihti olusumu; ince ok, bag dokusu igindeki eozinofil sitoplazmali hicreler; ¢ift yildiz;
bag dokusu igerisinde gbzlenen 6dematéz sisme alanini gostermektedir. Boya: HE, Bar=50
pm.
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Akciger interstisyumu igerisinde bulunan damarlar ve alveoller igerisinde pihti olugsumu,
eritrosit ve fibrin birikimi gerceklesmisti. Ayrica bu damarlarlarda, etraflarinda yogdun
mononukleer hicre birimi ile belirginlesmis vaskulit gérGnimu mevcuttu. Bunlarin yani
sira, eozinofil boyanmis pleksiform lezyonlar seklinde fibrinoid nekroz odaklarina
rastlandi (Sekil 30).

Sekil 30: Deney grubundaki eriskin siganlardan elde edilen akcider kesiti. BL, bronsiyol limeni;
BD, bagd dokusu septumu; in, lenfoid hicre infiltrasyonu; pl, pleksiform lezyon; kalin ok,
etrafinda mononukleer hlcre birikimi ile belirgin vaskilit gelismis damarlar; ince ok, damar
icerisindeki fibrin birikimi; beyaz dolgulu okbasgi, mononuUkleer lenfoid hicrelerin biriktigi
alanlar; yildiz, alveoller icerisinde gbzlenen pihti ve eritrosit birikimini gostermektedir. Boya:
HE, Bar= 50 um.
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Bronsgiyollerin igerisinde eozinofil boyanmigs fibrin benzeri madde birikimi de dnemli bir
bulgu olarak degerlendirildi. Ayrica bronsiyol duvarindaki epitel hiicrelerinde eozinofil
madde birikimi saptandi ve yer yer bu bronsiyollerin lUmeninde, bu hucrelerden
salgilanmasi olasi eozinofil salgi maddesi birikimi gézlendi. Bunlarin yani sira brongiyol
epitelinde yer yer odaksal tarzda, limene dogru c¢ikinti yapmis hiperplazik alanlar
mevcuttu. Ayrica bronsiyollerin [imeninde, bronsiyol ylzeyinden doékilmis olabilecegi
dusundlen hicreler bulunmaktaydi. Bu bronsiyollerin komsulugunda seyreden damarlar

icerisindeki nétrofil yogunlugu da dikkat cekiciydi (Sekil 31).

[\l

Sekil 31: Deney grubundaki erigkin sicanlardan elde edilen akciger kesiti. s, sacculus
alveolaris; in, lenfoid hicre infiltrasyonu; kalin ok, bronsiyollerin icerisindeki fibrin birikimi; ince
ok, brongiyol epitel hicrelerinde eozinofil madde birikimi; beyaz dolgulu ok, etraflarindakilere
gbre daha algak boylu bronsiyol epitel hiicreleri; beyaz dolgulu okbasi, bronsiyol limeninde
salgl maddesi birikimi; siyah okbasi, bronsiyol lUmenine dokiimus hicreler; yildiz, bronsiyol
duvarindaki hiperplazik alanlari gdstermektedir. Ayrica E’deki buyik damarin [Umeninde ¢ok
sayida nétrofil varligi dikkat gekmektedir. Boya: HE, Bar= 60 pym.



76

4.11.1.C. Erigkin Kalbine ait Histolojik Bulgular:

Eriskin kontrol grubuna ait kalp kasinin histolojik kesitlerinde inceleme yapildiginda;
kalp kasi hlcrelerinin pes pese birbirine eklenmesiyle olusmus kas liflerini ve bunlarin
arasini dolduran az miktardaki bad dokusunu igeren normal kalp dokusunun
mikroskobik gérinimu saptandi. Lifler arasindaki bag dokusu boélumler oldukga inceydi
ve bag dokusunun fibrositleri ince uzun koyu nukleuslari ile belirgin olarak izleniyordu.
Kalp kasi lifleri arasinda yerlesik olan damarlarin duvarlan da dizgin ve normal
histolojik gérunimdeydi. Kas liflerini olugturan hicreler bol sarkoplazma igerdiginden
enine cizgilenme c¢ok belirgin degildi. Lifler, yer yer yan dallanmalarla birbirine
baglanmis durumda bulunmaktaydi. Her bir kalp kasi hiicresi, fibrositlere ait olanlardan
daha iri olan ve soluk boyanan, merkezde yerlesik oval sekilli bir adet nukleus
icermekteydi (Sekil 32).
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Sekil 32: Kontrol grubundaki erigskin sicanlardan elde edilen kalp kesiti. L, limen; kd, kan
damari; my, myokard; E, endotel hiicresi; f, fibrosit; n, kas hiicresi nikleusu; ka, kapiller; siyah
okbasi, diskus interkalaris; yildiz, kardiyak myositlerin sarkoplazmasini géstermektedir. Boya:
HE, Bar= 20 um.
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Tek doz LF uygulamasi yapilan erigskin disilerin kalp kesitleri 1sik mikroskobunda
incelendiginde ilk gdéze ¢arpan bulgu hem perikardiyum komsulugunda hem de atriyum
aort kavsaginda kahverengi yag dokusu odaklarina rastlanmasiydi. Kalp kasi liflerinin
dizilimi, kontrolle kiyaslandiginda olduk¢a dlzensizdi ve aralarindaki bag dokusu
alanlarda, kontrol grubunda gézlenmeyen oldukc¢a genis bosluklar vardi. Yer yer kas
lifleri ile onlara eglik eden kan damarlarinin duvari ya da bad dokusu lifleri arasinda
6dematodz siskinlikler gorialdi. Ayrica bazi liflerde dev g¢ekirdeklerin bulundugu goérildu
(Sekil 33).

Sekil 34: Deney grubundaki eriskin si¢canlardan elde edilen kalp kesiti. i, intersitisyum; KD,
kahverengi yag dokusu; YD, beyaz yad dokusu; KM, kardiyak myosit; E, endotel hicresi; my,
myokard; ka, kapiller; Kalin ok, myositler ile bag dokusu lifi arasindaki 6édematéz siskinlikler;
ince ok, endokard; beyaz dolgulu ok, epikard; ¢ift bash ok, kontrol grubundakilere kiyasla
daha yuksek boylu ve iri gekirdekli gortilen endotel hicreleri; siyah okbasi, dev nikleus; beyaz
dolgulu okbasi, incelmis ya da batinligind kaybetmis myositler; yildiz, sitoplazmik
dejenerasyonu olan myositleri gostermektedir. Boya: HE, Bar= 30 um.
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Ek olarak bu liflerin sinirlari da dizgtin dedildi. Kalp kasi liflerinin bazilari nekrotik
degisikliklere ugramisti (Sekil 35). Ayrica bu nekrotik kas lifleri kimi alanlarda

enflamatuar hiicrelerle gevrelenmisti. (Sekil 35D, cergeveli alan).
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Sekil 35: Deney grubundaki eriskin sicanlardan elde edilen kalp kesiti. ince ok, dejenere olmus
yada nekroza ugramis (B kuguk resim) kalp kasi lifleri; beyaz dolgulu okbasi, kicllmus
normalden iri, dejenere olmus ya da vakuolli myosit ¢ekirdekleri; yildiz, sarkoplazma kaybi olan
ya da normalden daha eozinofil boyanmis sarkoplazma igeren alanlari gdstermektedir. Boya:
HE, Bar= 25 um.
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Hucrelerin hem sitoplazma hem de c¢ekirdeklerinde vakuol olusumu gézlenmekteydi
(Sekil 36).

Sekil 36: Deney grubundaki eriskin si¢canlardan elde edilen kalp kesiti. Kalin ok, myositler ile
endotel hatti arasinda peri-sitoplazmik olarak yerlesen vakuoller; ince ok, bag dokusu
alanlarda gézlenen eozinofil sitoplazmali fibroblastlar; beyaz dolgulu okbasi, vakuolli myosit
cekirdekleri; siyah okbasi, bag dokusu alanlarda gérilen Ienfoid hicreler; yildiz, sarkoplazma
kaybi olan ya da normalden daha farkli boyanmis, ¢gizgilenme géstermeyen sarkoplazma igeren
alanlari géstermektedir. Boya: HE, Bar= 25 pm.
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Gerek dejenere lifler etrafinda gerekse liflerin arasindaki bag dokusu igerisine
yerlesmis immin hicreler ve eozinofil sitoplazmali fibroblastlar bulunmaktaydi (Sekil
36-37). Saglikh lifler arasinda pargalanmig, atrofiye ugramis lifler rahatlikla
secilebilmekteydi. Myokard icerisinde ddem igeren alanlarin saptanmasi da énemli
bulgularimizdan birisiydi (Sekil 37). LF grubuna ait myokard icerisindeki damarlar
histolojik agidan incelendiginde bu damarlarin duvarlarinin kalinlastigi ve bitlnligindn
bozuldugu, hemoziderin ya da fibrin biriktirdigi, yer yer enflamasyona maruz kaldigi ve
fibrinoid nekroza ugradigi goérildid. Bu damarlarin bulundudu bag dokusu igerisinde
yogun fibroz igerikli alanlar saptandi. LF grubuna ait siganlarin kalplerinden elde edilen
kesitlerde sadece perivaskiler alanlarda kalmayip ayni zamanda diffliz olarak ta

seyreden hicre infiltrasyonu izlendi (Sekil 37).

- - il

Sekil 37: Deney grubundaki erigkin siganlardan elde edilen kalp kesiti. my, myokard; in, lenfoid
hicre infiltrasyonu; ince ok (siyah ve beyaz), myositler arasinda ve damar duvarinda gérilen
lenfoid hicreler; beyaz dolgulu okbasi, damar duvarinda izlenen fibrinoid nekroz; siyah
okbasi, bag dokusu alanlarda goérilen lenfoid hiicreler; siyah yildiz, damar igerisinde gbzlenen
hemoziderin birikimi; beyaz yildiz, damar icerisinde gdézlenen pihti olusumu; ¢ift yildiz,
aralarinda genis bosluklar bulunan atrofik kas lifleri; beyaz dolgulu yildiz, dejenere hlicrelerden
arta kalan yikinti alanlarini géstermektedir. Boya: HE, Bar= 20 um.
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4.11.2. Yavru Grubuna Ait Bulgular:
4.1.2.A. Yavru Karacigerine Ait Bulgular:

Yavru siganlarin kontrol grubundan elde edilen karaciger kesitlerinde
karacigerin ince bir bag dokusu kapsuli (Glisson kapsull) ile ortild oldugu gorulda.
Organ parankimasi klasik karaciger lobullerinden olusuyordu. Lobdullerin merkezindeki
santral venden etrafa 1ginsal tarzda uzanan hepatosit kordonlari lobulin periferinde
bad dokusu ile gevriliydi. Portal alanlardaki genis bag dokusu i¢inde safra kanallari,
arter ve venler yer aliyordu.

Parankimay! olusturan hepatositler poligonal sekilli olup, tek veya gift
cekirdekliydi. Bu gruptaki hepatosit kordonlari erigkin kontrollerdekine kiyasla daha siki
paketlenmigti ve kordonlar arasindaki sintzoidlerin lumeni daha dardi. Sinuzoid

duvarinda endotel ve Kupffer hicreleri izlendi (Sekil 38).
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Sekil 38: Kontrol yavru siganlardan elde edilen karaciger kesiti. SV, santral ven; p, parankima;
s, sinuzoid; He, hepatosit; sk, safra kanali; PA, portal alan; PV, portal ven dali; n, hepatosit
nikleusu; K, Kupffer hiicresini gostermektedir. Boya: HE. Bar= 80 pm.
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LF uygulanan vyavrularin karacigerleri histolojik olarak degerlendirildiginde;
hepatosit kordonlarinin yerlesiminin dizensiz oldugu gorildid. Dlzensiz kordonlar
arasinda, nekrotik hiicrelerden arta kalmis olmasi muhtemel soluk boyanmis debris
(yikint) alanlar gézlendi. Bu bédlgelerdeki hepatositlerden bazilarinin kigulmis ve
yogunlagsmis oldugu ve koyu eozinofil boyanan sitoplazma igerdigi saptandi. Bu gruba
ait hepatositlerden bazilarinda sitoplazmik icerik kaybi ya da sitoplazmik sisme dikkat
cekiciydi. Farkli alanlarda, ¢ekirdek kromatini boya almamis hepatositler de goérulda.
Bazi hepatositler hipertrofiye ugramisti. Parankim icerisinde hepatositler arasinda
yerlesmis hyalin birikimleri ile eozinofil sitoplazmal ve girintili-cikintili ylzeye sahip

makrofaj olasi hlicrelere rastlandi (Sekil 39).

Sekil 39: Deney grubundaki yavru siganlardan elde edilen karaciger kesiti. SV, santral ven; p,
parankima; s, sinuzoid; PA, portal alan; K, Kupffer hicresi; E, endotel hicresi; m, makrofaj
olasl hicreler; in, lenfoid hiicre infiltrasyonu; ince ok, sitoplazmik icerik kaybi olan hepatositler;
cift bash ok, cekirdek kromatini boya almamis hicre; beyaz dolgulu okbasi, hepatositler
icerisindeki soluk nukleus; beyaz dolgulu yildiz, 6l0 hicrelerden arta kalan yikinti alanlari;
siyah okbasl, koyu nikleusa ve sitoplazmaya sahip kigulmuis hepatosit (B kiiglk resim); yildiz,
hepatosit kordonlari arasinda izlenen hyalin birikimini gdstermektedir. Boya: HE. Bar= 50 pym.
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Deney grubu yavru karacigerlerinde yapilan detayl histopatolojik incelemede
hepatositlerde, parcalanma, hicre sinirlarinda duzensizlik ve hidropik dejenerasyon
bulgulari da saptandi. Sinirlari segilemeyen hepatositlerin bir kismi kaynasmis gibi
gorilirken ileri derecede sitoplazma kaybi olan hepatositlerin sadece c¢ekirdekleri
mevcuttu ve bu cekirdekler kiimeler halinde idi. Hepatositler arasinda kig¢ik kanama
alanlari goérilmekteydi. Bazi hepatositlerin ¢ekirdekleri kesit alaninda gorilen diger
cekirdeklere kiyasla daha bazofil boyanmisti. Sitoplazmasi boyanma 6zelligi
bakimindan heterojenlik gdsteren bazi hepatositler ise sindiriimis izlenimi vermekteydi.
Portal ven dallarinin limeninde ve santral ven icinde hemoziderin birikimi goérulda.
Kupffer hicreleri icerisinde de fagosite edilmis hemoziderin partikilleri goze
carpmaktaydi (Sekil 40). Hepatosit kordonlari arasinda ise nodiler tarzda yerlesmis
mononukleer hicre infiltrasyonlari vardi.

Deney grubuna ait karacigerlerin sinuzoidlerine bakildiginda kontrol
grubununkilere kiyasla dilate oldugu goérildd. Sinuzoid duvarini olusturan hicrelerin
sinirlarindaki duzensizlikten dolayi sinuzoid lumenleri de dizgun degildi. Bu alanlardaki
endotel hiicrelerinde hidropik sisme ve Kupffer hiicrelerinde de aktivite artigini gésterir
tarzda sitoplazmada eozinofilik o6zelligin  arttigi  ve hipertrofi  gergeklestigi

g6zlenmekteydi (Sekil 40).
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Sekil 40: Deney grubundaki yavru siganlardan elde edilen karaciger kesiti. s, sinirlari
dizensizlesen ve dilate olmus sinuzoidler; PA, portal alan; sk, safra kanali; a, bUtanlGgunu
kaybetmis hepatosit kordonlarindaki kordon pargalarinin birbirinden ayrilma noktalari; si,
sitoplazmasi parcali gorilen hepatositler; kalin ok, hepatosit kordonlari arasindaki sinltzoidal
staz; ince ok, hidropik dejenerasyona ugramis hlcreler; beyaz ok, pargalanmis hepatositler;
beyaz dolgulu ok, dliizensiz sinirlari ile yildizimsi gériinim kazanmis hicreler; beyaz dolgulu
ok basi, hemosiderin yukli veya sinlzoid Iimenine dodru ¢ikintt yapmis makrofaj; siyah
okbasi, hepatosit kordonlari ile endotel hicreleri arasinda gérilen genisleme; beyaz yildiz,
hepatosit kordonlari arasinda izlenen monontikleer hicre infiltrasyonlari; beyaz dolgulu yildiz,
Ol hicrelerden arta kalan bosluklar; siyah yildiz, sitoplazma sinirlari belilenemeyen
(kaynasmis gibi gortinen) hepatositler; alti gizili yildiz, portal ven dali igerisinde hemosiderin
birikimini gostermektedir. Boya: HE. Bar= 60 pm.
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4.11.2.B. Yavru Akcigerine Ait Bulgular:

Kontrol grubunu olusturan yavru siganlardan elde edilen akciger kesitleri normal
histolojik goérunume sahipti. Akciger parankimi ince duvarli alveollerden ve iletici
yapilardan olusmaktaydi. Bu alveollerin duvarlari tek katli yassi epitelle dodseliydi.
Alveoller arasinda ince bag dokusu septumlari bulunmaktaydi ve bu septumlarin alveol
komsuluklarinda klbik septal hicreler yerlesmisti. Ayrica yine bu septumlarin
alveollere bakan kisimlarinda kiguk kapillerler de bulunuyordu. Kesitler incelendiginde
cesitli caplarda bronsgioller bulunmaktaydi. Bronsioller kimi yerlerde sil tasiyan; silindirik
veya kubik epitel ile doseliydi. Bu grupta brongiollere eglik eden arter ve ven dallari da

normal damar histolojisiyle uyumluydu (Sekil 41).

o
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Sekil 41: Kontrol grubundaki yavru siganlardan elde edilen akciger kesiti. TB, terminal
bronsiyol; AL, alveol; s, sacculus alveolaris; d, ductus alveolaris; kalin ok, bad dokusu
septumlarini gostermektedir. Boya: HE, Bar= 70 ym.
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Tek doz LF uygulanan vyavru siganlarin akcigerleri histolojik agidan
incelendiginde alveol yapisinin bozuldugu gézlendi. Mevcut alveollerin bircogu kontrol
grubundakilere kiyasla genislemis halde gdzlenirken bazi alveollerin de butinligini
kaybetmis oldugu tespit edildi (Sekil 41). Alveollerin duvari kontroldekilere kiyasla daha
kalindi ve koyu eozinofil boyanmisti. Yer yer alveollerin duvar butlnltiguntn bozuldugu

gorulda. Ayrica alveollerin limeninde eozinofil salgi birikimi saptandi (Sekil 41).

Sekil 41: Deney grubundaki yavru sicanlardan elde edilen akciger kesiti. TB, terminal bronsiol;
RB, respiratuar bronsiyol; BD, bag dokusu septumu; AL, alveol; s, sacculus alveolaris; d,
ductus alveolaris; kalin ok, eozinofil boyanmis ve kalinlasmis duvarl alveoller; beyaz dolgulu
ok, duvar bitinligu bozulmus alveolleri gostermektedir. Boya: HE, Bar= 70 pym.
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interalveollar septumlarda kalinlasma ve genel anlamda stromada artis gézlendi.

Ayrica bu bag dokusu septumlari icerisinde duvarlari kontrol grubundakilere kiyasla

daha eozinofil boyanmig damarlara rastlandi (Sekil 42).

Sekil 42: Deney grubundaki yavru sicanlardan elde edilen akciger kesiti. AL, alveol; BD, bag
dokusu septumu; s, sacculus alveolaris; d, ductus alveolaris; kalin ok, eozinofil boyanmis ve
kalinlasmig duvarli damarlar; beyaz dolgulu ok, alveoller igerisinde ve brongiyol duvarlarinda
biriken kan pihtisi; ince ok, incelmis alveol duvarlari; siyah okbasli, genislemis bad dokusu
septumlar icersinde goézlenen plazma hicreleri; beyaz dolgulu okbasi, Tip I pnémositleri
g6stermektedir. Boya: HE, Bar= 70 ym.
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Gerek bu eozinofil duvarli damarlar icerisinde gerekse bronsiyol ve alveoller
icerisinde kan pihtisi ya da kan hucreleri oldugu dusunilen eozinofil birikimler
g6zlenmekteydi. Alveollerin duvarlari incelmisti ve bdyle duvari incelmis bir grup alveol
bad dokusundan bir kapsul ile ¢evrelenmisti. Yine bad dokusu septumlarda bulunan

damar duvarlari da skleroza ugramigti (Sekil 43).

Sekil 43: Deney grubundaki yavru sicanlardan elde edilen akciger kesiti. TB, terminal bronsiol;
AL, alveol; s, sacculus alveolaris; d, ductus alveolaris; kd, kan damari; in, lenfoid hicre
infiltrasyonu; kalin ok, duvari incelerek dejenere olmus alveolleri kugatan bag dokusu kapstuil;
ince ok, sklerotik damar duvari; siyah okbasli, incelmis alveol duvarlari; beyaz dolgulu
okbasi, eozinofil sitoplazmali tip Il pindmositler; ¢ift bagh ok, eozinofil boyanmis ve hicreleri
segilemeyen alveol duvarlari; ¢ift bash okbasi, alveoller icerisinde yer alan makrofajlar; yildiz,
alveol ve bronsiyoller igerisinde yer alan kan hicreleri ve pihtidan olusan eozinofil birikimleri
g6stermektedir. Boya: HE, Bar= 70 ym.
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4.11.2.C. Yavru Kalbine Ait Bulgular:

On glnlik sigan yavrularina ait kalp &rneklerinden elde edilen kesitler
hematoksilen-eozin ile boyandi. Kontrol grubu érneklerinden hazirlanan kesitler i1sik
mikroskobunda incelendiginde, kalp kasinin yer yer dallanmalar yapan fakat genellikle
paralel yerlesimli liflerden olusan bir diizen igcinde oldugu gorildi. Kas lifleri eozin ile
soluk pembe renginde boyanmis sitoplazmaya sahipti. Pespese dizilerek lifleri
olusturan her hiicre ortada yerlesmis oval ya da yuvarlak sekilli bir gekirdek igceriyordu.
Bazi lifler yan dallarla birbirine baglanmisti. Hicreler arasindaki baglantiyr saglayan
diskus interkalaris adli baglanti bolgeleri seyrek olarak géze carpiyordu. Kas lifleri

arasinda damardan zengin ince bag dokusu alanlar izlenmekteydi (Sekil 44).

Sekil 44: Kontrol grubundaki yavru siganlardan elde edilen kalp kesiti. my, Myokard; L, [imen
Ep, epikard; E, endotel hiicresi; ka, kapiller; n, kas hicresi nikleusu; ince ok, myositler
arasinda gorilen bad dokusu hucreleri; siyah okbasi, diskus interkalaris; yildiz, myosit
sarkoplazmasini gostermektedir. B’de A’daki c¢erceveli alan daha biylk bulyitmede
goérunttlenmistir. Boya: HE, Bar= 30 ym.
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Deney grubundaki sigan yavrularindan elde edilen 1sik mikroskobik gorintiler
incelendiginde kas liflerinin kontrol grubuna kiyasla bozuk sekilli oldugu gorildi. Bazi
liflerin dis hatlan etraflarindakilere kiyasla dizensizdi ve sitoplazmalari da daha
eozinofildi. Bu eozinofil sitoplazmali liflerin  bir kismi nekrotik degisiklikler
sergilemekteydi ve etrafinda dizilmis lenfoid hiicreler ile oldukca dikkat ¢ekiciydi (Sekil
45). Lifler arasinda seyreden bag dokusu alanlarin genislemis oldugu goérildi. Bu
genislemis bag dokusu icerisinde duvarlari dejenere olmus damarlarin ve lenfoid
hlcrelerin yanisira iri gekirdekleri ve eozinofil sitoplazmalari ile belirgin fibroblastlara ve

yine iri koyu yassi ¢ekirdekli makrofaj olasi hiicrelere rastlandi (Sekil 45).

g {

Sekil 45: Deney grubundaki yavru siganlardan elde edilen kalp kesiti. myokard; en,
endokard; in, lenfoid hlcre infiltrasyonu; ince ok, myositler arasinda goérilen bag dokusu
hicreleri; yildiz, saglikli gérinimun( yitirmis sarkoplazma alanlari; D’deki ¢erceveli alan,

dizgun sinirh yapisini kaybetmis eozinofil sarkoplazmali kas liflerini gdstermektedir. Boya: HE,
Bar= 30 pym.
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Tek doz LF uygulanan si¢an yavrularinin kalp dokular i1sik mikroskobu altinda
incelendiginde organ parankimi igerisinde atrofiye ugramis oldugu dastnulen kas lifleri
bulunmaktaydi (Sekil 46). Kalp kasi lifleri arasinda diffliz tarzda lenfoid hcre
infiltrasyonlari da dikkat cekmekteydi (Sekil 46).
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Sekil 46: Deney grubundaki yavru siganlardan elde edilen kalp kesiti. BD, bag dokusu; kd, kan
damari; kalin ok, lenfoid hicre infiltrasyonu; ince ok, dejenere olmus miyositlerin nikleuslari;;
Beyaz dolgulu ok, dizenli sinirlarini yitirmis eozinofil sarkoplazmali myositler; yildiz, saglikl
gérinimunu yitirmis sarkoplazma alanlarini géstermektedir. D’deki gergevelenmis alanlarda
ve A’daki Kiiglik resimde dejenere olan myositlerin olusturdugu bir alan goérilmektedir. Boya:
HE, Bar= 50 um.
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Parankim icerisinde pargalanmis myositlerin olusturdugu genis sahalar
mevcuttu. Bu 6l0 alanlarin etrafinda da polimorf cekirdekli 16kositler makrofajlar ve
histolojik gértintimleri ile aktif olduklar anlasilan fibroblastlar bulunmaktaydi (Sekil 47).
Kas liflerinde periferik yerlesimli vakuolizasyonlar vardi ve yine bu hlcrelerde enzimatik
sindirimi distnduren hlicre erimesi tespit edildi (Sekil 47). Myosit ¢cekirdekleri yer yer
kl¢ulmis ve dizenli sinirlarini kaybetmisti. Bazi ¢ekirdekler koyu bazofil boyanmisti ve
bu cekirdeklerin morfolojik yapisi kontrol grubundakinden farkli gérinim kazanmisti.
Liflerin kesintiye ugradiginin saptanmasi ise hicreler arasi baglantilarin dejenere

oldugunu dastndirmekteydi (Sekil 47).

Sekil 47: Deney grubundaki yavru sicanlardan elde edilen kalp kesiti. kalin ok, atrofiye
ugrayarak klgulmis eozinofil sarkoplazmali myositler; ince ok, myositlerin koyu bazofil
cekirdekleri; ¢ift bash ok; vakuol icerikli ve pargalanmis myosit ¢cekirdekleri; Beyaz dolgulu
okbasi, myositler arasinda gortlen fibroblastlar; siyah okbasi, myositler arasinda bulunan
lenfoid hicreler; yildiz, saglikli gérinimunU yitirmis myositler arasindaki genis bosluklar; beyaz
dolgulu okbasi; sarkoplazma siniri segilemeyen myositleri géstermektedir. Boya: HE, Bar= 30
pm.
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Kas liflerinin arasinda seyreden damarlarin duvarlari kalinlagsmakla birlikte bazi
damarlarda endotel hatlari da segilememekteydi. Bazi kiglk capli damarlarda ise
dilatasyonla birlikte lGmen igerisindeki pihti olusumu dikkat c¢ekmekteydi. Bu
hasarlanmis damarlarin etrafinda eozinofil sarkoplazmali ve hiicre sinirlari dizgin
yapisini kaybetmis olan c¢ok sayida myosit bulunmaktaydi. Myositler arasindaki
genislemis bag dokusu alanlarda duvar batinligl bozulmus damarlarin bulunmasi da
dikkati ceken bagka bir bulguydu (Sekil 48).
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duvari butlnliagu bozulmus (C, D) kan damari; kalin ok, eozinofil sarkoplazmali myositler; ince
ok, myositler arasinda bulunan fibroblastlar; beyaz dolgulu ok, myositlerin periferinde yer alan
vakuolizasyonlar; beyaz dolgulu okbasi, dejenere myositlere ait koyu bazofil cekirdekler;
yilldiz, saglkli gérinimuand yitirmis myositler arasindaki genis bosluklar; B’deki ¢ergeve, kan
pihtisi igceren ve etrafinda eozinofil sarkoplazmali dejenere myositler bulunan alan; D’deki
cergeve, dejenere olarak butinliganu yitirmis myositlerden olusan alani géstermektedir. Boya:
HE, Bar= 30 um.
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4.11.3. Prenatal Gruplara Ait Bulgular:
4.11.3.A. Oniki Gunluk Embriyo Karacigerine Ait Bulgular:

12 gunlik sigan embriyolarina ait kesitler histolojik agidan degerlendirildiginde
karacigerin anatomik olarak kalbin hemen altinda yer aldigi goéruldid. Organin
icerisinden fetal dolasim sisteminin bir parcasi olan duktus venozus ge¢mekteydi. Oniki
gunlik embriyo karacigerleri eriskin  karacigerine kiyasla bazi farkhhklar
gostermekteydi. Karaciger bu dénemde hematopoetik bir organ gdérinimindeydi.
Sinuzoidler icerisinde ¢ok sayida, gelisimin ¢esitli asamalarinda bulunan kan hicreleri
izleniyordu. Hepatositler erigkin karaciger parankimini olusturan olgun hepatositlere
kiyasla daha kiglk olmakla birlikte sitoplazma/cekirdek orani da daha disikti ve
sinlzoidler arasinda adaciklar olusturmaktaydi. Sinlizoid duvarlarinda endotel hiicreleri

arasinda yerlesik Kupffer hiicreleri gdze ¢arpmaktaydi (Sekil 49).
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Sekil 49: Kontrol grubundaki 12 gunlik sigan embriyolarindan elde edilen karaciger kesiti. DA,
dorsal aorta; SiV, siniis venosus; DV, ductus venosus; Vi, vena cava inferior; UV, umblical ven;
KC, karaciger; pt, periton boslugu; hk, hepatosit kordonu; s, sinizoid; kd, kan damari; er,
eritrosit 6nclll olan hicreler; K, Kupffer hiicresi; He, hepatosit; n, nikleus; kalin ok, kapsluil;

ince ok, sinlzoid duvarlarindaki endotel hiicreleri; yildiz, hepatosit adaciklarini gostermektedir.
Boya: HE, Bar= 50 ym.
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Tek doz LF uygulanan gebe siganlardan elde edilen 12 glnlik embriyolar
histolojik acgidan degerlendirildiginde karacigerler icerisindeki sintzoidlerin kontrol
grubundakilere kiyasla genisledigi gorildi. Hepatosit adaciklarinda kontrol
grubundakilere kiyasla daha eozinofil sitoplazmali hiicreler bulunmaktaydi. Parankim
icerisinde etraflarindaki hepatositlerden daha iri olanlara rastlandi. Bu hepatositlerden
bazilar c¢ift c¢ekirdekliydi. Bir kisim hepatositler ise kigulmisti ve bu kiglimUs

hepatositler bir araya gelerek kiimeler olusturmaktaydi (Sekil 50).
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Sekil 50: Deney grubundaki 12 glnlik sigan embriyolarindan elde edilen karaciger kesiti. VD,
vlcut duvari; KC, karaciger; hk, hepatosit kiimesi; s, sinizoid; K, Kupffer hlicresi; kalin ok,
ertaflarindakilere gére daha iri ve ¢ift cekirdekli olan hepatositler; ince ok, sitoplazma ve
cekirdegi dejenere olan hicreler; siyah okbasi, parankim igerisindeki vakuol igeren hicreler;
siyah yildiz, igerisinde eozinofil birikim bulunan sinlizoid; beyaz yildiz, kiigllerek kimelenme
gOsteren hepatositleri géstermektedir. Boya: HE, Bar= 50 ym.
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Sinldzoid sinirlari tam olarak ayird edilemiyordu ve hicre sinirlari dizensizdi. Gerek
hepatositlerde gerekse kan hicrelerinde sitoplazma kenarlari ¢ikintiiydi ve bazi
alanlarda hicre sitoplazmalari kaynasmis goérinidyordu. Ayrica parankimal hicreler
icinde vakuoler olusumlar da mevcuttu. Sindzoidler incelendiginde 61U hiicre artigi olasi
eozinofil yapilar icerdigi tespit edildi (Sekil 51). Sinlzoidleri ¢evreleyen hepatosit

adaciklarinda yer yer mitotik figtrler gbze ¢carpmaktaydi (Sekil 51).

Sekil 51: Deney grubundaki 12 gunlik sigan embriyolarindan elde edilen karaciger kesiti. s,
sindizoid; mi, mitotik figur; er, eritrosit dnclll olan hicreler; ince ok, sitoplazma ve gekirdegi
dejenere olarak kugllen hepatositler; Beyaz dolgulu okbasi, sinlizoid duvarinda dejenere olan
yada normalden daha iri gériilen endotel hicreleri; siyah okbasi, parankim igerisindeki vakuol
iceren hdcreler; yildiz, sitoplazmalari ayird edilemeyen ve kaynasmis goérllen hepatositler;
beyaz dolgulu yildiz, hepatosit adaciklan icerisinde gorilen bosluklari gostermektedir. Boya:
HE, Bar= 40 um.
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4.11.3.B. Oniki Glinliik Embriyo Akcigerine Ait Bulgular:

On iki glnlik sican embriyolarindan elde edilen akcigerler histolojik olarak
degerlendirildiginde bu akcigerlerin gelisimin erken pseudoglandiler evresinde oldugu
tespit edildi. Akciger parankimi sikica bir araya gelmis parankimal hicrelerden
olusuyordu. Hicreler arasinda mitotik figirler mevcuttu. Bronslarin duvarini déseyen
respiratuar epitel ve bronsiyol taslaklarinda ise kubik ya da silindirik epitel gézlendi.
Akciger dokusu igerisinde buyldk ve kiglik c¢aph damarlar segiliyordu. Ayrica
parankimal hlcreler arasinda eozinofil sitoplazmali makrofaj olduklari tahmin edilen
hlcrelere de rastlandi. Gelismekte olan bronsiyol taslaklari nadiren géze ¢arpmaktaydi
ve bu yapilarin epitelleri kiibikti.

Mezenkimal bag dokusundan olusan akciger interstisyumu igerisinde, stromal lif ve diz

kas dnclsu oldugu duslnilen eozinofil boyanmis yapilar bulunuyordu (Sekil 52).

Sekil 52: Kontrol grubundaki 12 gunlik sigan embriyolarina elde edilen akciger kesiti. Vd, viicut
duvari; pl, plevra; p, akciger parankimi; BD, bag dokusu; Bn, brons; Br, bronsiol; ka, kapiller;
mi, mitotik figr; mz, mezenkim hucreleri; P, parankimal hicreler; kalin ok, akciger
intersitisyumu; inceok, parankim igerisindeki makrofaj olasi eozinofil sitoplazmali hicreleri
g6stermektedir. C deki kuglk resim gergeveli alani daha yakindan géstermektedir. Boya: HE,
Bar= 50 pym.
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Tek doz LF uygulanan gebelerden elde edilen 12 glnlik embriyolarin akciger
kesitlerine bakildiginda ilk géze carpan bulgu hicrelerinin kontrol grubundaki kadar sik
yerlesimli olmadiklariydi. Hucreler arasi bosluklar kontrol grubundakine kiyasla
artmisti. Akciger dokusu vaskilarize olmakla birlikte damar duvarlari bitinlagana
yitirmisti. Parankimi olusturan hiicrelerin sinirlari bozulmustu ve bu hiicrelerden bazilari
parcalanmisti. Hlcreler arasi bogluklarda dejenere hiicrelerden olusan pargaciklar yer
aliyordu. Soyle ki; bu hucrelerin sitoplazma sinirlari dizensizdi ve bazi alanlarda
hlcrelerin sinirlari kaynasmisti ya da bu hicreler yiginlar olusturmustu. Bu gruba ait
akciger orneklerinde damarlarda dilatasyon gelistigi saptandi. Epitel hlcrelerinin
[limene bakan yuzleri de hasarlanmisti. Deney grubundan elde edilen akcigerlerin
parankimi igerisinde makrofaj oldugu diisinuilen eozinofil sitoplazmali hicrelere kontrol

grubundakinden daha siklikla rastlaniyordu (Sekil 53).
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Sekil 53: Deney grubundaki 12 glnlik sican embriyolarindan elde edilen akciger kesiti. DA,
dorsal aorta; AC, akciger; Dy, diyafram; pl, plevra; ip, intraplavral kese; kd, kan damari; B,
brons taslagi; Br, bronsiol taslagi; kalin ok, kigulerek kimelenme goésteren hiicreler; inceok,
parankim igerisindeki makrofaj olasi, sitoplazma sinirlari dizensiz ve eozinofil sitoplazmall
hicreler; beyaz dolgulu ok, parankim icerisindeki dejenere olmus hucreler; yildiz, parankim
icerisinde goérllen dilate olmus damarlari gostermektedir. Boya: HE, Bar= 50 ym.
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4.11.3.C. Oniki Glinliik Embriyo Kalbine Ait Bulgular:

On iki glnlik sican embriyolarinin kalpleri histolojik olarak incelendiginde kalp
[imeninin ince bir duvar ile gevrili oldugu goérildi. Atriyum ve ventrikiller birbirinden
ayirt edilebilmekteydi bununla birlikte atriyal ve ventrikller septumlar henlz
olusmamisti. Limen igerisinde ¢ok sayida cekirdekli eritrosit bulunmaktaydi. Kalp
duvarini olusturan tabakalar degerlendirildigi zaman; bu tabakalarin tek kath yassi
epitelden olusan endokard, 1-2 sira kas lifinden olusan myokard ve koroner damar
taslaklarini da iceren perikard olarak sekillendigi goruldi. Kas liflerinin sitoplazmasi
soluk eozinofil boyanmisti ve oval ya da yuvarlak ¢ekirdekliydi. Hlicreler kisa boyluydu

ve gekirdek hicrenin ortasinda yerlesmisti (Sekil 54).

Sekil 54: Kontrol grubundaki 12 gunlik sican embriyolarindan elde edilen kalp kesiti. Vn,
ventrikdl Imeni; At, atriyum limeni; pr, perikardiyal kese; kd, kalp duvari; L, [limen; er, eritrosit
onculd hacreler; kr, koroner damar, ince ok, endokard; beyaz dolgulu ok, epikard; yildiz,
myokard; C’de B’ deki ¢ergevede gorilen alan daha yakindan gérilmektedir. Boya: HE, Bar=
50 pm.
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Deney grubunu olusturan 12 ginlik embriyolarin kalp kaslarinin yer yer, kontrol
grubunda gdézlenmeyen daha kalin ve singerimsi gorinliste alanlara sahip oldugu
goérildi. Hem kas lifleri arasinda hem de kas lifleriyle endokardi olusturan endotel
tabakasi arasinda bosluklar vardi. Ayrica bu gruptaki kas liflerinin sinirlari dizensizdi
ve bir kismi kiiglik ¢capli vakuoller icermekteydi. Kimi bélgelerdeki kas lifleri ise kontrol

grubundakilere kiyasla daha eozinofil boyanmisti ve kalp duvari daha inceydi. Buradaki

liflerin sinirlari ayirt edilemiyordu ve lifler birbirleriyle kaynasmis gibi gériniyordu.
(Sekil 55).
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Sekil 55:Deney grubundaki 12 glnlik sigan embriyolarindan elde edilen kalp kesiti. Vn,
ventrikll IGmeni; At, atriyum lUmeni; pr, intraperikardiyal kese; L, lUmen; er, koroner damar
[imeninde yer alan eritrosit 6ncull hlcreler; ince ok, eozinofil boyanmis ve g¢ekirdekten fakir
gérilen kalp duvari; Kalin ok, Myokard ile endokard arasinda yer alan genis bosluklar; siyah
okbasi, myositler igerisindeki vakuolleri gostermektedir. B’'deki kiglik resimde lif sinirlarinin
ayid edilemedigi eozinofil boyanmis ve az sayida cekirdek igeren kalp duvari yakindan
izlenmektedir. Boya: HE, Bar= 60 um.
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4.11.4. Onalti Glinluk Fetlis Grubuna Ait Bulgular:
4.11.4.A. Onalti Gunluk Fetus Karacigerine Ait Bulgular:

Kontrol grubundaki onalti giinlik gebelerden c¢ikarilan sigcan fetiislerinden elde
edilen karaciger érnekleri 12 gunlik sican embriyolarinkine kiyasla daha ¢ok gelismisti.
Karaciger parankimi daha siki gérinimliydi ve daha fazla hepatosit icermekteydi. Bu
hepatositler kordonlar olusturmaktaydi. Karacigeri distan saran bag dokusu kapsula
gevsek bir yapida goérilmekteydi ve bu kapsilden organin igerisine dogru giren
septumlar onu loblara ayirmaktaydi. Bu bag dokusu septumlarla birlikte biyik damarlar
da organ igerisinde seyretmekteydi. Hepatosit kordonlari arasinda tek kath yassi epitel
ile doseli sintzoidler yer almaktaydi, fakat sintizoid duvarlar 12 gunlik embriyolardaki
kadar belirgin degildi. Sinuzoid duvarlarinda seyrek olarak Kupffer hacreleri
bulunmaktaydi. Hepatositler 6kromatik ¢ekirdege ve belirgin niikleolusa sahipti ve soluk

eozinofil sitoplazmaliydi (Sekil 56).
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Sekil 56: Kontrol grubundaki 16 gunlik sican fetlslerinden elde edilen karaciger kesiti. kp,
kapsll; p, parankima; hk, hepatosit kordonu; s, sinizoid; kd, kan damari; n, ntikleus; mi, mitotik
figlr; He, hepatosit; E, endotel hicresi; K, Kupffer hicresi; yildiz, bag dokusu septumlarini
gOstermektedir. B'de A daki cergeveli alan daha ylksek biylitmede izlenmektedir Boya: HE,
Bar= 40 pm.
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Deney grubuna ait 16 glnlik fetls karacigerlerinde ilk gdéze ¢arpan bulgu, bag
dokusu septumlarinda genisleme ve damar duvarlarinda kalinhk artisiydi. Ek olarak,
loblar arasinda oldukga genislemis ve gevsek bir yapida bag dokusu alanlarina
rastlanmaktaydi. Deney grubundaki karacigerlerde hepatosit kordonlari arasinda
bulunan sintizoidler dilate idi ve parankim icerisinde hepatositlerden yoksun alanlar
bulunmaktaydi. Kupffer hiicreleri ise kontrol grubuna kiyasla iri ¢ekirdekleri ve eozinofil
sitoplazmalariyla belirgindi. Farkli alanlarda yapilan isik mikroskobik incelemede
hepatositler arasinda kan pihtisina benzer eozinofil birikimler saptandi. Sinirlari
kaybolmus dejenere hicrelerin bir araya gelerek olusturdugu odaklar mevcuttu. Bazi
hepatositler dejenere olarak kigulmuistl; bazilarinda ise sitoplazmik icerik kaybi ile
birlikte nukleusta kromatin yogunlasmasi saptandi. Ayrica kimi hepatositlerin vakuoler
icerigi de kontrol grubuna kiyasla artmisti (Sekil 57).
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Sekil 57: Deney grubundak| 16 gunlik sigan fetlslerinden elde edilen karaciger kesiti. kd,
duvari kalinlagsmis duvarli kan damarlari; p, parankima; BD, bag dokusu; s, sinizoid; K, Kupffer
hicresi; ince ok, kan pihtisini andiran eozinofil birikimler; siyah okbasi, hepatositler
icerisindeki vakuoller; beyaz dolgulu okbasi sitoplazmik igerik kaybi olan koyu cekirdekli
hepatositler; yildiz, genislemis sinlzoidler; alti gizili yildiz, dejenere hepatositlerin bir araya
gelerek olusturdugu birikimler; beyaz dolgulu yildiz, genislemis bag dokusu septumlari; C’deki
kigUk resim cergeveli alani yakindan géstermektedir. Boya: HE, Bar= 40 ym.
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4.11.4.B. Onalti Giinliik Fetiis Akcigerine Ait Bulgular:

On alti glinliik sigan fetlslerinden elde edilen akcigerlerin histolojik gériinim,
bu akcigerlerin embriyonik gelisim déneminin ge¢ psédoglandiler evresinde oldugunu
gostermekteydi. Akcigerler yapisal olarak dallanan iletici yapilari ve bu yapilar etrafinda
sekillenen endodermal dokusu ile salgl bezlerine benzemekteydi. Bu akcigerlerde
distal iletici Uniteler olan terminal bronsiyollerin taslaklari goriimekteydi.
Vaskilarizasyon bronglardan baglayarak perifere dogru ilerlemekteydi. Hava yolu
epiteli de buna benzer sekilde merkezden perifere dogru farkhlasiyordu. Brons ve
bronsiyol gibi iletici yapilarin epitelinin matir oldugu bu dénemde, distal hava yollari

kiboidal ve indifferansiye epitel ile doseliydi. Klguk bir [imenleri vardi ve bu yapilar

arasinda genis bag dokusu septumlari bulunuyordu (Sekil 58).
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Sekil 58: Kontrol grubundaki 16 gunlik sigan fetlslerinden elde edilen akciger kesiti. MS,
medulla spinalis; Co, Kosta; Ve, vertabra; ip, plevral bosluk; AC, akciger; kd, kan damari; 6,
o6zefagus; Bn, brons; Br, bronsiyol; p, parankima; ka, kapiller; md, akciger interstisyumunu
olusturan mezenkimal doku; C’de B’deki gerceveli alan daha ylksek blyltmede gdsterilmigtir.
Boya: HE, Bar= 50 ym.
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Tek doz LF wuygulanan 16 glnlik sigan akcigerleri histolojik agidan
incelendiginde iletici kisimlardaki dallanmalarin kontrol grubuna kiyasla daha fazla
oldugu dikkat c¢ekiyordu. Brongiyol taslaklarini ddseyen epitel tabakasinin
yuksekliginde azalma saptandi. Ayrica bazi epitel hicreleri pargcalanmisti. Bir kisim
hiicrelerde ise genis sitoplazmik bosluklara rastlaniyordu. Intersitisyel bag dokusu

icerisinde eozinofil boyanmis alanlar goérildi. Bu bélgelerde daha dnce LF uygulanan

eriskin sicanlarda da gdzlenen boya almamis soluk sitoplazmali hicreler de
bulunuyordu (Sekil 59).
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Sekil 59: Deney grubundaki 16 gunlik sican fetislerinden elde edilen akciger kesiti. AC,
akciger; Ve, vertabra; ip, plevral bosluk; kd, kan damari; Bn, brons; Br, bronsiyol; p, parankima;
md, akciger intersitisyumunu olusturan mezenkimal doku; m, makrofaj olasi hlcre; kalin ok,
parcalanmis, dejenere olmus epitel hicreleri; beyaz dolgulu ok, sitoplazma sinirlari kaybolmus
ve kaynasmis epitel hiicreleri; ince ok, hidropik dejenerasyona ugramis epitel hicreleri; siyah
okbasi, bag dokusundaki boya almamis soluk sitoplazmali hicreler; yildiz, alveoller arasinda
gorulen eozinofil alanlar; alti ¢izili yildiz, duvari dejenere olmus bronsiyoller; B'de A’deki
cercgeveli alan daha ylksek biyltmede gosterilmistir. Boya: HE, Bar= 50 um.
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4.11.4.C. Onalti Gunliuk Fetus Kalbine Ait Bulgular:

Kontrol grubuna ait 16 gunlik sican fetlslerinin kalpleri histolojik olarak Ug¢
temel tabakadan olusuyordu. Bu tabakalar distan ice dodru epikard, myokard ve
endokard olarak siralaniyordu. Kalp dokusu distan perikard adi verilen cift katl zarla
cevriliydi. Bu zarin i¢ (visseral) tabakasi tek katl yassi epitel olup ayni zamanda kalbin
epikard tabakasinin yuzeyini olusturuyordu. Perikardin dis (parietal) tabakasi ise fibréz
perikard adi verilen distaki mezenkimal bag dokusundan zengin kalin tabakanin
perikard bosluguna bakan ylzeyini doseyen tek katli yassi epitel tabakasini
olusturuyordu. Atriyum bdlinmus olmakla birlikte ventrikil henuz tamamiyla sag ve sol
olarak birbirinden ayriimamisti. Kalp limeni kiiclk adaciklar olusturan kalp dokusu ile
boélindyordu. Bu adaciklarin icini ilkel kalp kasi lifleri (myokard) olustururken
adaciklarin kalp lumenine bakan kismi tek katl yassi epitel (endokard) ile doseliydi.
S6z konusu adaciklarin dis kisimlarinda koroner damar o6nclilleri olduklari tahmin
edilen tek katli yassi epitel ile doseli ve Iimeni ¢ekirdekli eritrositler ile dolu yapilara
rastlandi. Oncll kalp kasi lifleri detayli olarak incelendiginde bu liflerin kisa boylu ve
orta kisimda yerlesik oval ya da yuvarlak bir cekirdege sahip oldugu belirlendi. Liflerin

sitoplazmasi eozinofil boyanmakta olup heterojen gérinimdeydi (Sekil 60).
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Sekil 60: Kontrol grubundaki 16 glnlik sigan fetlslerinden elde edilen kalp kesiti. ke, karaciger;
pr, perikard boslugu; Ao, aort kesesi; At, atriyum; Vn, ventrikil; ep, epikard; er, eritrosit dncilt
hicreler; L, limen; ep, epikard; kalin ok, myokardi olusturan myositler; ince ok, endokard;
siyah okbasi, myosit cekirdekleri; beyaz dolgulu okbasi, kalp interstisyumunu olusturan
mezenkim hlcrelerinin ¢ekirdekleri; yildiz, myosit sarkoplazmasini géstermektedir; D’de C’'deki
cercgeveli alan daha ylksek biyltmede gosterilmistir. Boya: HE, Bar= 40 um.
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Deney grubundan elde edilen 16 gunlik fetls kalplerinin histolojik agidan
kontrol grubundaki fetis kalplerinden farkli gérinimdeydi. Deney grubu kalplerinin
duvarlari kontrol grubununkilere kiyasla daha az myosit iceriyordu ve kalp limenleri
daha genisti. Kalp duvari ise daha inceydi. Myositler daha asidofil sitoplazma ve daha
koyu bazofil ¢ekirdede sahipti. Bazi myositlerde sitoplazma kaybi ya da perintkleer

sitoplazmada yogunlasma izleniyordu. Myosit ve endotel hatti arasina bakildiginda

vakuoler olugsumlar gbéze carpiyordu. Kan hucreleri de kontroldekilere kiyasla daha
kiguk caphydi (Sekil 61).
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Sekil 61: Deney grubundaki 16 gunlik sican fetlslerinden elde edilen kalp kesiti. AC, akciger;
pr, perikard boslugu; At, atriyum; Vn, ventrikil; L, l0men; kalin ok, eozinofil sitoplazmall,
sitoplazma kaybi olan ve pargalanmis myositler; ince ok, endokardin endotel tabakasi; siyah
okbasi, koyu bazofil boyali myosit ¢ekirdekleri; beyaz dolgulu okbasi, iri goriinimli endotel

cekirdekleri; yildiz, myokardi gostermektedir; C'deki klglk resimde pargalanmis myositlerden
olusan alan gdésterilmistir. Boya: HE, Bar= 40 um.

-
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Epikard tabakasinin tek katli yassi epitelini olusturan hcreler, hat boyunca
koyu bazofil cekirdekliydi. Endotel hatti ise kesintiliydi. Myokardin bazi alanlarinda kas
lifleri birbirinden ayriimigti ve buylk sitoplazmik vakuoller icermekteydi. Lumenin
endokarda bakan kisminda eozinofil birikimler bulunmaktaydi. Myokard ile endokard
arasinda yer alan genis bosluklar dikkat ¢ekiciydi. Bu bosluklarda yer yer kan hicreleri
de yer aliyordu. Deney grubu fetlslerinde kalp kasi liflerinde parcalanma ve atrofik
degisikliklerin yani sira lif sinirlarinin da dizensiz oldugu gézlendi. Bazi liflerde anormal
cekirdek morfolojisi de saptandi. Bu anormal gekirdekler kesitte gdzlenen diger liflerin
cekirdeklerine kiyasla daha buylkti ve kivrintiliydi. Bu grupta lif sinirlari gibi endotel

sinirlari da dizensizdi (Sekil 62).

Sekil 62: Deney grubundaki 16 gunlik sican fetuslerinden elde edilen kalp kesiti. er, eritrosit
oncllu olan hicreler; kalin ok, myokardi olusturan eozinofil sitoplazmal, sitoplazma kaybi olan
ve parcalanmis myositler; Beyaz dolgulu ok, sitoplazmasi kaynasmis gorilen hicreler; ince
ok, endokardin endotel tabakasi; siyah okbasi, myositlerde gorile vakuoller; beyaz dolgulu
okbasi, koyu bazofil boyali myosit ¢ekirdekleri; yildiz, eozinofil boyanmis myosit
sarkoplazmasi; beyaz dolgulu yildiz, endotel hattinin Iimene bakan kisminda bulunan
eozinofil birikimleri géstermektedir. Boya: HE, Bar= 40 ym.
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4.1ll. Elektron Mikroskobik Bulgular:
4.1I1.1. Erigkin Grubuna Ait Elektron Mikroskobik Bulgular:
4.1I.1.A. Karacigere iliskin Elektron Mikroskobik Bulgular:

Kontrol grubundaki erigkin sicanlardan elde edilen karaciger érnekleri elektron
mikroskobu altinda incelenerek doku &rneklerinin ince yapilar degerlendirildi. Bu
degerlendirmeden elde edilen sonuglara goére erigkin karacigerinin buylk kismini
olusturan hepatositler yuvarlaga yakin poligonal sekilliydi. Bu hcrelerin ortasinda
kiresel ya da oval bigimli 6kromatik bir nukleus mevcuttu. Nikleus igerisinde bulunan
1-2 adet nikleolus acgikga segcilebiliyordu. Cekirdedin etrafinda gbézlenen mitokondri,
endoplazmik retikulum vb. organeller saghkli gérinimdeydi. Sitoplazma igerisinde az
miktarda glikojen partikilleri gdéze c¢arpmaktaydi. Hepatositler birbirine bitisik olup

sinlizoidlere yakin konumluydu (Sekil 63).

Sekil 63: Kontrol grubundaki eriskin siganlardan elde edilen karaciger kesiti. n, hepatosit
ndkleusu; m, mitokondri; er, diz yUzli endoplazmik retikulum; ger, graniler endoplazmik
retikulum; lz, lizozom; s, safra kanalikuli; gl, glikojen; j, baglanti kompleksini géstermektedir.
Bar=1 pm.
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Bu sinlizoidler olagan gdériinime sahip ince duvarli bir yapida olup; kan hicrelerini ve
mononuUkleer fagositik sistemin bir Uyesi olan Kupffer hicrelerini icermekteydi.
Hepatositler ile sintzoidler arasinda bulunan Disse araligi hepatosit mikrovilluslari ve

sinuzoid duvar tarafindan sinirlandiriimisti ve normal genislikteydi. Bu bdlgede A

vitamini ve yag depolamak Uzere 6zellesmis Ito hiicreleri mevcuttu (Sekil 64).
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Sekil 64: Kontrol grubundaki eriskin sigcanlardan elde edilen karaciger kesiti. n, endotel
hicresinin nukleusu; He, hepatosit; E, endotel hiicresi; si, sinlzoid; er, eritrosit; K, Kupffer
hicresi; yildiz, Disse araliini gdstermektedir. Bar= 1 um.
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Tek doz letal faktdér uygulanan erigkin digilere ait karacigerlerin ince yapisi
degerlendirildiginde gerek hepatositler gerekse ito ve endotel hiicreleri elektron yogun
kromatinli, ¢entikli ve kigllmus piknotik nikleuslari ile dikkat cekmekteydi. Hepatosit
sitoplazmasi incelendiginde diz yuzli endoplazmik retikulum vezikillerinin kontrol
grubuna kiyasla genisledigi ve ¢cogaldigi gozlendi. Sitoplazma igerisinde genis glikojen
depo alanlari da bulunmaktaydi. Hepatositlerin sintizoid duvarina bakan kisimlarinda
sitoplazma igerisinde blyuk lipid damlalari izlenmekteydi. Hepatositler ile sinlzoidler

arasindaki Disse araligi ise genislemisti (Sekil 65).

Sekil 65: Deney grubundaki eriskin siganlardan elde edilen karaciger kesiti. L, lipid damlacigi;
ger, granuler endoplazmik retikulum; gl, glikojen; n, hepatosit nikleusu; m, mitokondri; st,
sitoplazma; He, hepatosit; E, endotel hicresi; si, sinizoid; ok, diz yuzli endoplazmik
retikulumun genisledigi alanlar; yildiz genislemis Disse araligini gdstermektedir. Cekirdek
morfolojisinin bozuldudu oval (D) ya da fasllye seklinde olup kigllerek piknotik yapi kazandigi
(A, B ve C) dikkat cekmektedir. Bar= 1 ym.
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Kupffer hiicreleri kontrol grubundakilere kiyasla daha buylk olup sitoplazma agisindan
zengindi. Hepatositler ve Kupffer hlcreleri ¢ok sayida primer ve sekonder lizozom
icermekteydi. Hepatositler arasi mesafe ve bu bdlgelerdeki safra kanalikilleri
genislemisti. S6zl edilen genislemis hlicreler arasi mesafeye bakan hepatosit
mikrovilluslari da dizleserek kintlesmisti. Ek olarak, bu hepatositlerdeki bazi primer
lizozomlarin membranlarinda myelinlesmeye benzer degisimler saptandi. Disse
araliginda hepatositlerin ve Kupffer hicrelerinin yakin komsulugunda, belirgin bir yapi
sergilemeyen elektron-yogun materyal igeren ve hiicresel debrise benzeyen,

membranla gevrili sitoplazmik parcaciklar géruldu. (Sekil 66).

Sekil 66: Deney grubundaki eriskin siganlardan elde edilen karaciger kesiti. L, lipid damlacigi;
v, vakuol; n, hepatosit ntkleusu; E, piknotik nikleuslu endotel hiicresi; er, eritrosit; sl, Kupffer
hicresi igerisinde bulunan sekonder lizozom; He, hepatosit; m, mitokondri; siyah ok, dizlesmis
hepatosit mikrovilluslari; beyaz ok, Disse araliginda hlicresel debrise benzeyen elektron-yogun
materyal igeren sitoplazmik pargaciklar; siyah okbasi, primer lizozomlarin membranlarinda
myelin benzeri birikimler; yildiz, genislemis, genis safra kanalikllini de igeren hicreler arasi
mesafeyi gostermektedir. Bar= 1,5 pm.
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Tek doz letal faktér uygulanan erigkin siganlarin karacigerlerinde sinlizoidler icerisinde
lenfositlere siklikla rastlandi (Sekil 67). Hepatositler ile sinlizoidler arasinda yer alan
Disse araligi kontrol grubundakine kiyasla genisti. Ayrica bu alanlarda yogdun
kromatinli, ito hiicrelerinin degisimiyle olusmus miyofibroblastlar olabilecegi tahmin
edilen uzunca gekirdekli ve ince sekilli hlicrelerin yani sira bol miktarda kollagen liflerin

varigi da gbéze carpmaktaydi (Sekil 67). Sinlzoid duvarlarinda da fibrin birikimi

gorilmekteydi.
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Sekil 67: Deney grubundaki eriskin siganlardan elde edilen karaciger kesiti. L, lipid damlacigi;
n, lenfosit nikleusu; m, mitokondri; gl, glikojen; He, hepatosit; er, eritrosit; mf, myofibroblast; f,
fibrin birikimi; t, trombosit; siyah ok, perisinizoidal yerlesimli bag dokusu fibrilleri; yildiz,
genislemis Disse araliini géstermektedir. Bar= 1 pym.
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4.1I.1.B. Akcigere iliskin Elektron Mikroskobik Bulgular:
4.1I.1.B. Akcigere iliskin Elektron Mikroskobik Bulgular:

Kontrol grubu eriskin disi sicanlara ait akcigerlerin ince yapisi elektron
mikroskobik olarak degerlendirildi. Bu degerlendirmenin sonucunda elde edilen
bulgulara goére akciger; alveoller, interalveoler septumlar ve iletici yapilardan
olugsmaktaydi. Alveol duvarlari yassi sekilli oval nikleuslu tip 1 pndmositlerin yani sira
yuvarlak c¢ekirdekli ve kibik yapidaki tip 2 pndmositlerden olusmaktaydi. Tip 1
pndmositlerin yakin komsulugunda kesintisiz kapiller tipte damarlar yerlesmisti. Tip 1
pndmositler ve bu kapillerler arasinda ince yapida kan-hava bariyeri bulunmaktaydi.
Tip 2 pndémositler bag dokusu septumlarina yakin yerlesimliydi ve lamellar cisimler
icermekteydi. Alveoller icerisinde nadiren alveoler makrofajlar secilebilmekteydi.
Alveoller arasinda az sayida bag dokusu hicresi igeren inter-alveoler septumlar yer

almaktaydi. Bronsiyoller kiibik hiicrelerden olusmakta olup bazal membranlari inceydi

ve saglikl gérinimdeydi (Sekil 68).

Sekil 68: Kontrol grubundaki erigkin siganlardan elde edilen akciger kesiti. B, bag dokusu; M,
makrofaj; T1, tip 1 pndmosit, T2, tip 2 pndmosit; BL, brongiyol Iimeni; n, nikleus; ince ok,
bronsiyol epitelinin oturdugu bazal laminayi géstermektedir; kiiclk resimde ise Tip 2 pnémositin
detayl goérintusu izlenmektedir. Bar= 3 um.
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Deney grubundaki erigkin disi sicanlarin  akciger kesitleri elektron
mikroskobunda incelendiginde tip 1 pndémositlerin kontrol grubundakilere kiyasla daha
iri oldugu gozlendi. Ayrica bu pndmositlerde ¢ekirdek kromatininde yogunlagsma ve
hicre sinirlarinda dizensizlik gibi dejenerasyonlar saptandi. Tip 2 pndmositler ise
kontrol grubundakilere kiyasla daha iriydi ve daha c¢ok sayida lamellar cisim
icermekteydi. Bu lamellar cisimler buyuklik bakimindan heterojendi; bir kismi ise
gevsek yapidaydl. Tip 1 pnémositlerde gbézlenen hicre sinirt dizensizlikleri tip 2
pndmositlerde de gbze carpmaktaydi. Kan-hava bariyeri de kontrol grubundakine
kiyasla kalindi ve hicreler arasi mesafe kontrol grubuna kiyasla genisti. Ayrica tek doz
LF uygulanan erigkin siganlarin olusturdugu gruptan elde edilen akciger érneklerinde,
alveoller igerisinde serbest yapidaki surfaktan vezikullerinin yani sira eritrositlerin de
bulunmasi ilgingti. Gerek alveol gerekse bronsiyol duvarinda kontrol grubunda
rastlanmayan fibréz materyal birikimleri izlendi. Bag dokusu septumlarinda ¢ok sayida
piknotik nikleuslu ve elektron yodun sitoplazmali hiicre bulundugu belirlendi. Bu gruba
ait dokularin ultrastriktirel degerlendirmesinde kontrol grubunda gdézlenmeyen diger
bir bulgu da tip 1 pnémosit komsulugundaki kapiller damarlar igerisinde elektron-az

yogun materyal ile dolu vakuollerin belilenmesiydi (Sekil 69).
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Sekil 69: Deney grubundaki eriskin siganlardan elde edilen akciger kesiti. BD, bag dokusu; n,
ndkleus; AL, alveol Iimeni; T1, tip 1 pndmosit, T2, tip 2 pnémosit; er, eritrosit; v, vakuol; j,
genislemis baglanti kompleksleri; i, genis intersellller mesafe; f, alveol ve bronsiol duvarlarinda
izlenen fibréz meteryal birikimi; BL, bronsiol limeni; kalin ok; kontrole kiyasla kalin gértinen
kan hava bariyeri; ince ok, bag dokusu septumunda izlenen piknotik ntkleuslu ve elektron
yogun sitoplazmali hicreler; siyah okbasi, yapisi bozuk ve gevsek lamellar cisimler; ¢ift bagh
ok, alveol lumeninde serbest halde bulunan surfaktan vezikilleri; yildiz, [imene dogru ¢ikinti
yapmis, dizensiz tip 1 ve tip 2 pndmosit hatlarini géstermektedir. C’'de alveol limeninde
bulunan eritrositler dikkat gekmektedir. Bar= 3 um.
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Yine bu gruptan elde edilen ince kesitlerde hem alveollerin hem de
bronsiyollerin Iimeninde, kontrol grubundakilere kiyasla daha buylk ¢apa sahip olan
makrofajlara rastlandi. Bu makrofajlar ¢ok sayida sekonder lizozomun yaninda krista
yapisi bozularak sismis mitokondriler igeriyordu. Bronsiyol duvarini déseyen epitel
hlcrelerinden bir kismi aktifti ve salgi Uretmekteydi. Bronsiyol duvarindaki epitel
hlcreleri arasindaki baglantilara bakildiginda bu hicrelerin etrafindaki hicrelerden
ayrilmis oldugu géruldu. Farkh kesitlerdeki bronsiyol duvarini olusturan hicrelerde de
cekirdek ve sitoplazmanin elektron-yogun oldugu tespit edildi. Bronsiyol

komsulugundaki damarlar igerisinde ise fibrin birikimi gértilmekteydi (Sekil 70).
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Sekil 70: Deney grubundaki erigkin sicanlardan elde edilen akciger kesiti. BL, bronsiyol
[imeni; n, ndkleus; er, eritrosit; f, bronsiyol duvarlarinda izlenen fibré6z materyal birikimi; M,
alveoler makrofaj; fb, respiratuar bronsiyol komsulugunda yer alan damar igerisindeki fibrin
birikimi; kalin ok; respiratuar brongiol duvarinda gézlenen elektron-yogun alanlar; ince uzun
ok, makrofajlar icerisinde bulunan igerigi bozuk mitokondriler; ince kisa ok, bu hicrelerde
bulunan sekonder lizozomlar; siyah okbasi, bronsiyol |imeninde serbest halde bulunan
surfaktan vezikuillerini géstermektedir. Bar= 2 um.
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Bag dokusu septumlari elektron mikroskobik olarak incelendi ve bu bdlgelerde g¢ok
saylda vakuol ve saglikl yapisini kaybetmis mitokondri igceren hicreler bulundugu

gorildu. Mitokondrilerin bayUkliga heterojendi. Sdyleki; bir kismi kiiglk ve pargalanmis

kristali iken diger bir kismi sismis kristaliydi. Bu hicrelerden bazilari ¢entikli ya da
piknotik ¢ekirdege sahipti (Sekil 71).

Sekil 71: Deney grubundaki erigkin siganlardan elde edilen akciger kesiti. pn, piknotik nlkleus;
v, vakuol; n, saglikl gérinimli ndkleuslar; kalin ok, ¢entikli nikleus; ince ok, sismis kristali
dev mitokondriler; siyah okbasi, krista yapisi bozulmus boyutlari kiglik mitokondriler; beyaz
dolgulu okbasli, myelin benzeri meteryal igeren mitokondriyi goéstermektedir. Bar= 1 ym.

4.1I.1.C. Kalbe iliskin Elektron Mikroskobik Bulgular:

Kontrol grubundaki erigkin sicanlardan elde edilen kalp dokusu kesitlerinde
cogunlukla kardiyosit veya myosit adi verilen kas hlcreleri izlienmekteydi. Bu hlcreler
arasinda cesitli boyutlardaki kan damarlari géze carpiyordu. Ayrica kas hucrelerini
cevreleyen satellit hiicreleri de nadiren goérildi. Her myosit sarkolemma denen bir zarla
cevriliydi ve iginde kontraktil yapilar olan myofibriller bulunmaktaydi. Sarkolemmadan
hlcre icine ve disina uzanan tibdller mevcuttu. Hicrenin hemen tim genetik bilgisini
depolayan nukleus lifin merkezinde yer almaktaydi. Myofibriller arasinda ve
sarkolemmanin hemen altinda enerji Uretiminden sorumlu olan mitokondriler
g6zlenmekteydi. Myofibriller, ince ve kalin myofilamentlerden meydana gelmekteydi.
Bu myofibrillerin 6zel dizenlenisiyle olusmus sarkomer denen bdlimler segiliyordu.
Sarkomerler arasinda bulunan ve Z cgizgileri olarak adlandinlan yapilar kolaylikla
goriliyordu. Lifleri olusturan kas hicreleri birbirleri ile diskus interkalaris denen

baglanti boélgeleri araciligiyla iliski kurmaktaydi (Sekil 72).
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Sekil 72: Kontrol grubundaki erigkin si¢canlardan elde edilen kalp kesiti. n, saghkh gérinimla
ndkleuslar (A’da myositin nikleusunu C’de ise endotel hiicresi nikleusunu géstermektedir.); sr,
sarkomer; m, mitokondri; Z, Z ¢izgileri; kalin ok, diskus interkalarisleri géstermektedir. Bar= 2
pm.

Deney grubuna ait ultra-ince kalp kesitlerinde ilk géze ¢arpan bulgu bazi kas liflerindeki
cekirdeklerin  kenara itilmis sekilde sarkolemma yakininda gdzlenmesiydi.
Sarkoplazmadaki myofibril diizeni kontrol grubuna kiyasla belirgin sekilde bozulmustu.
Ayrica boyle liflerde, organeller ile myofibriller arasinda sarkoplazmik sismeyi yansitan
duzensiz gorinimld, bosalmis alanlar da izlenmekteydi. Deney grubuna ait kesitlerde
bazi kalp kasi liflerinin kontrol grubundakilere kiyasla daha kalin Z gizgilerine sahip
olduklari géruldi. Sarkolemmanin hemen altinda T-tlbdlleri arasinda kalan
sarkoplazmik alanlarda belirgin hidropik dejenerasyonu yansitan gériiniimlerin yani sira
Ozellikle mitokondrilerdeki hasar dikkat c¢ekiciydi. Diskus interkalarislere komsu
alanlarda ise belirgin bir hatta sahip, i¢i elektron-az yogun materyalle dolu, vakuole
benzer vyapilar saptandi. Kalp kasi lifleri arasinda olduk¢a genis, kollajen
iplikgiklerinden zengin bad dokusu alanlar bulunmaktaydi. Damar yapilari igerisinde
fibrin birikimi gdzleniyordu ve bu fibrin materyal icerisine gémull lenfoid hicrelerin
varligi da dikkati ¢ekiyordu. Bu fibrin tabaka iceren limeni daralmig damarlarda yer
alan eritrositler de diizgiin sekilli degildi. Bu eritrositler yassi sekil almis ve birbirlerine

yakin konumlanmis sekilleriyle bir bariyeri andirmaktaydi (Sekil 73, 74).
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Sekil 73: Deney grubundaki erigkin sicanlardan elde edilen kalp kesiti. n, endotel hiicrelerinin
ndkleuslari; sr, sarkomer; m, mitokondri; f, damar Iimenlerindeki fibrin birikimi; er, eritrosit; BD,
yogun fibréz icerikli bag dokusu; KM, kardiyak myosit; L, damar [imeni; kalin ok, genislemis
diskus interkalarislere denk gelen kisimlarda bulunan vakuoler yapilar; ince ok, fibrin meteryal
icinde bulunan lenfoid hicre; siyah okbasi, myosit icerisindeki myofibril gérinimuinde olmayan
fibréz yapilar; beyaz dolgulu yildiz, sarkoplazmadaki dlizensiz goérinimli alanlari
g6stermektedir. C'deki kuglk resimde cerceveli alanda yer alan bozuk kristali mitokondriler
daha yakindan gortlmektedir. Bar= 1,5 um.

Bu grupta yer alan myositler arasinda ¢ok sayida fibrosit bulunmaktaydi. Myosit
sarkoplazmasina yakindan bakildiginda sadece yukarda bahsedilen sekliyle hiicrenin
periferinde kalmayip perinikleer bélgede de izlenen genislemis sarkoplazmik retikulum
tibulleri mevcuttu. Ayrica hem kesintiye ugramis myofibrillerin bulundugu bélgede hem
de yine perinlkleer alanda édemat6éz sisme saptandi. Bu édemli sarkoplazma igeren
myositler ile bag dokusu arasindaki kisimlarda bag dokusunun sekilsiz elemanlarindan
olusan materyal birikimi gdzlenmekteydi (Sekil 74). Farkli alanlarda yapilan ultra-
strikturel degerlendirmede, ¢entikli yapida nukleusa sahip myositler géruldu. Bu gruba
ait orneklerden elde edilen enine kesitlerde ise nlkleuslarin kenara itildigi ve
myofibrillerin parcali gérinimde oldugu saptandi. Mitokondriler ve myofibriller arasinda
bosluklar olusmustu. Kas lifleri icinde enine ilerleyen transvers tubdller genislemisti ve
bunlarin arasinda kalan sarkoplazmik alanlarda sisme bulgulari vardi. Myositler

arasinda piknotik cekirdekli endotel hicreleri de bulunmaktaydi (Sekil 74).
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Sekil 74: Deney grubundaki eriskin sicanlardan elde edilen kalp kesiti. n, myosit nikleuslari; m,
mitokondri; fs, fibrosit; sr, sarkomer; Z, Z cizgisi; My, myofibril, B, bag dokusu (intersitisyumu);
yilldiz, transvers tlbuller arasinda kalan sismis sarkoplazmik kisimlar; beyaz dolgulu yildiz,
myositler ile bad dokusu intersitisyumu arasindaki kisimlarda bag dokusunun sekilsiz

elemanlarindan olusan materyal birikimini gostermektedir. D’deki ki¢lk resimde bozuk kristali
mitokondriler gérilmektedir. Bar= 1um.
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4.111.2. Yavru Grubuna Ait Elektron Mikroskobik Bulgular:
4.1I.2.A. Karacigere iliskin Elektron Mikroskobik Bulgular:

Kontrol grubunu olusturan 10 glnlik yavru siganlardan elde edilen karaciger
ornekleri elektron mikroskobu altinda incelendiginde karaciger ince yapsinin olagan
goriniminde oldugu tespit edildi. Hepatositler poligonal yapida olup sitoplazma
icerisinde mitokondri ve endoplazmik retikulum belirgindi ve erigskin karacigerinden
farkh olarak yer yer kiguk glikojen depolarina daha sik rastlanmaktaydi. Hepatositler
ara sI mesafeler dardi ve hepatositler birbirine bitisik olarak gézlenmekteydi. Karacigeri
olusturan diger yapilar da incelendiginde sintizoid duvarindaki endotel hiicreleri ve

Kupffer hicrelerinin de normal gérinimleri igerisinde olduklari goértlda. Disse araliginin

genisliginde ve ito hiicrelerinin yapisinda da herhangi bir patoloji saptanmadi (Sekil
75).

Sekil 75: Kontrol grubundaki yavru siganlardan elde edilen karaciger kesiti. n, hepatosit
ndkleuslari; m, mitokondri; E, endotel hicresi; gl, glikojen; si, sintzoid; er, eritrosit; He,

hepatosit; K, Kupffer hlcreleri; I, I1to hicresi; ince ok, hepatositler arasinda bulunan safra
kanalikilU; yildiz, Disse araliini gostermektedir. Bar= 2 ym.

Tek doz LF uygulanan 10 gunlik sigan yavrularinin karacigerlerinin ince
yapisinin degerlendiriimesi sonucu hepatositlerin hasara ugradigi goéruldi. Hepatosit
cekirdekleri kiicilmusti ve piknotik yapidaydi; ayrica gekirdek etrafinda organelden
yoksun alanlar bulunmasi da dikkati cekmekteydi. Hepatositleri olusturan organellerin
yapisina bakildiginda diz yuzli endoplazmik retikulum sisternalarinin genisledigi,

mitokondri kristalarinin bozuldugu ve lipid damlaciklarinin arttigi gézlendi (Sekil 76).
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Sekil 76: Deney grubundaki yavru sigcanlardan elde edilen karaciger kesiti. n, hepatosit
ndkleusu; m, saglikli mitokondri; ger, graniler endoplazmik retikulum; He, hepatosit; L, lipid
damlacigi; ince ok, genislemis diz yuzli endoplazmik retikulum sisternalari; siyah okbasi;
kristalari dejenere olmus mitokondriler; yildiz, perinikleer 6dem igeren alanlari gostermektedir.
B’'de gorilen hepatosit nikleusunun kigulmis oldugu ve kromatininin yogunlastigi dikkat
¢ekmektedir. Bar= 1 pm.

Deney grubundaki yavru siganlardan alinan karaciger ornekleri Uzerinde yapilan
ultrastriktir degerlendirmesinin sonuglarina gore; ¢ekirdekgikler aktif gérinimdeydi ve
kontrol grubundakine kiyasla daha belirgindi. Hepatositler icerisinde ve hicreler arasi

ortamda glikojen depolari geniglemisti (Sekil 77).

Sekil 77: Deney grubundaki yavru sigcanlardan elde edilen karaciger kesiti. n, hepatosit
ndkleusu; no, hepatosit nikleolusu; m, saglikli mitokondri; ger, grantler endoplazmik retikulum;
yildiz, glikojen igerigi artmis hepatositler arasi mesafeyi géstermektedir. Her iki resimde de
ndkleoluslarin aktif ve iri oldugu dikkat cekmektedir. Bar= 1 ym.
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Kupffer hicreleri, bol sitoplazmik icerigi ve ¢ok sayidaki sekonder lizozomlariyla
aktif goériGnimdeydi. Hepatositlerdeki gibi Kupffer hicrelerinde de diz yazla
endoplazmik retikulum sisternalari geniglemisti. Hem hepatositler hem de Kupffer
hlcreleri kontrol grubundakilere gore daha ¢ok sayida sekonder lizozom icermekteydi.
Ayrica hepatositlerin  membranlari dizgin bir sinir olusturan devamli yapisini
kaybetmisti ve kesintiliydi. Bunun yaninda hepatositlerin Disse mesafesine bakan
ylzlerinde olagan bir sekilde izlenmesi gereken mikrovilluslar da yer yer yoktu (Sekil 78
C). Endotel hiicreleri kontrol grubundakine kiyasla daha fazla sitoplazma icermekteydi.

Disse aralidi ise geniglemisti (Sekil 78).

Sekil 78: Deney grubundaki yavru sicanlardan elde edilen karaciger kesiti. He, hepatosit; Kn,
Kupffer hiicresi nikleusu; Nn, nétrofil nikleusu; E, endotel hicresinin sitoplazmasi; en, endotel
hicresinin niikleusu; In, Ito hiicresi niikleusu; m, bozuk kristali mitokondriler; er, eritrosit; ince
ok, Kupffer hicresi icerisindeki genislemis diz yizli endoplazmik retikulum sisternalari; gift
bash ok, surekliligini yitirmis hepatosit membran hatti, bu strekliligin kayboldugu noktalarda
hepatosit siniri disina tasmis sitoplazmik icerik dikkat ¢cekmektedir; yildiz, Kupffer hicreleri
icerisindeki sekonder lizozomlari gostermektedir. Bar= 1,5 ym.
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4.11.2.B. Akcigere iliskin Elektron Mikroskobik Bulgular:

Kontrol grubundaki yavru sigcanlara ait elektron mikroskobik akciger 6rneklerinde
akcigerin iskeletini olusturan alveol ve bronsiollerin erigkin kontrol grubundakinden
farkh olmadigir goéruldi. Alveolleri olusturan tip 1 pndémositler bilinen yassi
goérinimiandeydi ve kapiller tipteki damarlarla komsuluk iligkisi icerisinde idi. Tip 1
pndmositler ve kapillerler arasinda bulunan kan hava bariyeri normal incelikteydi. Tip 2
pndmositler ise bag dokusu septumlarina yakin yerlesimli olup kibik sekliliydi ve az
saylda lamellar cisime sahipti. Alveol limeninde bulunan makrofajlar oval
gériinimliiydii ve az miktarda sitoplazma icermekteydi. inter-alveoler septumlar ince
yapida olmakla birlikte tip 2 pnémositleri ve rutin bag dokusu hicrelerini icermekteydi.
Bronsgioller kiibik ya da silindirik hlcrelerden olusmakta olup sadlikh olarak izlendi
(Sekil 79).

Sekil 79: Kontrol grubundaki yavru siganlardan elde edilen akciger kesiti. M, makrofaj; n,
ndkleus; er, eritrosit; T1, tip 1 pndémosit; E, endotel hicresi; AS, inter-alveoler septum; AL,
alveol limeni; T2, tip 2 pnémosit; ince ok, kan hava bariyeri; siyah okbasi, lamellar cisimleri
g6stermektedir. Kiglk resimde alveoler makrofaj gortlmektedir. Bar= 3 ym.

Deney grubundaki yavru siganlara tek doz LF uygulandiktan 24 saat sonra elde
edilen akciger drnekleri ince yapi agisindan degerlendirildiginde bu érneklerde bir dizi
patolojik degisikligin gergeklesmis oldugu goérildi. Oncelikle tip 1 pndmositlerin
cekirdeklerinin ileri derecede cgentikli oldugu tespit edildi. Ayrica yine tip 1 pndmosit
sitoplazmasi igerisinde yer alan diz ylzli endoplazmik retikulum sisternalari
genislemisti. Bazi tip 1 pndmositler genis vakuoller icermekteydi ve kimi alanlarda tip 1
pndmosit hatti diizensiz, kalin ve elektron yogun gorilmekteydi. Tip 2 pndémositler ise

¢cok sayida, iri ve yapisi bozulmus lamellar cisimler iceriyordu.
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Alveol limeni icerisinde yer alan makrofajlar kontrol grubundakilere kiyasla
daha buyuktl; kiguk bir cekirdege ve bol sitoplazmik icerige sahipti. Bu makrofajlar
miyelin benzeri yapilar icermekteydi ve mitokondrileri ise sismisti. Yine alveol [imeni
icerisinde ¢ok sayida membran arti§i ve ekstrasellller lamellar cisimler bulunmaktaydi.

Alveol epitelinin oturdugu bazal membran kalinhgi kontrol grubuna kiyasla artmigti.

Hem brongiyol hem de alveol limeni igerisinde eritrositlerin varhdi dikkat cekiciydi
(Sekil 80).

Sekil 80: Deney grubundaki yavru siganlardan elde edilen akciger kesiti. AS, inter-alveoler
septumu; n, pnémositlerin ve alveoler makrofajin (D) nikleusu; AL, alveol |[imeni; lc, yapisi
bozulmus lamellar cisimler; er, saglikli gérinimld diz yuzlli endoplazmik retikulum sisternalari;
m, kristalari dejenere olmus mitokondriler; v, vakuol; sl, sekonder lizozom; Kalin ok,
kalinlagsmis ve bol sitoplazma igeren tip 1 pnémosit hatti; ince ok, tip 1 ve tip 2 pnédmositlerde
g6rilen genislemis endoplazmik retikulum sisternalari; siyah okbasi, alveol Iimeninde bulunan
membran artiklari; beyaz ince ok, makrofaj icerisindeki myelin benzeri yapilar; yildiz;
kalinlasmis alveol bazal membrani; beyaz dolgulu yildiz, alveol Iimeninde bulunan
ekstrasellller lamellar cisimleri gdstermektedir Bar= 2 ym.
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Ek olarak bazi brongiyollerin [limenlerinde, salgi materyali olasi yapilarla birlikte,
epitel ylzeyinden Iimene dogru sarkmis ve vyer vyer epitelle baglantisi
goérilemediginden limene dékidimus izlenimi uyandiran ve sitoplazmasinda vakuoler
dejenerasyonlar saptanan hicreler ya da hicre artiklari bulunmaktaydi. Bu
bronsiyollerin bazal membrani ise kontroldekine kiyasla daha kalindi. Bronsiyol
duvarlarinda elektron-yogun c¢ekirdekli htcreler bulunuyordu ve bu bronsiyollerin
[imenlerinde eritrosit varigi da dikkat cekmekteydi (Sekil 81). Bag dokusu
tabakasindaki hcreler ¢ok sayida bozuk kristali mitokondri icermekteydi ve bu

hlcrelerin perinlkleer sitoplazmalari 6demliydi. Ayrica yine bu hicreler ¢ok sayida

sekonder lizozom da icermekteydi (Sekil 82).
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Sekil 81: Deney grubundaki yavru siganlardan elde edilen akciger kesiti. B, bag dokusu; n, niikleus; BL,

bronsiyol limeni; er, eritrosit; v, vakuol; si, bronsiyol epitel hiicrelerinin sitoplazmalari; s, bronsiyol limeni

icerisindeki sitoplazma artiklari; d, brpn§_iKoI duvariyla arasindaki baglanti gérilemeyen epitel hicresi;

beyaz oklar, piknotik bronsiol hiicresi niikleuslari; ince ok, kigllmis bag dokusu hicresi nikleuslart;

glldlz, kalinlasmis bronsiyol bazal membrani; ¢ift yonlii ok, bronsiyol duvariyla epitel hiicresinin
agdlantisinin segilemedigi alani gostermektedir. Bar= 1,5 pm.

Sekil 82: Deney grubundaki yavru siganlardan elde edilen akciger kesiti. n, nikleus; sl, sekonder lizozom;
AL, alveol limeni; er, eritrosit; siyah kalin ok, kalin kan hava bariyeri; beyaz kalin ok, kigulmis bag
dokusu hucresi nukleusu; siyah ince ok, kristalari ve sinirlari bozuk mitokondriler; beyaz ince ok, gevsek
yapida ve iri lamellar cisimler; siyah okbasi, perinikleer 6dem; yildiz, kalinlasmis alveoler bazal
membrani gdstermektedir. Bar= 1 pm.
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4.111.2.C. Kalbe iliskin Elektron Mikroskobik Bulgular:

Kontrol grubundaki 10 glnlik yavru deneklere ait ultra ince kesitlerde kalp
dokusunun erigkin kontrol deneklerinki ile blyuk 6l¢clide ayni yapiya sahip oldugu tespit
edildi. Dokunun buyik cogunlugu kardiyak myositlerden olusmaktaydi ve bu hicreler
arasinda seyrek olarak damarlar gbéze carpmaktaydi. Kardiyak myositlerin detayli
yapisi incelendiginde hticrelerin belirgin bir ¢ekirdekicigi bulunan merkezi yerlesimli bir
cekirdege sahip oldugu gorildi. Myositler, sitoplazmay! dolduran ve sarkomer adi
verilen birimleri olusturan miyofilamentlerin yani sira ¢ok sayida mitokondri de

icermekteydi. Hucreler arasindaki baglanti bdlgeleri olan diskus interkalarisler de

normal gérinimdeydi. (Sekil 83).
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Sekil 83: Kontrol grubundaki yavru si¢anlardan elde edilen kalp kesiti. n, ntkleus; sr, sarkomer;
my, myofibril; ka, kapiller; Z, Z c¢izgisi; m, mitokondri; kalin ok, diskus interkalarisi
g6stermektedir. Bar= 1 pm.

Deney grubundaki yavru siganlarin kalp érneklerinden hazirlanan ince kesitler elektron
mikroskobunda incelendiginde; normal goériinimli kardiyak myositler arasinda hem
sitoplazmasi hem de ¢ekirdegi elektron-yodun olarak izlenen myositlere rastlandi. Bazi
kas liflerinde ileri derecede sarkoplazmik ve mitokondriyal sisme ile karakterize ciddi
patolojik degisim izlenirken, bazilarinda da vakuoler dejenerasyonlar saptandi. (Sekil
84).
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Sekil 84: Deney grubundaki yavru siganlardan elde edilen kalp kesiti. n, nikleus; sr, sarkomer;
BD, bag dokusu; j, genislemis baglanti kompleksi; fs, fibrosit; gl, glikojen; sa, sarkoplazma; v,
vakuol; my, myofibril; m, mitokondri; no, nukleolus; kalin ok, diskus interkalaris; ince ok,
saglikli gérindmlla ve dizgun yapili myofibriller; ¢ift bagh ok, saglikli goértinenlere kiyasla
incelmis Z cizgileri; siyah okbasi, bozuk kristali mitokondriler; ¢ift yildiz, sarkoplazma
icerisindeki elektron yogun gérilen ve myofibril icermeyen alanlari géstermektedir. A’da kesik

gizgilerle gevrili alanda kenara itilmis nikleusu ve elektron yogun sitoplazmasiyla hasarli bir
myosit gérilmektedir. Bar=1 pm.

L

Farkli alanlar gbézden gegirildigi zaman myositlerden bir kisminin mitoz gecirdigi
saptandi. Bolinmenin bir ileriki asamasindaki kimi hicreler ise cift ¢ekirdekli olarak
goriliyordu. Bir kisim myositlerde diskus interkalarisler kalinlasmisti ve Z cizgilerinin
dizeni bozulmustu. Bazi sarkomerlerin de anormal gériinimde olduklari tespit edildi.
Endotel hlcrelerinin sitoplazma hatti dizensiz ve genislemis olarak gdzlenirken bu
hlcrelerin gekirdekleri ise ¢entikli yapidaydi. Ayrica damar duvarlarini déseyen endotel
hlcrelerinin sitoplazmalarinin artmis oldugu ve Iimene dogru cikintt yapan bu

boélimlerin [imende daralmaya neden oldugu gézlendi (Sekil 85).
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Sekil 85: Deney grubundaki yavru siganlardan elde edilen kalp kesiti. n, nikleus; sr, sarkomer;
my, myofibril; m, mitokondri; mi, mitoz gecirmekte olan nlkleus; E, endotel hicresinin
ndkleusu; ka, kapiller; sa, sarkoplazma; siyah ince ok, sikligi artan Z gizgileri; diizensiz hatl
sarkomerler; yildiz, endotel hiicrelerinin sitoplazma igeriginin arttigi ve limeni daralttigi alanlar
g6stermektedir. Kuglk resimde ¢entikli endotel nikleusu gortlmektedir. Bar= 2 ym.
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4.111.3. Fetiis Grubuna Ait Elektron Mikroskobik Bulgular:
4.1I.3.A. Karacigere iliskin Elektron Mikroskobik Bulgular:

Kontrol grubunda yer alan 16 glnlik gebelerden alinan sigan fetiislerinden elde
edilen karaciger ©rnekleri de elektron mikroskobik olarak degerlendirildi. Bu
degerlendirmede fetls karacigerlerinin blytk ¢ogunlukla parankimal hiicreler ve éncil
kan hicreleri tarafindan olusturuldugu goérildi. Bu hepatositler diger kontrol
gruplarindakilere kiyasla daha kuiglktli ve cekirdekleri de daha iriydi. Cekirdegin
icerisinde gevsek kromatin yapisi ile ¢ekirdekgigin varligi agikga ayirt edilebilmekteydi.
Cekirdek-sitoplazma orani da diger kontrol gruplarina kiyasla ylksekti. Bu
hepatositlerde sitoplazmik icerik olarak glikojen partiktllerinin goklugu ve organel olarak
da az sayida mitokondri varligi dikkat ¢cekmekteydi. Hlcreler birbirine sikica bagl
degildi. Birbirinden ayrik yerlesimli bu hepatositler arasinda Kupffer htcreleri de

kolaylikla secilebilmekteydi. Bu hulcreler girintili-gcikintili  yizeye sahip 0Okromatik

gorinimlu cekirdekleri ve sitoplazmik uzantilariyla belirgindi (Sekil 86).
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Sekil 86: Kontrol grubundaki 16 gunlik sican fetlslerinden elde edilen karaciger kesiti. n,

ndkleus; He, hepatosit; er, eritrosit; K, Kupffer hiicresi; m, mitokondri; yildiz, genis hicreler
arasl mesafeyi gostermektedir. Bar= 1,5 pm.

Deney grubundaki 16 gunlik gebelerden LF uygulamasini takiben elde edilen
fetlslerin karacigerleri ayni grubun kontrol &rneklerine kiyasla bazi patolojik
degisiklikler gostermekteydi. Bazi hepatositlerin ¢ekirdekleri piknotikti ve kenara
itilmisti. Bu hepatositlerin sitoplazmasinda dev mitokondriler yer almaktaydi; diger bazi
mitokondrilerin de krista yapisi bozuktu. Farkli alanlarda yapilan incelemede saglikli
hepatositler arasinda yer genislemis diz yizli endoplazmik retikulum sisternalarinin
yani sira dizensiz sinirli ve dejenere olmus kristali mitokondrileri ile hasarlandiklari
anlasilan hepatositlere de rastlandi. Yine bu gruba ait karaciger kesitlerinde mitotik
figlrler de dikkat cekmekteydi (Sekil 87).
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Sekil 87: Deney grubundaki 16 gunlik sigan fetlslerinden elde edilen karaciger kesiti. n,
ndkleus; mi, mitoz; He, hepatosit; m, mitokondri; er, endoplazmik retikulum; E, endotel hicresi;
I, kiiglilmiis niikleuslu Ito hiicresi; kalin beyaz ok, piknotik niikleus; ince ok, genislemis diiz
yuzli endoplazmik retikulum sisternalari, beyaz okbasi, dev mitokondrileri gostermektedir.
Bar=1 pm.

Kupffer hicrelerinin ¢ekirdekleri kontrol grubundakilerden daha iriydi ve sitoplazma
miktari da daha fazla olup ¢ok sayida lizozom ile olduk¢a genislemis diz yazla
endoplazmik retikulum sisternalarini igeriyordu. Bu yapilariyla Kupffer hicreleri aktif
gorinimdeydi. Ayrica blylk hepatositler arasinda, membranla ¢evrili olan ve bazen
koyu bir nikleer fragman da iceren sitoplazmik parcaciklar goéruldi. Bu yapilar
apoptotik cisimler olarak yorumlandi (Sekil 88).

Sekil 88: Deney grubundaki 16 gunlik sigan fetlslerinden elde edilen karaciger kesiti. n,
ndkleus; L, lizozomlar; er, eritrosit; en, endotel hicresi; K, Kupffer hiicresi; He, hepatosit; ger,
hepatositin granilli endoplazmik retikulumdan zengin sitoplazmasi; kalin ok, koyu kromatinli
kigUk bir nlkleer parca igeren apoptotik cisim; ince ok, genislemis diz yizli endoplazmik
retikulum sisternalarini géstermektedir. Bar= 1 ym.
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4.111.3.B. Akcigere iliskin Elektron Mikroskobik Bulgular:

Kontrol grubu 16 gunlik fetlslerin akcigerleri ge¢ psédoglandular evrede olup

parankimasi, bronsiyol 6ncilerine kadar dallanmis iletici bélimin tibdler yapilarini
iceriyordu. Bronsiyollerin duvari tek kath kibik epitel ile dbésenmisti ve epitel

hlcrelerinin apikal ylzeyinde kisa mikrovilluslar bulunuyordu (Sekil 89).

Sekil 89: Kontrol grubundaki 16 gunlik sigan fetlslerinden elde edilen akciger kesiti. BL,
bronsiol 1Gmeni; P, bronsiyol duvarini déseyen epitel hicreleri; er, eritrosit; n, nikleus; no,
ndkleolus; si, sitoplazma; m, mitokondri; ger, graniler endoplazmik retikulum; ince oklar,
bronsiyol hiicrelerinin birbirleriyle olan sinirlarini géstermektedir. Bar= 1 um.
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Deney grubundan elde edilen 16 glnlik fetislerin akcigerlerinde kontrol
grubuna ait érneklerden farkh olarak gdzlenen bulgulardan ilki bronsiyolleri déseyen
epitel hicrelerinin sitoplazmalarinda édem gergeklestiginin saptanmasiydi. Ayrica bu
hlcreler elektron yodun ve fibréz birikimler igermekteydi. Hiicreler arasindaki baglanti
bdlgelerinin igeriginde elektron yogun materyal de bulundurarak genisledigi saptandi.
Bu alanlarda izlenen makrofajlar elektron yogun c¢ekirdek vyapisina sahipti.

Bronsgiyollerin duvarinda siklikla mitotik figlrlere rastlandi. Bu mitoz gecirmekte olan

hlcrelerin sitoplazmasi icerisinde vakuoler dejenerasyon tarzinda patolojik degisimler
g6zlendi (Sekil 90, 91).

Sekil 90: Deney grubundaki 16 ginlik sigan fetlislerinden elde edilen akciger kesiti. BL, Bronsiyol Iimeni;
n, niikleus; si, sitoplazma; M, makrofaj, , ince oklar, bronsiyolli déseyen epitel hicreleri icerisinde
bulunan 6dematdz birikim olasi elektron-az yogun alanlar; yildiz, hiicreler arasinda bulunan ve
kontrol grubunda goériimeyen ve granller elektron-yogun materyal iceren bosluklar
gOstermektedir. Bar= 1,5 pm.

Sekil 91: Deney grubundaki 16 gunlik sigan fetlslerinden elde edilen akciger kesiti. BL, bronsiol Iimeni;
er, eritrosit; n, nikleus; si, sitoplazma; gl, glikojen; mi, mitotik figlr; yildiz, hiicreler arasinda bulunan ve
kontrol grubunda goérilmeyen elektron yogun meteryal iceren bosluklar; ¢ift yildiz, mitotik bronsiyol
hicrelerindeki vakuoler dejenerasyon alanlarini géstermektedir. Bar= 1 ym.
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4.111.3.C. Kalbe iligkin Elektron Mikroskobik Bulgular:

Kontrol grubundaki 16 gunlik fetlislerden elde edilen kalp dokusu oérnekleri
erigskin ve yavru grubunda da bahsedildigi gibi, merkezi yerlesimli oval bir ¢ekirdek
iceren kardiyak myositlerden olusuyordu. Cekirdekler icerisinde gevsek kromatin
yaplya sahip c¢ekirdekgikler kolaylikla secilebilmekteydi. Mitokondriler ¢ekirdegin
etrafinda ve myofibriller arasinda belirgin olarak géze ¢arpmaktaydi. Hiicreler Z gizgileri
tarafindan bolunmls sarkomerlerden olusan myofibrillere sahipti. Kas liflerini
olusturmak Gzere myositler birbirine diskus interkalarisler araciligi ile baglanmigti. Kas

liflerinin arasinda damarlari da igeren ince bag dokusu alanlar bulunuyordu (Sekil 92).

Sekil 92: Kontrol grubundaki 16 glinltk sigan fetuslerinden elde edilen kalp kesiti. L, Iimen; er,
eritrosit; n, nikleus; no, nikleolus; sa, sarkoplazma; sr, sarkomer; m, mitokondri; my, myofibril;
E, endotel hicresi; kalin ok, diskus interkalarisi gostermektedir. Bar= 1 pm.

Deney grubunda yer alan gebe siganlardan elde edilen fetlslerin kalp
dokularindaki myositler arasinda genis bosluklar bulunmaktaydi. Hicreler, krista yapisi
bozulmus mitokondrilerin yani sira geniglemis sarkoplazmik retikulum sisternalari da
icermekteydi. Myofibril icerigi daha oOnceki gruplarda da bahsedildigi gibi saglikli
gorinimde degildi ve cizgilenme 6zelligini kaybetmisti. Ayrica sarkoplazma igerisinde
elektron-yogun goérinimli ve herhangi bir organel yapisi icermeyen dizensiz alanlar
mevcuttu. Damar duvarlarini olugturan endotel hucreleri ile myositler arasinda genis
bosluklar bulunmaktaydi. Bu endotel hlcreleri ¢entikli cekirdek yapisina sahipti ve

kontrol grubundakilere kiyasla daha iri ve bol sitoplazmaliydi (Sekil 93, 94).
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Sekil 93: Deney grubundaki 16 glnlik sican fetlslerinden elde edilen kalp kesiti. n, nikleus;
sa, sarkoplazma; m, mitokondri; my, myofibril; st, endotel hilcresinin sitoplazmasi; KM,
kardiyak myosit; E, endotel hicresi; ka, kapiller; ince oklar, genislemis sarkoplazmik retikulum
sisternalari; yildiz, hicreler arasinda gorilen genis bosluklari gdstermektedir. B ve C de
myositlerden ayr duran endotel hicreleri dikkat gekmektedir. Bar= 1,5 pm.

2
| A 3 b 4 - ; S

Sekil 94: Deney grubundaki 16 glnlik sigcan fetlslerinden elde edilen kalp kesiti. n, nikleus;
sa, elektron yogun goérinen sarkoplazma; m, mitokondri; my, cizgilenme 6zelligini kaybetmis
olan myofibriller; gl, glikojen; ince oklar, genislemis sarkoplazmik retikulum sisternalari; siyah
okbasi, krista yapisi bozuk mitokondriler; yildiz, hiicreler arasinda gortlen genis bosluklar; alti
cizili yildiz, myositler icerisindeki dizensiz, elektron yogun igerikli sarkoplazma alanlarini
gOstermektedir. Bar= 1 pm.
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TARTISMA

Sarbon, Bacillus anthracis tarafindan olusturulan, septisemik 6zelikte akut bir
enfeksiyonun adidir. Enfeksiyon, vicut isisinin yuikselmesi, dalagin sismesi, kanin
katran gibi koyu renk almasi ve pihtilasmamasi, deri alti ve subser6z dokularda sero-
hemorajik infiltrasyonlarin olugsmasi ile karakterize zoonozdur'”®. Son zamanlarda
sarbon etkeni ve toksinlerinin biyolojik savasta potansiyel bir ajan olarak kullaniminin
glindeme gelmesi ve haberlesme sektdriinde ¢alisanlarla kimi medyatik kisilerin, aldigi
mektup ya da paket gibi sarbon sporu tasiyan malzemelerle bulas yolu ile hastaliga
yakalanmasi sarbonu giincel bir konu haline getirmigtir.

Sarbon etkeni olan Bacillus anthracis’in 2 dnemli virilans faktoru (kapsul ve
toksinler) vardir. Sarbon hastaligindan élen hayvanlarin filtre edilmis plazmasinin
verildigi kobaylarda da 6lim gercgeklestiginin gosterilmesi, 6lime ekzotoksinlerin sebep
olmasiyla acgiklanmistir. Bu toksin 3 farkli antijenik komponentten [Faktér | édem
faktori (Edema Factor, EF), Faktdr Il koruyucu antijen (Protective Antigen, PA) ve
Faktor 11l dldurici faktoér (Lethal Factor, LF)] olusur. Bu faktérlerden ikisi ya da gl bir
arada etki gosterir. Ornegin; deney hayvanlarinda, PA+LF’'den olusan letal toksinin (LT
ya da LTx) oldiiriicli etki gosterdigi bilinmektedir'?.

Konuyla ilgili butin bu bilinenlere ek olarak, sunulan c¢alismada Bacillus
anthracis’in Urettigi toksik maddelerden biri olan LF’nin diger faktorler olmaksizin tek
basina herhangi bir etki gosterip gésteremeyecedi merak edildi ve galisma buna gore
planlandi. Bdylece erigskin, yavru, embriyo ve fetis ddnemlerindeki siganlara
intraperitoneal yoldan bidistile su (kontrol gruplarina) veya tek doz LF (deney
gruplarina) uygulamasindan 24 saat sonra elde edilen doku érnekleri stereolojik, 11k
ve elektron mikroskobik acilardan degerlendirildi. Calisma sonucunda elde edilen
bulgular, kaynak kitap ve makaleler i1giginda yorumlandi.

Bu calismada kullanilan karaciger, akciger ve kalp o&rnekleri histolojik olarak
degerlendirildiginde, tim organlarda ortak olarak gézlenen bulgulardan biri damar
patolojileriydi. Bu patoloji, karaciger sinlzoidlerinde dilatasyon seklinde karsimiza
cilkmaktaydi. Mevcut literatirde, antraks toksini kaynakl hepatik sinizoidal
dilatasyondan s6z edilmemekle birlikte bu toksinlerin damar patolojilerine ve organ
yetmezliklerine yol agabilecegini bildiren calismalar vardir®® '2.

Buna gore, letal faktdrin damar patolojileri kapsaminda sinlizoidal dilatasyona

da sebep olabilecegi disunalda.
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Yine, incelenen tim organlarda damarlar igerisinde pihti olusumu ve eritrosit birikimi
izlendi. Yer yer damar duvarlarinin biatinliglu kaybolmustu ve damar duvarlarinda
enflamatuar hucre infiltrasyonlari ile fibrinoid nekroz gdézlendi. Endotel hucreleri ise
hipertrofiye ugramigti. Bu konu hakkindaki mevcut g¢alismacilardan bir kismi
B.anthracis’in veya toksinlerinin meydana getirdigi 6lum seklinin; vaskuler gegirgenlikte
degisimler, inflamasyon, fibrin birikimi, tromboz, nétrofil gécl ve bu gége bagl gelisen
endotelyal hlcre hasarinin yani sira TNF-a Uretimini de igeren sitokin induklli sok
oldugunu ifade etmektedir'”. Bazi arastirmacilar ise LTin deneysel olarak
uygulanmasindan sonra olusan patolojik hasarin sitokinlerden bagimsiz oldugunu 6éne
stirmektedir'?'. Bizim bulgularimiz ilk bahsedilen gériis ile paralellik géstermekle birlikte
bu mekanizmalar hakkinda yoruma gidilebilmesi i¢in kan bulgulart da
degerlendirilmelidir.

LT nin yarattigi toksik etki ile hemoraji, plevral effizyon ve vaskilite neden

123

olabilecegi bildiriimektedir<°. Vaskuler fonksiyon bozuklugu sarbon patogenezinin

onemli bir bileseni olarak degerlendiriimesine ragmen bu fonksiyon bozuklugunun

altinda yatan neden heniiz tam olarak bilinememektedir'?*'*

. LT enjekte edilen
deneklerde vaskiiler sizinti gelistigi rapor edilmistir'**'?®. Steele ve ark.’nin bildirdigine
goére LT, TNF-a indukli VCAM-1 ekspresyonunu arttirip, monositlerin endotele
adhezyonunu saglayarak vaskiilite neden olmaktadir''?’. Baska bir gériise gére ise
LT endotelyal adhezyon molekullerinin salinma duzenini etkileyerek normal protektif
enflamatuar cevabin olusmasini engelleyebilir. Boylece I6kositlerin normal olmayan ve

135128 v/askdilit, endotel

gereksinim disinda damarlardan g¢ikisi mimkin hale gelir
adhezyon molekdllerinin asin salinmasinin yanisira VCAM-1 ve diger adhezyon
molekdillerinin artmis serum seviyeleri ile karakterize bir durumdur'?°. VCAM-1,
lenfosit, monosit, bazofil ve eozinofillerin yuzeyinde mevcut olan VLA-4 adh integrin
sinifindan bir molekile baglanir ve bodylece bu Idkositlerin damar disina cikigi

saglanir'*'?’

. Bir damarda vaskiilit gelismesi durumunda, endotelyal nekroz, intra-
vaskdler fibrin birikimi, tunika intima ve media’da inflamatuar hlicre infiltrasyonu ve
damar duvarlarinda fibrinoid nekroz bulgulari gorilmektedir. Bu seklide hasarlanan
damarlarda hasarin ilk asamasinda nortofil agirlikli, ilerleyen evrelerde de mononiikleer
hiicre agirlikli infiltrasyonlar olusmaktadir®®. Bizim calismamizda deneklere LF
uygulamasindan sonra elde edilen doku 6rneklerinde gbézlenen bulgular bilinen vaskulit
tablosuna uymaktadir. Vaskadlitin patolojik mekanizmasi ise tam olarak bilinmemektedir.
LTnin direkt ya da indirekt etkisi proinflamatuar sitokinlerin serbestlesmesiyle iligkili

olabilir'?2.
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Calismamizda gerek akcigerde gerekse kalpte damar disinda kan hicrelerinin
bulunmasi, hemoraji olarak degerlendirildi ve yukarida anlatilan damar duvari hasarina
bagli olarak gelistigi diisinald.

Hemosiderin birikimi, eritrositlerin monontikleer fagositik sistem elemanlarinca
parcalanarak iglerindeki hemoglobinin yikilimasiyla ortaya g¢ikar. Eritrosit yikimiyla agiga
¢cikan demirli pigment, hiicrelerde, damarlarda ya da bag dokusunda altin sarisi renkte
birikir'™*’'*°. Normalde siirekli fakat yavas tempoda giden bu olay, patolojik durumlarda
artmaktadir. Uzun slren kalp yetmezligi, akcigerde uzamis konjesyon sonucu
alveollerdeki fagositik mononukleer hicreler igcinde hemosiderinin gérulmesine neden
olur. Bu pigmentli makrofajlar kalp hatasi hicreleri olarak adlandirilirlar. Kanimizca, bu
calismada toksik etkiyle ortaya gikan damar duvari hasari ve damar gecirgenliginin

ar.;[r.naS|122,123,126

sonucu dokuya sizan eritrositlerin mononulkleer fagositik sistem
hlcreleri tarafindan yakalanarak pargcalanmasi, dokudaki hemosiderin birikimlerinin
nedeni olmalidir. Uzun vyillardan beri bilindigi gibi, demir metabolizmasi cesitli
enfeksiyonlarda onemli Ol¢ide dedismektedir. Ayrica son zamanlarda yapilan bazi
calismalara gére, mononikleer fagositik sistem hiicreleri tarafindan fagosite edilen
toksinler hemosiderin ile inaktive edilebilmektedir. Bu sonu¢ son zamanlarda seri halde
yapilan arastirmalarla desteklenmis ve bu arastirmalar sonucunda in vitro sartlar
altinda demirin gesitli bakteri eksotoksinlerinin toksin etkisini ortadan kaldirabilecegi

anlagilmigtir'38139131.132

Calismamizda, LF uygulamasindan 24 saat sonra elde
ettigimiz karaciger, akciger ve kalp 6rneklerinde 6zellikle damarlarda ve makrofajlar
icerisinde hemosiderin birikimi gézlendi. Bu birikimler demir metabolizmasi ile toksik
hasar arasindaki bu iligkiyle aciklanabilir. Yani LF uygulamasindan sonra, toksinin
direkt etkisiyle olugsan damar hasarini takiben dokuya sizan eritrositleri yakalayip
parcalayarak dokuda hemosiderin pigmenti birikimine yol agcan mononukleer fagositik
sistem hucrelerinin aktivitesi artmakta, bir yandan da bu olay, dokudaki toksik hasarin
azaltilmasi igin kullanilan indirekt bir mekanizma haline dontsebilmektedir. Gergekten
biz de deney gruplarina ait organlarin mikroskobik dederlendirmesinde, Kupffer hicresi
ve alveolar makrofaj gibi mononukleer fagositik hucrelerin aktivitesinin arttigini
go6steren bulgular saptadik.

Tek doz LF wuygulanan deneklere ait karaciger kesitlerinde hepatosit
kordonlarinin diizeni kontrol grubundakilere kiyasla bozulmustu. Bu olay hepatoselltler
proteinlerde ortaya c¢ikmasi olasi hipoksik hasardan ya da hepatositlerde gorilen
nekrotik degisikliklerden kaynaklanabilir. Nitekim Moayeri ve arkadaslari''da yaptiklari

calismada LF ve PA’nin bir araya gelmesiyle olusan letal toksini (LT) deneklere
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uygulamiglar ve LT’in direkt olarak yol actigi vaskuiler yetmezligin dokularda hipoksiye
ve bu hipoksinin sonucu olarak ta koagulatif nekroza yol actigini belirtmiglerdir. Bizim
calismamizda da karacigerde nekroz odaklar saptandi. Ayrica hlcre hasarinin
nekroza giden asamalarini yansitir sekilde, sinirlari belirsiz olup bir arada kaynasmis
gibi gorilen hepatosit kiimeleri, etrafindaki diger hicrelere kiyasla daha eozinofil
sitoplazmaliydi ve kromatini yogunlasmis klc¢lk cekirdek iceriyordu. Ayrica deney
grubu karacigerlerindeki hepatositlerde kismi veya yaygin sitoplazmik icerik kaybinin
ya da incelmis hepatosit kordonlarinin belilenmesi de nekroz bulgusu olarak
degerlendirilebilir.

LTin yol agtigi karaciger patolojilerinden ve vaskuler hasardan s6z eden

literatiirdeki mevcut galismalar®'?

, hlicresel ya da organeller dizeyinde yapiimis
detayh histolojik arastirmalar degildir. Hepatositlerde vakuoler dejenerasyon, hepatosit
kordonlari arasinda hyalin ve hemosiderin birikimi, hepatositlerde intersellller baglanti
kaybi gibi bulgular ilk kez bu ¢alismamizda tespit edildi. Hlicreler arasindaki baglanti
kaybi, yukarida damar bulgularini yorumlarken belirtilen toksinin adezyon
molekaullerinin sentezi Gzerine olan etkilerinden kaynaklaniyor olabilir.

Hucredeki vakuoler dejenerasyonlar enfeksiyonlarda, toksik olaylarda ya da sok
durumlarinda ortaya ¢ikan protein metabolizmasindaki bozukluklardan dolayi gelisir.
Bu dejenerasyon tipi bulanik sisme yada balonlasmayi da iceren hidropik dejenerasyon
seklinde olabilir. Bulanik sismede mikroskobik olarak, tutulan hlcrelerin sitoplazmalari
sis ve granllli (tanecikli) go6rindr. Graniller protein yapisindadir. Elektron
mikroskobunda hicreler iginde endoplazmik retikulum geniglemis, mitokondriler sismis
durumdadir. Hlcrenin sodyum ve su icerigi artmistir. Benzer durumlar balonlasma ve
hidropik dejenerasyonda da gorulir. Fakat bu son bahsedilen iki tipte sitoplazma iginde
granuller yoktur ¢ok sayida ve sinirlari belirgin vakuoller (balonlagma) ya da sinirlar
ayirt edilemeyen ve tim hicreyi kaplayan vakuolizasyon belirgindir. Elektron
mikroskobik tablo ise ortaktir. Bu olayda genellikle geriye donis mimkin olmakla
birlikte, hiicreler nekroza da gidebilir'*°'®.

Antraks Uzerinde calisanlar elektron mikroskobunu genellikle etken bakterinin
ya da bu bakteri sporunun yapisini incelemek igin ya da sporun veya toksinlerin hlicre
icerisine girisini saptamak amaciyla kullaniimiglardir. Yaptigimiz ¢alismayla ilk kez
elektron mikroskobik duzeyde, LF uygulanan hayvanlarin organlarindaki histopatolojik
degisiklikler de degerlendirilmigtir.

Karacigere iligkin elektron mikroskobik bulgularimiza gére gerek hepatositler

gerekse endotel hicreleri elektron-yogun kromatinli piknotik nikleuslar ile dikkat
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cekmekteydi. Bu da 6lime giden htcreler igin beklenen bir bulgu olmakla birlikte
hicrelerin 6lum seklini ortaya koyabilmek agisindan gerekli bir tanidir. Séyle ki hem
Isik hem de elektron mikroskobik diizeyde karacigerde epoptozu gdsteren bulgular ve
apoptotik cisimler goézlenmistir. Demekki LF’'nin dokularda yol agtigi patolojik etkiler

hiicrelerin nekroza ya da apoptoza gitmesiyle sonuglanmaktadir'''>*.

Diger
organellerin de ince yapisina bakildiginda, sadece hepatosit duzeyinde kalmayip
pndmositlerde ve hatta kalp kasi hicrelerinde diz yuzli endoplazmik retikulum
sisternalarinin genisledigi gozlendi. Duz yuzli endoplazmik retikulumun hucrelerde
detokisfikasyon alani oldugu cok yaygin olarak bilinen bir bilgidir®*. Bu bulgumuz da
incelen tim organlardaki hicrelerin LF uygulamasindan sonra toksik etkiye maruz
kaldigini gostermektedir. Yine hidropik zedelenme ile toksik yada metabolik
zedelenmenin gesitli sekillerinde ortaya ¢ikmasi olasi yagh degisiklik sitoplazmada lipid
vakuollerinin ortaya ¢ikmasiyla belirir ve bdylece ¢alismamizda LF uygulamasindan
sonra hepatositlerde gorilen lipid igerigindeki artis da LF’nin hepatositler lzerinde
toksik etkiye yol acgtigini géstermektedir.

Deney grubuna ait karacigerlerin hepatositleri incelendiginde sitoplazma
icerisinde gdzlenen genis glikojen depo alanlar hiicrelerde ortaya ¢ikan rejenerasyona
yoénelik bir savunma seklidir.

Ayrica, ¢alismamizin deney gruplarindan elde edilen organlarin mikroskobik
degerlendirmelerinde mitokondrilerde gozlenen dejenerasyonlar LF’nin neden oldugu
oksidatif sitresin ¢ok acgik bir gostergesidir. Literatlirde mitokondriyal hasar ile oksidatif
stresin iligkisini gosteren ¢ok sayida makale bulunmakta olup, yukarida belirtildigi gibi
toksik durumlarda gelisen hidropik dejenerasyonda mitokondrilerde de sisme meydana
gelmektedir. Bilindigi gibi doku kanlanmasinin aralikli olarak bozulmasi, hucrede
meydana gelen hasarin en biiyiikk sebebidir. iskemide enerji ihtiyacinin artisi ve
oksidatif fosforilasyon ile ATP sentezinin azalmasi nedeni ile enerji depolari azalir.
Ancak hasarin ¢ogu iskemi sirasinda degil de reperfuzyon sirasinda olmaktadir.
Reperflizyonla saglanan oksijen molekilleri serbest oksijen radikallerine déndgsir. Bu
radikaller ¢ok iyi oksidan ve reduktan olup, lipid peroksidasyonu ve protein hasari
yapar; bdylece hiicre fonksiyonunda bozulma ve nekroz meydana gelir'*?'*®. Bu
noktada hucreler icin 6lim ya da hayatta kalim olarak nitelendirilebilecek bir durum
olan ve bizim galismamizda da gdzlenen mitokondriyal hasarlar ortaya ¢ikmaktadir ki
bu da sirasiyla cekirdek ve sitoplazma degisikliklerini de iceren o6lim kaskadini
baslatmaktadir. Bizce bu dejenerasyonlarin temel nedeni hicrelerin yeterli seviyede

oksijenlenememesi sonucu ortaya ¢ikan serbest radikal hasaridir.



145

Hyalin sdzcugu, makroskopik olarak beyazimsi, parlak, 1sik mikroskobunda ise
hematoksilen-eozin boyasi ile homojen eozinofil gériinen maddeler icin kullanilr.
Hyalinin esas yapisi proteindir. Epitelyal ya da mezankimal kaynakli olabilir. Epitelyal
kaynakli ise, her zaman hicre igindedir. Mezankimal kaynaklilar hiicre i¢inde ya da
hlcreler arasinda olabilir. Hiicreler arasi hyaline pek ¢ok nedenle rastlanabilir. Bag
dokusu iplikcikleri arasina glikoprotein tabiatinda bir madde otururken iplikcikler de
kaynasir ve homojen pembe bir gérunim alir. Kronik iltihap alanlarinda, hipertansiyon,
diabet ve arteriosklerozda damar duvarlarinda, trombuislerin ve hematomlarin
kalintilarinda bu tiir hyalin degisiklik goriilebilir'**'®. Bizim galismamizda organlarda
ekstraselliler olarak gbézlenen hyalin birikimlerinin, kanamalardan ya da hucre
oliminden sonra geriye kalan artiklar (debris) ya da gelisen skar dokusu tarafindan
olusturuldugu disunulda.

Bu calismada cgesitli organlar lizerine olasi histopatolojik etkilerini arastirdigimiz
LF, mitojen ile aktive edilen protein kinaz inhibitdrlerinden biri olmanin yani sira, ¢inko
badimh bir endopeptidazdir. Birgok hiicre tipinde tek basina varlik gésteremeyen LF’nin
PA ile birlesmesiyle olusan LT’nin ¢ogu hicre tipinde aktif olmasina karsin sadece belli

makrofaj tiplerini lizise ugratabildigi bildirilmigtir'*3'*

. Calismamiz sirasinda detayh
histopatolojik degerlendirmelerle belirlenen hepatositlerin dizgin sinirlarini yitirerek
girintili-cikintil - bir gérinim kazanmasi, sitoplazmik icerigin bosalmis goérinmesi,
cekirdeklerin de benzer sekilde dizensiz sinirfi ve yer yer kromatini ¢dzulmus
gérinimde olmasi bu hicrelerin lizise ugradigini gdsterebilir. Bazi arastirmacilar
LT nin yol actid! litik etkiye hepatositlerin de makrofajlar kadar hassas olabilecegi fikrine
sahiptir'?'; ancak bunu gdsteren bir bulguya mevcut literatiirde rastlanmamistir. LF’nin
antijen sunan hicrelerde protein  yikkimina yol acarak lizis olusturdugu
bildiriimektedir'**'¥”. Kanimizca, LF’nin makrofajlar iizerinde sergiledigi bu proteolitik
aktivitesini'**'*® diger hiicrelerde de géstermesi beklenebilir.

Perisiniizoidal alana bakildiginda Disse mesafesinin genislemis olmasi,
damarlarda gelisen vaskiiler gecirgenlik artisindan olabilir. Bu gegirgenlik artisindan
dolayl gelismesi olasi 6dem sadece Disse mesafesinde degil hiicreler arasi araligin
artisinda ve hepatositlerin mikrovilluslarindaki kiintlesmede de etkili olabilir. Yine bu
konuda hepatositlerde gdzlenen ve oksidatif hasardan dolayi gelisen hipertrofi de
mikrovilluslardaki kiintlesmenin nedeni olabilir.

Hepatositlerin  yani sira, benzer dejenerasyonlar Ito hicrelerinde de
gorilmekteydi. Disse mesafesindeki kollajen fibriller hepatositlere destek olan retikuilin

catlyr olusturur. Bu catinin korunmasi da karaciderin rejenerasyonunun ve
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bGtlinligunin devami icin gereklidir. Eger retikller ¢cati bozulur ise hepatosit hasarinin
iyilesmesi fibrozis ile sonuglanir. Perisiniizoidal alanlarda miyofibroblastlarin ve kollajen
liflerin varlid1 da karacigerde ortaya ¢ikan doku hasarinin tamir edilmesi igin gelisecek
fibrozisin baslangici olarak degerlendirilebilir'*’"*%'*°. Karaciger hasariyla birlikte Ito
hlcrelerinin kollajen sentezleyen miyofibroblastlara donustigu ve fibroziste rol aldigi
bilinmektedir. Karaciger fibrozunun artisi ayni zamanda kan akimini ve karaciger igi
kan dolasimini etkileyerek, onun yeniden dizenlenmesine ve vaskiler catinin

bozulmasina, sonu¢ olarak da siroza yol agmaktadlr140

. Oksidatif stresten dolayi
hicrelerin  etrafindakilerle  baglantisinin  kaybolmasi  bilinen bir durumdur. Ito
hlcrelerindeki hasar ise muhtemelen bozulan Kupffer hiicresi-lto hlcresi arasindaki
badlanti kaybindan kaynaklanabilir. Normalde Kupffer hicresi, uzantilar araciligi ile
sinuzoid igerisinde bulunan tim hdcreler (pit hiicreleri, endotel hiicreleri) ve endotelde
bulunan fenestrasyonlar yolu ile hepatosit ve yag depolayan hiicreler ile temas eden
membranlara sahiptir. Deneysel iltihap reaksiyonu olusturulan deneysel modellerde
lenfosit ve pit hicrelerinin Kupffer hicreleri ile temasa gectigi gézlenmistir. Ayrica
endotelyal hiicrelerin fenestrasyonlarindan Kupffer hiicrelerinin mikrovillus uzantilarinin
Disse araligina dogru ¢ikinti yaptigi ve bu sekilde hepatosit mikrovillusu ve Ito hicreleri
ile temasta oldugu bilinmektedir'*®'*". Uyarilan Kupffer hiicrelerinden sitokin salinmasi
(IL-1, IL-6, IL-12, TNF a) sonucu ise lokal sitokin konsantrasyonu artar. Kupffer
hicrelerinden salinan sitokinler yoluyla endoteliyal hiicreler, polimorfonukleer I6kositler,
trombositler, lenfositler ve Ito hicreleri uyarilir ve sitokin salinimina katkida bulunurlar.
Lokal sitokin salinimina ayni zamanda hepatositler de katilir. Salinan sitokinler ise

hepatosit ve endoteliyal hiicre hasarina yol acar'*'"2

Kupffer hucreleri;
polimorfonikleer hiicreler, eozinofiller, trombositler ve dokilmis endotel hicrelerinin
agregasyonunun yani sira sinlzoid IUmeninin obstriksiyonuna da neden olur.
Sindzoidlerin hipoperflizyonu ile sonug¢lanan bu durum, Disse aralidini genigletir. Diger
taraftan kemotaktik faktérlere (Lokotrien B4, C5a) ek olarak, lipopolisakkaritlerin (LPS)
indUklemesiyle hepatosit ve Kupffer hiicrelerinden nétrofil kemotaksisine neden olan IL-
8 salinimi olur. Bunun sonucunda adhezyon molekdllerinde (sintzoidal endotel
hlcrelerinde intersellliler adezyon molekili-1 ve nétrofillerde integrin) artis yoluyla
notrofil gogcl ve adezyonu gergeklesir. Bunu takiben serbest oksijen radikallerinde,
proteazlarda artis ve hepatosit hasari ortaya cikar'>°'*.

Deney grubundaki deneklerden elde edilen karaciger 6rneklerinde sintzoid
sinirlari duzensizdi ve bu sinuzoidlerin duvarlarinda eozinofil sitoplazmali ve hipertrofik

Kupffer hiicrelerine rastlandi.
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Elektron mikroskobik incelemede ise Kupffer hicreleri kontrol grubundakilere kiyasla
daha buylk olup sitoplazma agisindan zengindi. Bu bulgu LF uygulamasindan sonra
Kupffer hucrelerinin aktive oldugunu goéstermektedir. Bu olayin, yukarida anlatilan
mekanizmayla gelismis olmasi olasi gérinmektedir.

Deney grubu karacigerlerinde hepatosit ve Kupffer hiicrelerinin sitoplazmasinda
¢ok sayida primer ve sekonder lizozom goérildi. Ek olarak hepatositlerin
sitoplazmalarinda bulunan bazi primer lizozomlarin membranlarinda myelin benzeri
birikimler de tespit edildi. Hicrelerin ¢ok sayida lizozom igcermeleri onlarin sindirim
aktivitelerinin arttigini gostermektedir. Lizozom sayisi ve hacmindeki artig, hucre
hasarinin bir sonucu olarak gelismektedir'®''*. Hem hepatositlerde hem de Kupffer
hlcrelerinde bulunan ve lizozomlarla ¢evrelenmis olarak karsimiza c¢ikan elektron
yodun materyal, fagosite edilmis fakat sindirlemeyen ya da heniz sindirimi
tamamlanmamis bir materyal olarak yorumlandi. Bu fagositozun nedeni vaskiler
sizintinin ya da ortamdaki élen hiicrelerin elimine edilmeye ¢alisiimasi olabilir.

Deney grubu karacigerlerinin incelemesinde, elektron mikroskobik dizeyde
gbze carpan diger bir bulgu da hepatositler arasinda kontrol grubundakilere kiyasla
genislemis gbéziken safra kanalikillerinin yer almasiydi. Bu konuyla ilgili literatlrde
safra kanalikulleri hakkinda elektron mikroskobik bir bilgi olmamasina karsin,
sarbondan kaynaklanan &limlerin sebebi olan septik sok durumunda safra kanallarini
cevreleyen aktin ve miyozin flamentlerinin polimerizasyon ve depolimerizasyonunun
etkilenmesiyle safra kanalikullerinin kontraksiyonunun da bozuldudu dusunilmektedir
152145 |F uygulanan deneklerden elde etti§imiz karacigerlerin elektron mikroskobik
kesitlerinde goérdugumuiz safra kanalikillerindeki genigleme, sbz edilen kasiima
dluzensizliklerinden kaynaklanmig olabilir.

Bu calismada elde edilen diger bir bulgu da hepatosit kordonlari arasinda yama
tarzinda ve damarlar etrafinda gdzlenen mononukleer hicre infiltrasyonlaridir. Bu
infiltrasyonlarin nedeni ise tartismalidir. Bazi arastirmacilar bu odaksal ya da diffluz
olarak gozlenebilen infiltratif hicrelerin, LT uygulamasi sonucu ortaya ¢ikan sitokin
salinmasindan kaynaklanabilecegini 6ne siirmuslerdir'®*'*®. Bazilarl ise bu durumun
toksik hasardan dolayr ortaya g¢ikan nekrotik degisikliklere cevap olarak gelistigini
bildirmislerdir'®*'*”. Kanimizca, her iki sekilde de infiltrasyonun ortaya cikabilmesi icin
vaskuller gegirgenlikte artis olmasi gerekir. Enflamasyonda gdézlenen infiltratif htcre
tipleri konusunda da farkli sonuglar rapor edilmistir. Bazi c¢alismalarda bu infiltratif
hicrelerin  hem  polimorfontkleer hem de mononukleer tipte olabilecegi

bildirilmigtir'**'?7.
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Diffuz ve odaksal seyreden infiltrasyon alanlarinda ¢ogunlukla mononukleer tipte
hicreler izlememize karsin, 6zellikle diffiiz sahalarda ve damar I[imenlerinde nétrofil ve
eozinofil gibi polimorf niveli hiicreler de gérduk.

Literatirde LT’nin deney hayvanlarina uygulanmasindan sonra akcigerde
meydana gelen patolojik dedisimleri konu alan az sayida makale bulunmaktadir.
Bunlardan birisinde, LT uygulanan deney hayvanlarinda pulmoner ddem ve hemoraji
gelistigi bildirilmistir'®'*®, Twenhafel ve ark. yaptiklar ¢alismada akciger bulgularina
daha detayl olarak deginmistir. Bu arastirmacilar kullandiklari deney hayvanlarina
aerosol haline getirilmis B.anthracis sporu uygulamiglar ve bu uygulamanin sonucunda
akcigerde akut inflamasyon, nekroz ve hemoraji bulgularinin yani sira akciger
interstisyumunun genisledigini; fibrin birikimler, ddem, az miktarda makrofaj ve notrofil
icerdigini bildirmiglerdir. Yine ayni ¢alismada, deney grubu akcigerlerindeki alveollerin
fibrin, makrofaj ve lenfositlerden olusan 6dem igerdigi; alveol hiicrelerinin dejenere olup
duvarinin bozuldugu rapor edilmigtir'®®7149:1%0,

Calismamizda LF uygulanan deneklerden elde edilen akciger 6rneklerinde
kollabe olmus alveoller, interalveolar septumda bag dokusu artisi ve alveol
duvarlarinda hyalinlesme dikkat cekiciydi. Ayrica tek doz LF uygulanan siganlarin
akcigerlerden elde edilen goruntilerdeki diger bir bulgu da, bad dokusu iginde
mononukleer hlicrelerden olusan ve yer yer bronsiyol epiteli ve damar duvarlarina da
nifuz eden infiltrasyon sahalarinin, édem ve kanama alanlarinin bulunmasiydi.
Guarner ve ark. da inceledikleri solunum sarbonu vakalarinda alveol duvarinda hyalin
birikimi ve akciger intersitisyumunda mononukleer hucre infiltrasyonu, 6dem ve
kanama olustugunu gdzlemislerdir'”®. Deney grubunda akciger parankimi
incelendiginde, kontrol grubunda gdézlenmeyen, periferinde uzantilar tasiyan c¢ok
cekirdekli yabanci cisim dev hiicrelerinin varligi da carpiciydi. Agir iltihap tablosunda,
ortamda fagositlerin kolayca fagosite edip sindiremeyecedi maddeler varsa hiicrelerin
yanyana gelip sitoplazmalarinin kaynagmasiyla ¢ok ¢ekirdekli dev hucrelerin meydana
geldigi bilinmektedir'>""*°.

Bazi arastirmalarda, solunum sistemi sarbonu ve LT uygulanmasindan sonra
plevral effiizyon gézlenmistir'?*'%¢'*?_ Bizim ¢alismamizda bu bulguya rastlanmadi.

Akciger interstisyumu igerisinde bulunan damarlarda da pihti olusumu, eritrosit
ve fibrin birikiminin yani sira vaskulit ve fibrinoid nekroz izlendi. Bu vaskuler
dejenerasyonlar, daha dnce de belirttigimiz gibi sarbon toksinlerinin yol actigi klasik bir
durumdur. Ancak tek basina etkisiz olarak bilinen LF’'nin bu patolojik degisimlere yol

acmasi ilgingtir.
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Bizim kanimiza goére, LF uygulamasindan sonra akcigerde izlenen histopatolojik
degisimler akut respiratuar distres sendromu (ARDS) tablosuna uymaktadir. Soyleki;
ARDS siireci genellikle birbiriyle iligkili ve birbiriyle ortisen eksudatif, proliferatif ve
fibrotik evrelerden olusur. Eksudatif evre genellikle ilk haftada ortaya ¢ikar. Bu evrede
interstisyel intraalveoler 6dem, hemoraji ve alveol duvarlarinda hyalin membranlar
vardir. Alveoller atelektazik ve ddemli, duktus alveolarisler dilatedir. Tip | hlcrelerde
yaygin hasar vardir. Yaygin endotel hasari ve intravaskuler fibrin birikimi de tabloya
siklikla eslik eder. 4-10. glnler arasi proliferatif evredir. Bu evrede ilk evrede biriken
eksuda organize olup, tip 2 hlcreler prolifere olurken alveol duvarinda da fibroblast ve
myofibroblastlar prolifere olup buradaki fibrinéz eksudaya gecerler. Fibroblastlar
eksudayi granilasyon dokusuna cevirir ve daha sonra ortamda kollojen birikmesi ile
fibréz doku olusur. En son asamada epitel hlicreleri organize granilasyon dokusunun
Uzerini Orterek alveol igi eksuday interstisyel dokuya donuUsturirler. Fibrotik evrede
kollajendz fibrozis ve bazi nadir olgularda da mikrokistik bal petegdi olusumu ve nadiren
bronkopulmoner displazi olusur. Bu degisiklikler sonucu alveol bazal membrani da
yeniden olusur'®®'%'5" 152 Bizim calismamizda da bu bulgular hemen hemen tiimiiyle
izlenmistir. Isik mikroskobik akciger bulgularimizin ARDS tablosu ile értiismesinin yani
sira elektron mikroskobik olarak izledigimiz tip 1 hlcre dejenerasyonu, tip 2 hlcrelere
siklikla rastlanmasi, bu hicrelerin bozuk ve gevsek gdérinimli lamellar cisimler
icermesi de bulgularimizi destekliyordu. Alveol ve bronsiyol lumenleri icerisinde de
hicrelerin salgilama fonksiyonlarinin arttigini gosteren salgr materyali olasi yapilar ve
ekstraselliler slrfaktan lamelleri bulunuyordu. Ek olarak hem alveollerin hem de
bronsiyollerin bazal membranlarinda izlenen kalinlasma da ARDS tablosunun bir
parcas! olarak degerlendirilebilir. Deney grubundaki hayvanlarin hem akcigerlerinde
hem de karacigerlerinde, olasi iskeminin yol actigi hipoksik hasar sonucu ortaya ¢iktigi
duglnudlen hucresel hasarlar bulunmaktaydi. Bu bulgular, sitoplazma eozinofilisinde
artis, bronsiyol epitelinde hiperplazi ya da metaplazi, brongiyol |[imeninde bronsiyol
epitelinden dékilmuis olduklar distnilen hicrelerin varligi seklinde 6zetlenebilir. Daha
onceki calismalarda, ince barsak ve akcigerlerin enzim seviyeleri nedeniyle, iskeminin
yol actigi patolojik degisikliklerden en c¢ok etkilenen organlar oldugu rapor
edilmistir™?'3®,

LF’'nin kalp dokusu Uzerine etkileri detayll olarak incelendiginde, liflerin
diziliminin dizensiz oldugu ve aralarinda kontrol grubunda gézlenmeyen genis bag
dokusu bosluklar ve 6dem alanlarinin yani sira dev c¢ekirdeklerin de bulundugu

gorulda. Ayrica bu liflerin sinirlari da dizgun degildi. Kalp kasi liflerinin bazilari nekroza
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ugramis yada dejenere olmustu. Cogunlukla yogun eozinofil sitoplazmal kas liflerinin
hem sitoplazma hem de c¢ekirdeklerinde vakuol olusumu gdézlenmekteydi. Bu 1sik
mikroskobik bulgular muhtemelen, damar hasarlarinin yol actigi oksijen
yetersizliginden kaynaklanmaktadir. Watson ve ark.’nin yaptiklari ¢alismada LT nin
hipotansiyona yol ac¢tigi boylece doku perflizyonunun azalmasina ve laktik asidoza
neden oldugu belirtilmistir'®®'3,

Tek doz LF uygulamasi yapilan erigkin digilerin kalp kesitleri 151k mikroskobunda
incelendiginde gbze ¢arpan bulgulardan birisi de hem perikardiyum komsulugunda hem
de atriyum aort kavsaginda kahverengi yag dokusu odaklarina rastlanmasiydi.
Twenhafel ve ark. da yaptiklari solunum sarbonu deneyinde perikardiyal yag dokusu
miktarinin arttigini belirlemislerdir'®®™°. Gerek dejenere lifler etrafinda gerekse liflerin
arasindaki bag dokusu igerisine yerlesmis immidn hucreler ve eozinofil sitoplazmali
fibroblastlar bulunmaktaydi. Daha dnce de bahsedildigi gibi fibroblast gd¢l enflamatuar
siirecin bir pargasidir. Culley ve ark. ¥ da LT uyguladiklari deneklerden elde ettikleri
kalp érneklerinde, interstisyumda fibroblast infiltrasyonu gézlemiglerdir.

LF uygulanan deneklerden elde edilen kalplerin i1sik ve elektron mikroskobik
kesitlerinde gorilen soluk ve ddemli yapidaki sitoplazma LF’nin proteolitik etkisini
gosterebilir. Diskus interkalarislerin yapisinda goérilen bozulmalar ve bunlara yakin
yerlesimli vakuoler olugumlar, hicreler arasi baglantilarin zayifladigi anlamina
gelmektedir.

Tek doz LF uygulanan gebe sicanlardan elde edilen embriyo ve fetlslerin
karacigerleri histolojik agcidan degerlendirildiginde; sintizoidal dilatasyon, hepatositlerde
boyut degisiklikleri, eozinofillik artisi, koyu bazofil ¢cekirdekler ve vakuol olusumu gibi
histopatolojik bulgulara rastlandi. Bu bulgular postnatal dénemdeki bulgularimiza
benzerdi. Bu durum LF’nin metabolik etkilerinin fetal dénemde de postnatal
donemdekinden farkh olmadidini gdsterebilir. Onalti gunlik fetis karacigerlerinin
elektron mikroskobik kesitlerinde piknotik hepatosit ve ito hiicresi cekirdekleri, dev ya
da krista yapisi bozuk mitokondriler, iri ¢ekirdekleri ve bol sitoplazmalari ile aktif
gorinimlt  Kupffer hdcreleri  goruldid. Diger bulgular muhtemelen hipoksiden
kaynaklanmaktadir. Akcigerlere bakildiginda ise LF uygulanmasinin ardindan
interstisyumda 6dem olusumu, hasarlarlanmis bronsiyol hicrelerine ek olarak makrofaj
olasi hlcrelere de sik rastlanmasi, bu gelisim evresindeki fetlslerin akcigerlerinde de
postnatal dénemlerdeki deneklerin akcigerlerinde saptananlara benzer patolojik

degisikliklerin oldugunu diasindarda.
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Deney grubundaki sican embriyo ve fetlslerinin kalpleri histolojik olarak
incelendiginde kas liflerinde eozinofilinin artmasi, lifler arasindaki bag dokusu alanlarin
genislemesi, myokard ile endotel tabakasi arasinda bosluklarin olusmasi, kaynasmis
gibi goérinen ve vakuoller iceren liflerin bulunmasi, yavru ve erigkin deneklerde elde
edilen bulgulari ¢gagristiriyordu.

Fetls akciger ve kalplerine iligskin elektron mikroskobik bulgularimizin ¢ogu 1sik
mikroskobik olarak gbézlenen hucresel hasarlari ayrintili olarak gostermekteydi. LF
uygulamasindan sonra mitotik figurlerin belilenmesi, kas lifi sarkoplazmasinin glikojen
ile dolu olusu ve hucreler arasinda satellit hucreler olabilecegi dusunulen yapilarin
bulunmasi fetlis kalplerinde gerceklesmesi olasi rejenerasyon durumuna isaret
etmektedir.

B.anthracis’in ya da toksinlerinin fetal dénemdeki etkilerine iligkin olarak
glinumize degin yapilmis herhangi bir c¢alisma bulunmamaktadir. Sundugumuz
¢alisma bu yonu ile de ilktir. Sigan embriyolarindan ve fetlislerinden elde edilen isik ve
elektron mikroskobik bulgular ele alindiginda LF’'nin etkilerinin prenatal ve postnatal
dénemlerde benzer oldugu anlasiimaktadir. Her iki ddbnemde de hasara neden olan
faktoran, toksik damar patolojilerinden kaynaklanan hipoksi olmasi muhtemeldir. Fakat
fetal donemde ortaya ¢ikan bu hipoksik hasarin fetal kanlanma yetersizliginden mi
yoksa plasenta yoluyla fetise ge¢mesi olasi LF’nin olusturdugu toksik etkiden mi
kaynaklandigi calisilmasi gereken bir konudur.

Literatirde sarbon hastaligi sirasinda ya da antraks toksinlerinin deneysel
olarak uygulanmasindan sonra karaciger, akciger ya da kalp hacimlerinde ortaya
cikabilecek herhangi bir degisiklik bulgusuna rastlanmamaktadir. Ayrica konu ile ilgili
herhangi bir stereolojik calisma da yapiimamistir. Dolayisi ile bu ¢calismadaki stereolojik
bulgular da literatirde ilk olacaktir. Bu nedenle calismamizda saptanan organ
hacimlerindeki dedisikliklere yol agabilecek olasi nedenler, elde edilen mikroskobik
bulgular yardimiyla ve dolayh literatur bilgisiyle yorumlanmaya c¢alisildi.

Eriskin sicanlardan elde edilen karaciger, akciger ve kalplerin 1g1k mikroskobik
seri kesitleri kullanilarak bu organlarin hacimlerinin Cavalieri yontemi ile stereolojik
olarak hesaplanmasi sonucunda, LF uygulanan siganlarin karaciger hacimlerinin
kontrol grubundakilere kiyasla anlamh d&lgide arttigi goérildi. Erigkin  deneklerin
karacigerlerinde gortlen bu hacim artisi deney grubundaki yavru deneklerde de
g6zlenmekteydi. Erigkin deneklerin karacigerleri %26,9 buydrken yavru deneklerin
karacigerleri LF uygulanmasindan sonra %38,8 buylumuastli. Her iki gruba ait

karacigerlerdeki hacimsel artig orani istatistiksel olarak degerlendirildiginde bu farkin
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anlamh oldugu gérildi (p<0,05 Independent Samples t-Test). Bu hepatomegalinin
olasi nedeni I1sik mikroskobik olarak ta gosterilen sintizoidal dilatasyon olabilir. Ayrica
hem eriskin hem de yavru deneklerde goézlenen hiicreler arasi bosluklarin artmasi,
vakuoler dejenerasyon, myofibroblastlar tarafindan kollajen sentezinin artiriimasi ve
hatta Disse mesafesinin genislemesi karacigerdeki hacim artisina neden olabilir.

Ayni hacim degerlendirmesi akciger icin yapildiginda; kontrol ve deney
grubundaki eriskin sigan akcigerlerinin hacim degerleri sirasiyla 3,4 cm® ve 4,7 cm®
olarak tespit edildiginden; LF uygulamasindan sonra akciger hacimlerinin de kontrol
grubundakine gére anlamli dlglide arttigi disindldi. Benzer sekilde yavru sigan
akcigerlerinin hacim degerleri sirasiyla 1,8 cm® ve 2,5 cm? olarak tespit edildi. Her iki
grupta da hacim artisi anlamli olmakla birlikte; agirhk artis oranlan ylzdeye
vuruldugunda yavru akciger hacimlerinin LF uygulamasindan sonra erigkin deneklere
oranla anlamli bir sekilde daha fazla arttigi goéruldi (p<0,05 Independent Samples t-
Test).

Burada ilging olan diger bir nokta da hem eriskin hem de yavru deneklerde
karaciger ve akcigerlerdeki ortalama blyime oranlarinin birbirlerine cok yakin seviyede
olmasiydi. Séyle ki; erigkin ve yavru akcigerleri LF uygulamasindan sonra sirasiyla
%27 ve %38 blylime gdstermekteydi ve bu oranlar bize karacigerde gbzlenen blyime
oranlarini ¢agristirmaktaydi. Bu sonuca gdre her iki organ Uzerinde de benzer
morfometrik etkiye neden olabilecek ortak bir etkenin varligi olasi idi.

Hem erigkin hem de vyavru Kkalpleri Uzerinde vyapilan stereolojik
degerlendirmenin sonuglarina goére tek doz LF uygulanmasinin hem erigskin hem de
yavru Kalpleri Uzerinde hacim artisina neden oldugu goéruldi Bununla birlikte kalp
hacimlerinde goérilen bu artis sadece yavru denekler icin anlamliydi (p<0,05
Independent Samples t-Test).

Stereolojik calismamizin diger basamagi prenatal ddnemdeki sigan embriyo ve
fetUsleri Gzerinde yuratuldd. Cahsmanin yapilacagdi ve prenatal donemdeki deneklerin
elde edilecegi gunlere sicanlarin embriyolojik gelisim slreci gézden gecirilerek karar
verildi ve c¢alismalar embriyo ve fetis olmak Uzere iki ayri ddénemde
gerceklestirildi'®""®.

Bu asamada prenatal dénemdeki denekler Uzerinde yapilan stereolojik galismadan
elde edilen bulgulardan ilki embriyo ya da fetUslerin total hacimlerine iliskindi. Kontrol
ve deney grubundaki 12 giinlilk embriyolarin ortalama hacim degerlerinin 0,27 cm® ve

0,18 cm?® olarak tespit edildi. Iki gruba ait sonuglar arasinda gériillen bu anlamli fark
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deney gruplarina uygulanan tek doz letal faktoriin intra-uterin blyime geriligine neden
olabilecegi seklinde yorumlandi (p< 0,01, Independent Samples t-Test).

Bu kanimizi guglendiren diger bir sonu¢ ta deney grubundaki 16 glnlik si¢an
fetlslerinin ortalama hacimlerinin de kontrol grubuna gére anlaml élgtide disik olarak
bulunmasiydi (p<0,05 Independent Samples ¢-Test). Her iki sonu¢ birlikte
degerlendirildiginde embriyo hacimlerinde goérilen distsin fetis dénemindekinden
daha anlamli duzeyde olusu, LF’nin neden olmus olabilecegi olasi buyumeyi geriletici
etkinin gebeligin erken dénemlerinde daha énemli oldugunu distindirmektedir.

Prenatal denekler zerindeki stereolojik calisma biraz daha detaylandirildi ve
hem embriyo hem de fetuslerin organ hacimleri de stereolojik olarak degerlendirildi.
Gelinen bu noktada LF uygulanan 12 gunlik embriyolarin karaciger hacimlerinin
kontrol grubundakilere kiyasla anlamli élglide azaldigi belirlendi (p<0,05 Independent
Samples t-Test). Karaciger hacminde LF uygulamasina bagh olarak gerceklestigi
duglndlen bu azalma 16 gunluk sican fetlslerinde de goéruldu. Erigkin ve yavru
grubunda izlenen karacigerlerdeki hacim artisinin tam aksi olan bu sonu¢ aslinda
embriyo ve fetuslerin total hacmindeki dususten kaynaklanan bir yanilgidir. Bu yanilgiyi
onlemek icin karaciger hacimlerinin toplam embriyo veya fetis hacmine orani
degerlendirildiginde; bu oranlarin deney gruplarinda kontrol gruplarina kiyasla anlamli
Olgude arttigi gézlendi. Embriyo ve fetUslerin akciger bulgulari da karaciger bulgulariyla
paralellik gostermekteydi. Yine baslangigta azalmis gibi gorilen akciger hacimleri
toplam embriyo ya da fetlls hacmine oranlandi ve hacim degerlerinin azalmadigi;
tersine anlamli élgtide artigi1 gorulda (p<0,05 Independent Samples t-Test).

Kalp hacimlerinin embriyo ve fetluslerdeki degerlerine bakildiginda LF
uygulamasinin hem embriyo hem de fetlslerde kalp hacminde artisa neden oldugu
acikga gortlmekteydi. Bununla birlikte kalp hacimlerinde gériilen bu artis ne embriyo
ne de fetlslerde istatistiksel olarak anlamli degildi (p<0,05 Independent Samples t-
Test). Bu durumda kalp hacmi degerleri igin de toplam hacim oranlamasina gidildi ve
total hacim azalmasina ragmen gorulen kalp hacmi artisinin ¢ok anlamli oldugu
go6zlendi (p<0,01 Independent Samples t-Test).

Stereolojik sonuglarin da bdylece degerlendiriimesinin ardindan iki soru akla
gelmekteydi. Bu sorulardan ilki; kalpte, karacigerde ve akcigerde gergceklesen hacim
artisinin sebebinin ne olduguydu. Diger bir soru da organlarda gorilen hacim artisina
sebep olan etkenin farkh gelisim dénemlerinde farkli etkiler gosterip gostermedidi idi.
Bu sorulardan ilki literattir bilgisi 1siginda cevaplanmaya calisildi. Organlarda meydana

gelen hacim artiginin bag dokusu artisi, 6dem, hemoraji ve sintzoidal dilatasyon gibi
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nedenlerden kaynaklandig diisiiniildii. ikinci sorunun yaniti ise histopatolojik bulgularla
aciklanamadi. Histolojik bulgularimiza bakildiginda, deneklerimizin yas farki bu
bulgulara yansimamaktaydi, yani elde edilen histolojik bulgular tim gruplarda paraleldi.
Fakat morfometrik bulgularimiza bakildiginda, LF’nin olusturdugu toksik etkiden hacim
anlaminda yavrular erigkinlerden, embriyolar ise fetlslerden daha ¢ok etkilenmisti.

Literatirde LF’Gn dokular Uzerinde patolojik bir etkiye neden oldugundan
bahseden calisma bulunmamaktadir. Mevcut calismalarda genellikle B.anthracis
tarafindan salgilanan faktorlerin ikili veya uc¢li kombinasyonlarinin etkilerinden s6z
edilmektedir 162163195156,

Bu calismada elde edilen en 6nemli sonug, B.anthracis letal faktoriinin protektif
antijen olmaksizin tek basina uygulandiginda dokularda ciddi toksik hasarlara yol
acabileceginin gosterilmesidir. Bu c¢alismada LF uygulamasini takiben gdsterilen
histolojik bulgulardan, LT (PA+LF) uygulamasi yapilmis &énceki calismalarda s6z
edilmektedir®” 2!, Buna gére LF intraperitoneal yoldan belli bir dozda uygulandiginda,
protektif antijene ihtiya¢ duymaksizin letal toksinin etkilerini aynen gosterebilmektedir.

Kanimiza gore tim damar sistemini etkileyebilecek bu maddenin diger bir¢ok
organda da histopatolojik degisikliklere neden olmasi olasidir.

Sonug olarak, bu calismadan elde edilen bulgularin 1sidinda LF’Gn siganlarda
olusturdugu dokusal hasarla cesitli organlarda yetmezlige giden bir tabloya sebep

olabilecegi soylenebilir.
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