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MONONUKLEER FAGOSITIK SISTEM UYESi OLARAK
ADRENAL MAKROFAJLARIN HiSTOLOJIK OLARAK
KOBAY MODELINDE GOSTERILMESI

HISTOLOGIC DEMONSTRATION OF ADRENAL MACROPHAGES AS A
MEMBER OF MONONUCLEAR PHAGOCYTIC SYSTEM IN
GUINEA PIG MODELS

Ahmet OZBEK*, Elvan OZBEK**

OZET: Mononiikleer fagositler olan makrofajlar, yabanci maddelerin ortadan
kaldirnimasinda ve immun yaniti baglatimasinda rol alirlar. Kupffer htcreleri ve
alveoler makrofajlar gibi bazi dokuya 6zgl makrofajlarin iyi bilinmesine karsin,
adrenal makrofajlar hakkinda herhangi bir bilgi hentiz kaynak kitaplarda yer
almamaktadir. Bu galisma, sekizi gebe sekizi ise gebe olmayan toplam 16 kobayin
adrenallerinde yerlesik makrofajlari géstermek amaciyla planlanmistir. Gebe
olmayan hayvanlarin dérdine ¢ini mirekkebi enjekte edilmis (diger kobaylara
herhangi bir midahale yapilmamistir) ve tim hayvanlar éldurdldukten sonra
cikarllan adrenaller Bouin sollisyonunda fikse edilerek parafine gémulmustar.
Kesitler hematoksilen—eosin (HE) ve periyodik asit-Schiff (PAS) yoéntemleri ile
boyanmistir. HE preparatlarinda, dncelikle zona retikUlariste ve ézellikle sintzoidlerin
yakininda, lipofussin pigmentinden zengin olduklarini gosterir sekilde sarimsi—
kahverengi sitoplazmali bircok makrofaj gbzlenmistir. Bu hucreler ayni zamanda
PAS pozitiftir. Gini murekkebi verilen hayvanlarin adrenallerinde, murekkebi fagosite
etmis perisintzoidal makrofajlar belirlenmistir. Gebe olmayanlarla kiyaslandiginda,
gebe hayvanlarin adrenallerinde cok daha fazla sayida makrofaj géraimustir.
Gebelik sirasinda yulkselen &strojen konsantrasyonlarina bagl olarak insan
makrofajlarinin sayisinin ve fagositik kapasitesinin arttigi daha énce rapor edilmistir.
Bu nedenle gebe hayvanlarda daha fazla makrofaj gérilmesi beklenen bir sonuctur.
Makrofajlar, sitokinleri salgilayabildikleri icin, néro—endokrin organlarin immun
sistem ile iligkileri icin de yararli hlcrelerdir. Medullar katekolaminler araciliiyla
makrofajlar tarafindan salgilanan bazi sitokinlerin, adrenokortikotropik hormondan
bagimsiz olarak, adrenokortikal steroid sentezini uyardigi bildiriimektedir. BOylece
makrofajlar, adrenal bezdeki immun-adrenokortikal iligkilerde énemli bir role
sahip olabilir. Sonug olarak, adrenallerde yerlesik makrofajlar, kaynak kitaplarda
yer almayi beklemektedir.

Anahtar sézclikler: Adrenal bez, makrofaj, mikroskopi, mononlikleer
fagositik sistem.
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ABSTRACT: Macrophages as mononuclear phagocytes, function in removing
foreign substances and in the initiation of the immune response. Although some
tissue—specific macrophages such as Kupffer's cells and alveolar macrophages
are well-known, any knowledge about the adrenal macrophages are not yet
documented in the textbooks. The aim of this study was to demonstrate the
resident macrophages in the adrenals of a total 16 (8 pregnant, 8 non—pregnant)
guinea pigs. Four of the animals were injected with India ink (no intervention
for the other animals), and after sacrificing all animals, removed adrenals were
fixed in Bouin's solution, and embedded in paraffin. Sections were stained
with haematoxylin-eosin (HE) and periodic acid-Schiff (PAS) methods. Many
macrophages with yellowish—-brown cytoplasm in HE slides, especially adjacent to
sinusoids, were observed primarily in the zona reticularis, suggesting that they are
rich in lipofuscin pigment. These cells were also PAS positive. Adrenals of India
ink—injected animals demonstrated perisinusoidal macrophages phagocytosing
the ink. Much more adrenal macrophages were seen in the pregnant animals
in comparison with the non-pregnants. It has been previously reported that the
number of human macrophages increases with rising concentrations of estrogen
during pregnancy. Thus, higher number of adrenal macrophages in pregnant
animals was an expected result. Since they secrete cytokines, macrophages are
favorable cells in terms of interactions of the neuro—endocrine organs with the
immune system. Some cytokines released by macrophages have been stated
to induce adrenocortical steroidogenesis independent from adrenocorticotropic
hormone through medullary catecholamines. Thus, macrophages may have a
significant role in the immune-adrenocortical communications within the adrenal.
Finally, resident macrophages of the adrenals wait to be documented in the
textbooks.

Key words: Adrenal gland, macrophage, microscopy, mononuclear
phagocytotic system.

GIRIS

MononuUkleer fagositik sistem; a) kemik iligindeki hematopoetik énculerden
koken alarak siraslyla monoblastlar, promonositler ve sonunda monositler
seklinde farklilasan bazi kemik iligi hlcrelerinden, b) kemik iliginden kan
dolasimina ge¢mis monositlerden, c) kan dolasimini terk ederek dokulara
gegen monositlerden kaynaklanan doku makrofajlarindan olusan bir htcreler
toplulugudur®™®. Makrofajlar antijenleri fagositoz ve hicre i¢i sindirim yoluyla aktif
olarak ortadan kaldirarak vicudun immudnolojik savunmasinda énemli rol oynarlar.
Makrofajlar ayrica, immun yanitin uyar fazinda lenfositlerle etkilesim icindedirler.
Antijenlere Fab kisimlariyla ézgul olarak baglanan antikorlar, Fc kisimlariyla da
makrofaj yuzeyindeki reseptérlere baglandiklarinda fagositoz kolaylasmakta yani
opsonizasyon gerceklesmektedir. Makrofajlarin antijeni fagosite etmesini takiben,
membranla sarili bir endositik vakuol iginde sitoplazmasi icine aldigi fagositik
materyali, icerdigi lizozomal enzimler araciigi ile amino asitlere kadar pargalar
ve daha sonra Ozel antijenik determinantlar tasiyan peptidi ayni vakuol icinde
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class—Il MHC molekdlleriyle birlestirerek hicre ylzeyine geri gdénderir. Makrofaj
yUzeyinde sunulan bu antijen—-MHC kompleksinin T-lenfositlerdeki reseptorler
tarafindan algilanmasi sonucu T-lenfositler aktive olarak lenfokinleri salgilar ve
B-lenfositlerin antikor Uretimi uyarilir. Makrofajlar tarafindan sunulan antijenler iyi
immunojenler olmalarina karsin, fagosite edilmemis olanlar zayif immunojenlerdir.
Baska bir deyisle, bir antijenin makrofaj ylzeyine baglanmig olan az bir miktar, o
antijenin orijinal olan serbest seklinden ¢ok daha guclt immun yanit olusturur. Bu
mekanizma, makrofajlarin antijen sunan hicreler olarak immun yanitta Ustlendigi
6nemli rolt agiklamaktadir'2S.

Cok iyi bilinen doku makrofajlar arasinda; bag dokusunun sabit makrofajlari
(histiyositler), akcigerlerdeki alveolar makrofajlar, karacigerdeki perisintzoidal
makrofajlar (Kupffer hucreleri), merkezi sinir sistemindeki mikroglialar, lenfoid
organlardaki makrofajlar, periton ve plevra gibi ser6z bosluklarin makrofajlar
ve kemik dokusunun osteoklastlar sayilabilir’278, Bu calismanin amaci, alveolar
makrofajlar ve Kupffer hiicrelerine benzer sekilde, adrenal bezde de dzellesmis doku
makrofajlarinin bulunup bulunmadiginin 1sik mikroskopik olarak arastirimasidir.

GEREC ve YONTEM

Calismada 8 adet gebe ve 8 adet gebe olmayan toplam 16 adet eriskin
disi kobay kullanildi. Gebe olmayan kobaylardan 4 tanesine, éldirmeden 36 saat
once, eter anestezisi altinda kulak veninden c¢ini murekkebi enjekte edildi. Diger
12 kobaya herhangi bir midahalede bulunulmadi. BUtin kobaylar dekapitasyonla
oldurdlddkten sonra adrenal bezleri ¢ikarldi. Cini murekkebi verilen kobaylardan
adrenal bezlerin yani sira, mononukleer fagositik sistem icinde degerlendirilen
ve en cok bilinen organa 6zgul doku makrofajlarini kismen godsterebilmek
amaclyla karaciger, akciger, lenf dugumu ve dalaktan da doku &rnekleri alindi.
Adrenal bezler ve diger doku 6rnekleri Bouin solUsyonunda (pikrik asit, formalin,
asetik asit) 36-48 saat sUreyle fikse edildi®. Butin doku &rnekleri dereceli alkol
serilerinden gecirilerek dehidratasyon saglandi. Ksilol ile seffaflagtirma yapildiktan
sonra parafinde bloklanan doku parcalarindan 5-6 mikrometre kalinliginda
kesitler elde edildi. Lam Uzerine alinan kesitlere rutin i1sik mikroskobik inceleme
icin hematoksilen—eosin (HE) boyama yodntemi ve Periyodik asit-Schiff (PAS)
reaksiyonu uygulandi®. Preparatlar Nikon Eclipse E600 marka 1sik mikroskobunda
incelenerek fotograflar cekildi.

BULGULAR

Bu calismada, cini murekkebi enjekte edilen kobaylarda iyi bilinen bazi doku
makrofajlarinin yani sira adrenal bezde de boyayi fagosite etmis makrofajlarin varlig
arastinimistir. Dalak kesitlerinin incelenmesinde, 6zellikle Billroth kordonlarinda
(kirmizi pulpa) ve lenf dugumunun retikller catisi icinde yuvalanmis konumda
bulunan duzensiz sekilli, ince ya da kalin, uzun ya da kisa birka¢ sitoplazmik
uzantisi bulunabilen, ¢ini murekkebinin fagosite edildigini gosterir sekilde
intrasitoplazmik siyah granuller ya da vakuoller iceren ve hatta tamamen yogun
siyah renkte gorilen makrofajlar saptanmistir (Resim 1a, 1b). Akciger kesitleri



328 ADRENAL MAKROFAJLAR

incelendiginde interalveoler bag dokusu bolimlerde, alveollerin duvarinda ve bazen
alveol bosluguna digmus durumda, yine mirekkebi hicre icine aldigindan siyah
renkte gorulen alveoler makrofajlar gortimustir (Resim 1c). Karaciger kesitlerinde,
hepatosit kordonlari arasindaki sintizoidlerin duvarinda limene dogru cikint yapmis
sekilde, uzantili, siyah Kupffer hucreleri gézlenmistir (Resim 1d).
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Resim 1: Cini mlrekkebi enjekte edilmis eriskin kobaylardan alinan dalak (a), lenf dugima
(b), akciger (c) ve karaciger (d) 6rneklerinin 1sik mikroskopik kesitleri. BUtlin kesitlerdeki
makrofajlar ok ile gosterilmistir. bp: beyaz pulpa, a: arteria sentralis, k: kapsul, Ko: korteks,
al: alveol duvar, s: sinlizoid, v: portal alanda vena portanin dali.

Boya: HE. Barlarin uzunlugu = 60 mikrometre.

Cini murekkebi verilen ve veriimeyen kobaylarin adrenal bez preparatlarinin
incelenmesinde ise; murekkep enjekte edilen kobaylarda adrenal bez korteksinin
her Uc¢ tabakasinda da gerek steroid sentezleyen parankimal hucre kumeleri
ve kordonlar arasinda gerekse kortikal sintzoidlerin duvarina yakin yerlesimli,
murekkebi fagosite etmesi sonucunda sitoplazmasi icinde siyah granuller
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sergileyen ya da tamamen yogun siyah renkte gortlen, dizensiz sekilli hicreler
saptanmistir (Resim 2a). Bunlarin yani sira, murekkep verilmeyen kobaylardan alinan
adrenal bezlerin HE ile boyanmis kesitlerinde, adrenal korteksin tum zonlarinda
rastlanmakla birlikte zona retikulariste daha fazla olmak Uzere, asidofilik boyanmig
parankim hucreleri arasinda sari—kahverengi lipofuksin pigment granulleriyle dolu
sitoplazmalari ile kendini belli eden, belirgin bir sekli olmayip kimi yerde toparlak
kimi yerde uzantili géranume sahip olan hdcreler izlenmistir. Bu tip hdcrelere
gebe kobaylarin adrenal bezlerinde daha gok rastlanmistir. Bu hucrelerin dzellikle
sinlzoid damarlarin duvarina yakin yerlesmis olmalarn dikkat ¢ekici bulunmustur
(Resim 2b). PAS reaksiyonu uygulanan kesitlerin 1sik mikroskopisinde ise, HE
kesitlerindeki kahverengi hdcrelere benzer gérinumde duzensiz sekilli, koyu
pembe-kirmizi tonlarinda PAS pozitif boyanmig ve yine 6zellikle perisintizoidal
yerlesimli olan hdcreler gézlenmistir (Resim 2c).

Resim 2: (a) Cini mirekkebi enjekte edilmis kobaydan alinan adrenal bezin zona fasikulatasi,
(b) Gini mirekkebi veriimemis gebe kobaydan alinan adrenal bezin medullaya komsu
zona retikularisi, (c) Cini murekkebi veriimemis eriskin kobaya ait adrenal bezin derin zona
fasikulatasi. Butin kesitlerdeki makrofaj olasi perisintizoidal hucreler ok ile gésterilmistir;

s: sinlizoid damar. Boyalar: H- (a ve b), PAS (c). Barlarin uzunlugu = 30 mikrometre.
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TARTISMA

Kan monositleri, bag dokusunun ve lenfoid organlarin sabit makrofajlari,
akcigerlerin alveolar makrofajlari ve karacigerin Kupffer hicreleri mononUkleer
fagositik sistemin Uyeleri arasinda sayilabilecek hucrelerden bazilaridir'278,
Mononukleer fagositik sistemi olusturan hdcrelerin en belirgin ortak 6zelligi,
hem vicudun kendi hasarlanmis ve yaslanmis hdcrelerini ve hucre artiklarini
hem de vicuda yabanci ve zararl ekzojen maddeleri fagosite edip sindirebilme
yetenegine sahip olmalandir'8. Bu oldukca fagositik hicreler, tripan mavisi
ve ¢ini murekkebi gibi vital boya uygulamalarindan sonra dokularda rahatlikla
gOsterilebilir ve tanimlanabilirler™®. Calismamizda, ¢ini murekkebi enjekte edilen
kobaylarin dalak, lenf dUgumu, akciger ve karaciger kesitlerinde, murekkebi fagosite
etmelerinden dolay! sitoplazmalarindaki siyah grandler yapilarla ve yogun siyah
pigmentasyonla belirgin hale gelen makrofajlar gésterilmistir. Ayrica, ayni kobaylarin
adrenal bezlerinde de, dalak, lenf digumu, akciger ve karacigerde gorulen
makrofajlarinkine benzer morfolojik dzellikler sergileyen hdcreler saptanmistir.
Bu granller ya da yogun tarzda siyah pigmentasyon gosteren, duzensiz sekilli
ve genellikle sintzoidlere yakin yerlesimli hdcrelerin adrenal bezde yerlesmis
makrofajlar olabilece@i dusUnulmustar.

Bilindigi gibi, adrenal bezde korteksin periferik bolumlerinden medullaya
komsu derin béltimlerine dogru bir hiicre gogu (sentripetal migrasyon) vardir'®,
Zona retikulariste, dzellikle medulla yakininda, piknotik ntkleuslu ve elektron-yogun
sitoplazmall, dejenere olmus parankim hucrelerinin bolca bulundugu bildirilmigtir®#.
Buradaki dejenerasyonu izleyen hucre kayiplari, korteksin periferindeki hucre
cogalmalari ve sentripetal hiicre goglUyle yerine konmaya caligilir'®. Kanimizca,
adrenal kortekste surekli hicre degisimi ve yenilenmesi (turnover) sirasinda
ortaya c¢ikan yaslanmis ve yipranmis hucrelerin ve hucre artiklarinin (debris)
ortadan kaldinimasi amaciyla kortekste yerlesik makrofajlarin bulunmasi dogaldrr.
Makrofajlar, fagositozla sitoplazma icine alinan maddelerin sindiriminde is géren
lizozomal enzimlerden zengindir'-*6% Bu calismada, HE ile boyanmis adrenal
bez preparatlarindaki sintzoidlere yakin yerlesmis duzensiz sekilli htcrelerde
gbdzlenen sari—kahverengi lipofussin pigmenti, sekonder lizozomal yapilarin htcre
iginde artik cisim olarak birikmesinden kaynaklanir ve hicre igi sindirimin yogun
olarak gerceklestigi makrofajlarda bolca bulunur®. PAS reaksiyonu uygulanan
adrenal bez kesitlerinde, perisintzoidal yerlesimli uzantili hdcrelerin PAS pozitif
boyanmasi, bu hucrelerin lizozomal enzim iceriginden kaynaklaniyor olabilir. Yine,
erken donemdeki lipofussin grantllerinin PAS pozitif boyandidi bilinmektedir®.

Tum bu veriler 1s1ginda, ¢ini murekkebi enjekte edilen kobaylarin adrenal
bezinde siyah renkte izlenen, HE preparatlarinda sari—kahverengi lipofussin
pigmentini bolca icerdigi gozlenen ve PAS reaksiyonu uygulanan kesitlerde pembe-—
kirmizi tonlarinda PAS pozitif boyanmis olan hicrelerin adrenal bezde yerlesik
makrofajlar oldugu ddsunulmusttr. Nitekim farelerde yapilan bir calismada, adrenal
bezde makrofaja 6zgul antijen iceren hicrelerin bulundugu gosterilmistir'™. Ayrica,
Gonzalez—-Hernandez ve arkadaglan insan adrenal bezinde, 6zellikle korteksten
medullaya gegis zonunda, yerlesik makrofajlarin bulundugunu bildirmiglerdir'212,
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Bu calismada, gebe kobaylarin adrenal bezlerinde, makrofaj olasi bu uzantili,
perisintzoidal yerlesimli, kahverengi pigment granulleri iceren hucrelere daha
gok rastlanmistir. Gebelik sirasinda adrenal bezin, 6zellikle zona retikUlarisin
fonksiyonunun artmasi sonucunda, metabolizma artik Urdnlerinin de artmasi ve bu
artiklar ortadan kaldirmak amaciyla makrofajlarin gogalmasi sasirtict degildir'#'s.
Ayrica gebelik boyunca yUkselen 6strojen hormonunun etkisiyle, insan makrofajlarinin
sayisinin ve fagositik aktivitesinin arttigini bildiren caligmalar bulunmaktadir®.

Makrofajlar, fagositoz yapabilme fonksiyonlarinin yani sira, salgiladiklari sitokinler
araciliglyla da immdn yanitta rol alan hicrelerdir'2. Makrofajlardan salgilanan ve
immunolojik yénden 6énemli olan sitokinlerden bazilar timor nekrozis faktor—alfa
(TNF-alfa), transforme edici blylme faktori—beta (TGF-beta), interlokin—1 (IL-1), IL-6
ve IL-12'dir*51316-1° imm(in yanit siirecinde, btin vilcudun etkilendigini gosterecek
sekilde birgok metabolik ve néro-endokrin degisiklikler olusur. Ornegin, immiin
uyarinin etkilerinden biri kan glukokortikoid seviyelerinin yikselmesidir®. Bilindigi gibi,
glukokortikoid hormonlar adrenokortikal hicreler tarafindan sentezlenip salgilanir'28,
Bazi arastirmacilar adrenal bezde adrenokortikotropik hormon (ACTH)’dan bagimsiz
kortikosteroid sentezinin olabilecegini bildirirken, bazilar da hipofizden bagimsiz
olarak intraadrenal ACTH sentezinin gerceklesebildigini rapor etmislerdir'”'92!. Birinci
gorust destekler bicimde, monositlerin ACTH dan farkli bir faktor araciligiyla insan
hucrelerinden kortizol Uretimini uyarabilecegini ve ayrica hipofizi ¢ikarlmis sicanlarda,
IL-1, IL-2, IL-6 ve TNF-alfa'nin ACTH'dan bagimsiz olarak kortikosteron sekresyonu
Uzerine direk uyarici etki yapabilecegdini bildiren calismalar bulunmaktadir'®. Bunlara
ek olarak, makrofajlarin sempatik uyariya duyarll olan cok sayida beta—adrenerjik
reseptor icerdigi rapor edilmistir'®. Boylece, “parakrin yoldan medullar katekolaminler
araciliglyla adrenal makrofajlardan baslatilan sitokin (IL-1, IL-6, TNF-alfa, vb.)
sekresyonu ile adrenokortikal htcrelerin glukokortikoid salgilamasi uyarilabilir” seklinde
bir hipotez ileri surtlebilir'®2°, Ayrica adrenokortikal hiicrelerin parakrin mekanizmayla
sempatik uyariya direk yanit vererek glukokortikoidleri salgilayabilecedi ve korteksteki
immun hacreler tarafindan yapilan antijen sunumunun ve sitokin sekresyonunun bu
kortikosteroidlere duyarli oldugu da bildiriimektedir®. Hipofizden bagimsiz intraadrenal
ACTH sentezinden s6z eden ikinci gorusu aciklar sekilde, adrenal bezde yerlesik
makrofajlar tarafindan ACTH salgilabilecegini belirten calismalar da bulunmaktadir'”.
Bu bilgiler 1siginda makrofajlar, adrenal bez icinde iki yonll immun-adrenokortikal
iletisimde anahtar rol oynuyor gérinmektedir'®°,

Sonug olarak, calismamizda histokimyasal yontemlerle adrenal kortekste
varligr gosterilen adrenal makrofajlar, kanimizca, histoloji ve immunoloji kaynak
kitaplarinda yer almayi hak etmektedir.
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