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Deneysel Karaciger Hasarinin
Akciger Dokusuna Etkisi ve
Mast Hiicrelerinin Rolii

The Effect of Experimental Liver Injury on
Lung and Role of Mast Cells

OZET Amag: Deneysel karaciger hasarina bagl olusan akciger dokusu ve mast hiicre sayisindaki de-
gisikliklerin 11k mikroskobik olarak incelenmesi. Gereg ve Yontemler: Bu ¢aligmada yetiskin Wis-
tar albino ratlar kullanildi. Ratlar rastgele, her grupta 6 hayvan olmak {izere 3 gruba ayrildi. Kontrol
grubu, CCL, grubu ve ligasyon grubu. CCL, grubunda, CCl, (1 mL/kg viicut agirligy, intraperitoneal),
haftada 2 kez toplam 8 hafta uyguland. Ligasyon grubu, ortak safra kanal1 baglanarak 3 hafta bek-
letildi. Karaciger ve akciger dokularindan alinan 6rnekler hematoksilen-eozin ile boyandi. Akciger
kesitleri toluidin mavisi ile boyanarak parankim ve plevral mast hiicreleri sayildi. Bulgular: Kanal
ligasyonu ve CCl, uygulanan gruplarin akciger dokularinda interalveolar septum kalinlagmas, ka-
piller konjesyon, 6dem, artmis inflamatuar hiicreler ve degraniile mast hiicresi tespit edildi. Ligas-
yon grubunda ise akciger dokularinda bu degisiklikler daha belirgindi. Parankimal ve plevral mast
hiicre sayisi ligasyon ve CCl, grubunda kontrole gore anlaml olarak artmisti. Sonug: Hepatopul-
moner sendrom olarak tanimlanan karaciger hasarinin neden oldugu akciger hasarina, artmis mast
hiicrelerinin aracilik edebilecegi tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Hepatopulmoner sendrom; akciger; mast hiicreleri

ABSTRACT Objective: To examine lung tissue and the number of mast cells related to experimen-
tal liver injury under the light microscope. Material and Methods: Adult male Wistar albino rats
were used and they were divided into 3 groups with randomly dividing 6 animals in each group.
The groups were control, CCL4 and ligation groups. CCl4 (1 ml/kg body weight, intraperitoneal)
was administered twice per week, for 8 weeks. In ligation group, common bile duct was ligated with
for 3 weeks. Liver and lung tissue samples were taken and stained with hematoxylin-eosin. Lung
sections were stained with toluidine blue and parenchymal and pleural mast cells were counted. Re-
sults: In ligation and CCl4 groups; interalveolar septal thickening, capillary congestion, edema, in-
creased inflammatory cells and degranulated mast cells were observed in the lung tissues. In the
ligation group, these changes were more pronounced than CCl4 group. Parenchymal and pleural
mast cell numbers were significantly increased in the ligation and CCl4 groups when compared to
the control group. Conclusion: Increased mast cell numbers could mediate lung injury induced by
liver injury, which called as hepatopulmonary syndrome.

Key Words: Hepatopulmonary syndrome; lung; mast cells
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n sik sirozda olmak tizere kronik karaciger hastaliklarinda, pulmo-
ner vaskiiler bozukluklar ortaya ¢ikmakta, sistemik ve portal dola-
sima bagli olarak alveollerde kismi arteriyal oksijen basincinin
artmasi sonucunda pulmoner kapillerlerde genislemeler goriilmektedir. Or-
taya ¢ikan bu tablo hepatopulmoner sendrom (HPS) olarak tanimlanmakta
ve hastalarda solunum zorlugu ve hipoksi goriilmektedir.!* HPS’nin fizyo-
patolojisi hala tam olarak agiklanamamigtir. Hepatik hasar sonras: prolifere

Turkiye Klinikleri ] Med Sci 2013;33(4)



Histology and Embryology

Firat et al.

olan safra kanal epitelinden ve damar endotelinden
salgilanan endotelin-1 akciger dokusunda nitrik
oksit sentetazi (NOS) artirmakta, bu da pulmoner
nitrik oksit (NO), indiiklenebilir nitrik oksit sentaz
(iINOS ) ve endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS)
aktivitelerini artirarak pulmoner damarlarin genis-
lemesine yol agmaktadir.*® Son yillarda HPS olus-
masinda angiogenezin rol oynadig: bildirilmigtir.”
NOS ekspresyonunda rol oynayan hiicrelerden bi-
risi de mast hiicreleridir. Mast hiicrelerinin NO
sentezini uyardig: ve az miktarda NO irettigi ta-
nimlanmakla birlikte, mast hiicreleri ile NO ara-
sindaki bu iligki tam olarak anlagilamamigstir.?
Ayrica mast hiicrelerinden salgilanan histamin, 16-
kotrien C4 ve prostaglandin D2‘nin vaskiiler gecir-
genligi artirdigy bilinmektedir.’

Mast hiicreleri tiim vaskiilarize dokularda,
ozellikle deri ve mukozal yiizeyler gibi dis cevre ile
temas eden alanlarda ¢ok sayida bulunan, savunma
sistemi ile iligkili olan,'®!" agir1 duyarhlikta, otoim-
miin hastaliklarda, fibroziste, yara iyilesmesinde ve
angiogeneziste artig gosteren hiicrelerdir.*'>!* Mast
hiicrelerinden biyolojik olarak farkli aktivite gos-
teren interlokin (IL)-1, timo6r nekrozis faktor
(TNF)-a gibi sitokinler, kemokinler, histamin/se-
rotonin, proteazlar, eikosanoidler ve lipid media-
torleri salgilanir.>'* Akcigerlerde brons, bronsiol,
alveol parankimi, pulmoner damarlarin gevresi ve
plevrada mast hiicreleri bulunur.'>' Mast hiicreleri
solunum yollarindaki inflamasyonun diizenlenme-
sinde, astim ve amfizemde 6nemli rol oynar.'” 2 Di-

yabetik nefropati’’, renal fibrozis, >

28,29

akciger

fibrozisi?®>?, ateroskleroz ve kanserlerde mast

hiicre sayis1 artmaktadir.!3303!

HPS ile iligkili mast hiicrelerini degerlendiren
calismalar az sayidadir. Bu ¢alismada, pulmoner de-
gisiklikler ile mast hiicre sayis: arasinda bir kore-
lasyon olabilecegi diistiniilerek, ratlarda deneysel
safra kanal ligasyonu ve CCly ile karaciger zede-
lenmesi sonucunda akciger dokusunda ortaya ¢itkan
yapisal degisiklikler ve mast hiicrelerinin incelen-
mesi amaglanmugtir.

I GEREG VE YONTEMLER

Bu caligma Abant Izzet Baysal Universitesi Hayvan
Etik Kurulu onay ile yapilms olup, laboratuar hay-
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vani kullanim prensiplerine uyulmustur (2005/300-
39). Calismada her grupta 6 adet olmak iizere 18
tane Wistar cinsi erigkin erkek rat kullanildi. Kont-
rol grubuna herhangi bir islem uygulanmadi. Anes-
tezi altindaki ratlara; ligasyon grubunda orta hat
kesisi yapilarak koledok kanalinin distal kismina li-
gasyon®? uygulandi ve 3 hafta bekletildi. CCL4 gru-
bunda haftada iki kez 1mg/kg intraperitoneal CCly
verilerek 8 hafta bekletildi. Deney siireleri sonunda
yiiksek doz anestezik madde verilen deneklerin ka-
raciger ve akciger doku 6rnekleri alindi ve %10
noétral formaldehit ile tespit edildi. Dereceli alkol
serilerinden gegirilen dokulardan parafin bloklar
hazirlandi ve 5 ym kalinliginda kesitler alindi. Ka-
racigerdeki sirotik degisiklikler ve akciger yapisi-
nin genel degerlendirmesi i¢in hematoksilen-eozin
boyamasi, mast hiicre dagilimini belirlemek i¢in to-
luidin mavisi ile boyama yapildi. Her denege ait ak-
ciger parankiminde ve plevrada 10 ayr1 alanda mast
hiicreleri sayildi. Biiyiik brong ve damarlar gevre-
sindeki mast hiicreleri sayima katilmadi. Elde edi-
len veriler SPSS 17.0 programu ile istatiksel olarak
degerlendirildi. Verilerin normal dagilima uygun-
lugu Kolmogorov-Smirnov Lilliefors testi ile de-
gerlendirildi. Parankim ve plevra degiskenlerinin
normal dagilmasindan (p degerleri parankim i¢in
kontrol 0,2, ligasyon 0,062, CCly 0,2, plevra igin
kontrol 0,2, ligasyon 0,151, CCl4 0,161) dolay1
gruplar arasi karsilagtirmalar Varyans Analizi
(ANOVA) ile yapildi. Iki grup arasindaki farklar ise
posthoc Tukey testi ile kargilastirildi. p<0,05 ista-
tistiksel olarak anlaml kabul edildi.

I BULGULAR

Kontrol ve deney gruplarina ait akciger dokularin-
daki mast hiicre sayilar1 Sekil 1’de ve Tablo I'de
gosterilmigtir. Parankim ve plevral mast hiicreleri-
nin ligasyon ve CCl4 uygulanan gruplarda kontrol
grubuna gore anlaml olarak arttigi, bu artigin li-
gasyon grubunda CCly grubuna gore daha fazla ol-
dugu tespit edildi. Ligasyon yapilan grupta plevral
mast hiicrelerinin parankimal mast hiicrelerine
gore daha fazla oldugu, CCl4 uygulanan grupta ise
anlamh bir fark olmadig: goriildi (Sekil 1).

Sekiz hafta CCl4 uygulanan ratlarin karaciger
dokusunda vena sentralis etrafinda yaygin, portal
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SEKIL 1: Mast hiicrelerinin gruplara gére dagilimi. Kontrol grubu ile deney
gruplari arasinda anlamli fark bulunmaktadir. Ligasyon grubunda parankimal
ve plevral mast hiicre sayilarinin, CCl4 grubuna gére arttigi gériilmektedir.
(sirastyla; p=0,003, p<0,001, bar standart sapmayi gostermektedir.)

a: Parankimal mast hicreleri, ligasyon grubu ile kontrol grubu
karsilastinldiginda (p<0,001),

b: Plevral mast hiicreleri, ligasyon grubu ile kontrol grubu karsilastirildiginda
(p<0,001),

c: Parankimal mast hiicreleri, CCl4 grubu ile kontrol grubu karsilastiriidiginda
(p=0,003),

d: Plevral mast hiicreleri, CCl4 grubu ile kontrol grubu karsilastiridiginda
(p=0,005) istatistiksel olarak anlamli fark bulunmaktadir.

(Renkli hali icin Bkz. http:/tipbilimleri.turkiyeklinikleri.com/)

alanlara uzanan nekrotik degisiklikler goriildi
(Sekil 2a). CCl4 uygulanan akciger dokusunda al-
veoller arasi duvarin kalinlagtigi, kapillerlerde
konjesyonun belirginlestigi (Sekil 2b) izlendi, da-
marlar ¢evresinde 6dem, damar ve brongiol cevre-
sinde mononiikleer hiicre artig1 (Sekil 2c) tespit
edildi. CCly verilen grupta mast hiicrelerinin pa-
rankimde artmig oldugu gozlendi (Sekil 2d). Safra
kanal1 ligasyonu yapilan grubun karaciger doku-

taya ciktigi, fibrotik degisikliklerin oldugu tespit
edildi (Sekil 3a). Ayni grubun akciger dokusunda
kan damarlarinda konjesyon, alveoller arasi du-
varda hiicre artigina bagh kalinlasma ve mononiik-
leer hiicre artig1 izlendi (Sekil 3b). Alveol bosluk-
larinda ¢ok sayida makrofaj hiicreleri (Sekil 3c) ve
degraniile mast hiicresi ayirt edildi (Sekil 3d).

TARTISMA

Deneysel HPS olusturmak i¢in siklikla safra kanal
ligasyonu kullanilmaktadir.®33% Cerrahi teknik uy-
gulamadan da CCly ve liposakkaritler gibi kimya-
sallar ile HPS olusturulabilmektedir.”3¢3° CCl4 ‘iin
inhalasyon ve intraperitoneal olarak verilmesi ile,
parsiyel ven ve safra kanal ligasyonu yapilmasiyla
olusturulan HPS sonuclari kargilagtirilmis, sonugta
akcigerlerde hipoksi ve intrapulmoner vazodilatas-
yonun gelistigi tespit edilmistir.** CCl4 uygulanan
ratlarin akciger alveollerinde ¢ok sayida dev mak-
rofajlar, intertisyel 6dem, jnflamatuar hiicre artigi,
kan damarlarinda genisleme.*>*442 alveolar, pe-
ribronsial ve perivaskiiler mast hiicrelerinde artig
oldugu tespit edilmistir.”*> Mast hiicre artis1 CCly
verilen ratlarin karaciger dokusunda da gozlenmis-
tir.** Ratlara 5 hafta siireyle intraperitoneal olarak
CCly verildiginde; alveolar duvarlarin kalinlastig,
mononiikleer hiicreler ve notrofillerin ¢cok artmis
oldugu, alveol i¢inin eksuda ile doldugu, alveolar
6dem, makrofaj artis1, nekrotik odaklar, kollagen
fibrillerde, fibroblastlarda ve miyofibroblastlarda
artis oldugu goriilmiistiir. Safra kanali ligasyonu ya-
pilan ratlarin akciger dokularinda; kapiller konjes-

sunda portal alanlar arasinda kopriilesmelerin or- yon, perivaskiiler nétrofil artis;, brongiol
TABLO 1: Gruplara gére mast hiicre sayilarinin dagilimi.
Kontrol Grubu Ligasyon Grubu CCl4 Grubu

Degiskenler  (Ortalamaz Standart sapma) (Ortalamax Standart sapma) (Ortalamaz+ Standart sapma) Anlamhilik (p)

Parankim 81,4 35,33+7,6 21,8455 p=0.003  Kontrol- p<0.001

Mast Hicreleri Ligasyon p=0.003
Kontrol-CCl, p=0.003
Ligasyon-CCl,

Plevra 10,83+2,6 54,83+7,4 2415 p<0.001 Kontrol- p<0.001

Mast Hicreleri Ligasyon p=0.005
Kontrol-CCls p<0.001
Ligasyon-CCl,
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SEKIL 2: CC14 uygulanan grubun karaciger ve akciger dokularinin isik mikroskopik goriiniimii. Karacigerde vena sentralis etrafinda portal alanlara uzanan
nekrotik degisiklikler (*) (2a) HE x40, CCl4 uygulanan deneklerin akciger dokusunda alveoller arasi duvarin kalinlastigi, kapiller konjesyonun artmis oldugu (2b)
HE x100, CCl4 uygulanan grubun akciger dokusunda damarlar ¢evresinde 6dem (*), damar ve bronsiol cevresinde monontikleer hiicre artisi (2¢) HE x100 ve
CCl4 verilen grupta mast hiicrelerinin artmig oldugu gérilmektedir (2d). Toluidin mavisi x400.

(Renkli hali igin Bkz. http://tipbilimleri.turkiyeklinikleri.com/)

SEKIL 3: Safra kanall ligasyonu yapilan grubun karaciger ve akciger dokulari. Karacigerde portal alanlar arasinda kopriilesmelerin ortaya ¢iktig, fibrotik degisik-
liklerin (—) oldugu (3a) HE x40, akciger dokusunda kan damarlarinda konjesyon, alveollerarasi duvarda hiicre artisina bagli kalinlasma gériilmektedir (3b) HE
x100. Ligasyon grubunda alveol bosluklarinda ¢ok sayida makrofaj hiicreleri (—) (3¢) HE x400 ve degrantile mast hticreleri (—) gériilmektedir (3d). Toluidin
mavisi x 400

(Renkli hali icin Bkz. http:/tipbilimleri.turkiyeklinikleri.com/)

Turkiye Klinikleri ] Med Sci 2013;33(4) 1185
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epitellerinde dejenerasyon tanimlanmigtir.* Safra
kanali ligasyonuna bagli olarak akcigerlerde alveo-
lar septalarin kalinlagmasi, mikro damarlarda artig
ve dilatasyon yaninda, kii¢iik pulmoner arterlerin
media tabakalarinin kalinlasti1, damar i¢inde ve
alveoller arasi septumda makrofajlarin artmis ol-
dugu gorilmistir.*® Caligmamiz sonucunda safra
kanal ligasyonu ve intraperitoneal CCly verilen de-
neklerin akciger dokularinda intraalveolar septum
kalinlagmasi, kapiller konjesyon, inflamatuar hiicre
artigl tespit edilmigtir. Ligasyon yapilan grupta ka-
piller konjesyon ve vazodilatasyonun daha belirgin
oldugu, alveol bosluklarinda ¢ok sayida makrofajin
yer aldigi, kapillerler i¢cinde notrofil ve lenfosit
hiicrelerinin arttig1 tespit edilmistir. Bu bulgular
HPS’yi desteklemektedir. Thenappan ve ark. pul-
moner degisikliklerde makrofajlarin rol oynadigini
bildirmiglerdir.*® Mizuguchi ve ark. ise intraperito-
neal olarak CCl4 uygulandiginda, akcigerlerde fib-
rozis  gelistigini  bildirmiglerdir.*”  Akciger
fibrozisinde mast hiicrelerinin arttig1,*® mast hiic-
relerinden salgilanan mediatdrlerin fibrozise yol
act1$1*’, histaminin fibroblast migrasyonunu etki-
ledigi tammlanmigtir.! Yapilan ¢alismalarin bir bo-

limiinde mast hiicrelerinin antifibrotik olarak

davrandig1,”°%3! baz1 ¢aligmalarda ise profibrotik
olarak etki yaptig1 ve mast hiicrelerinden salgila-
nan profibrotik etkili TGF-f ve triptazin etkili ol-
dugu bildirilmistir>> Caligmamizda akciger
dokusunda fibrotik degisiklikler gozlenmemistir.
Parankimal ve plevral mast hiicrelerinin deney
gruplarinda anlamh olarak artmis oldugu, artisin li-
gasyon grubunda daha fazla oldugu tespit edilmi-
stir. Bu, mast hiicrelerinden a¢iga ¢ikan histamin,
NO ve diger mediatorlerin kapiller gecirgenliginin
artisinda etkili oldugu seklinde yorumlandi. Ligas-
yon grubunda karaciger degisiklikleri siroz tablosu
ile uyumlu olup, bag doku artisi bulunmaktayda.
CCly verilen grupta bag doku artis1 ¢cok azdi. CCly
uygulamasinin daha uzun siirede yapilmas: sonu-
cunda sirotik degisikliklerin daha belirgin olacagy,
CCly grubundaki mast hiicre artisinda maddenin
toksik etkisinin olabilecegi goz oniine alinmalidir.
Ligasyon grubunda HPS'nin akciger bulgularinin
belirgin oldugu ve HPS'nin fizyopatolojisinde rol
oynayan hiicrelerden birisinin de mast hiicreleri
olabilecegi diisiintildii. Yapilacak molekiiler ¢al-
1smalar, HPS'nin fizyopatolojisinde mast hiicrele-
rinin roli konusunda daha kesin bilgilerin elde
edilmesini saglayacaktur.
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