Tavsan Trakea ve Akcigerlerindeki Noroendokrin Hiicreler
Dr. Feral Oztiirk', Dr. Ali Otlu'

Bu arastirmada tavsan trakea ve akcigerlerindeki néroendokrin hiicreler isik mikroskopik seviyede
incelendi. Caliymada 20 adet Yeni Zellanda albino cinsi tavsan kullanildi. Néroendokrin hiicrelerin
demonstrasyonu icin giimiisleme metodlarindan yararlamldi. Bouin solusyonunda tespit edilen
materyaller, Masson- Hamperl arjantaffin metodu, Grimelius giimiis nitrat arjirofil metodu, Churikian ve
Schenk arjirofil metodu ve maskeli metakromazi metodu ile boyandi. Masson-Hamperl arjantaffin metodu
ile kontrol kesitlerinde (duodenum) endokrin hiicreler tespit edilirken, trakea ve akciger kesitlerinde
izlenmediler. Arjirofil metodlar ile trakea, brons ve biiyiik brongsiollerde noroendokrin hiicreler
kahverengi-siyah graniilleri ile tespit edildiler. Noroendokrin hiicrelerin biraraya gelerek olusturduklar
noroepitelyal cisimcikler (NEB) ise brongs ve biiyiik brongsiolerde izlendiler. Maskeli metakromazi metodu
ile hiicreler tespit edilemedi. Arjirofil metodlarla solunum sisteminde izlenen néroendokrin hiicreler bazal
membrana oturmug, prizmatik ya da piramidal sekilli hiicreler olarak tespit edildi. Biiyiik, oval
cekirdeklerinin, bazale yakin yerlestigi, sekretuar graniillerin hiicrelerin sitoplazmasinda dagildig
gozlendi. NEB'leri olusturan noroendokrin hiicrelerin bulunduklari havayolu seviyesine uygun olarak
piramidal ya da yiiksek kiibik hiicrelerden olustugu, liiminal yiizeylerinin ¢evre epitel hiicreleri tarafindan
kapatildig izlendi. [Turgut Ozal Tip Merkezi Dergisi 1996;3(2):69-74]
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Neuroendocrine cells in the tracheal and intrapulmoner epithelium of adult rabbits

In the present study tracheas and lungs of 20 adult rabbits were investigated by light microscopy.
Silver impregnation techniques were used to demonstrate intraepithelial neuroendocrine cells. Tissue
sections were fixed in Bouin's solution, embedded in paraffin and stained with argentaffin (Masson-
Hamperl argentaffin reaction), argyrophil (Grimelius argyrophil reaction, Churukian & Schenk argyrophil
reaction) and masked metachromasia methods. The Masson-Hamperl argentaffin method yielded negative
results in sections of trachea and lung, although numerous argentaffin cells were present in control
samples of duodenum. In all sections of tracheas and lungs stained by argyrophilic methods,
neuroendocrine cells were identified by the presence of black or dark brown cytoplasmic granules among
other epithelial cells. Neuroepithelial bodies (NEB) were demonstrated among the bronchial and
bronchiolar epithelial cells. None of the samples of trachea contained NEB. Masked metachromasia
method yielded negative results in all sections including controls. The shape of argyrophilic cells were
usually columnar or pyramidal with the base resting on the basement membrane. Their big nuclei were
located basally. The granules were scattered in the cytoplasma. The neuroendocrine cells forming NEBs
were pyramidal or high cubic in shape. The luminal surface of the NEB's were covered with the
neighbouring epithelial cells. [Journal of Turgut Ozal Medical Center 1996;3(2):69-74]
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Noroendokrin  hiicreler memeli  solunum Bu hiicreler ilk kez 1938 yilinda Feyrter ve
sisteminde tek tek veya gruplar halinde bulunurlar. 1949 yilinda Froelich tarafindan tespit edilmistir
Biraraya gelerek  olusturduklari gruplara  (1). 1965 wyilinda Bensch ve arkadaslar1 bu
"neuroepithelial bodies - NEB" (noroepitelyal  hiicrelerin elektron mikroskopik olarak
cisimcik) ad1 verilmektedir (1-3). morfolojilerini agiklamislardir (4). 1969 yilinda
Pearse (5) tarafindan APUD (amine precursor
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uptake and decarboxilation) sisteme dahil edilen
solunum sistemi noroendokrin hiicreleri,
giinimiizde "diffuse neuroendocrine system -
DNES" 'in bir iiyesi olarak kabul edilmektedirler

(6).

Solunum sistemini doseyen epitel hiicreleri
arasinda tek tek bulunan noéroendokrin hiicreler
larinksden alveollere kadar yerlesim gosterirler (7).
Cogunlukla bazal membrana oturmus, piramidal

veya prizmatik sekilli  hiicrelerdir. Piramidal
olanlarin ince apikal sitoplazmalar1 liimene
ulagsmayabilir (1,2,4). Cekirdekleri oval veya

yuvarlak, siklikla merkezi yerlesimlidir. Belirgin
cekirdekeik icerirler (8). Noroendokrin hiicrelerin
morfolojik oOzellikleri yogun merkezli vezikiiller
(dense-cored vesicles DCV) adi1 verilen sitoplazmik
salgi graniilleridir. Biitiin sitoplazmaya dagilmis
olabilirler fakat siklikla hiicrenin bazalinde
yogunlagsmiglardir. Bunlar degisik memelilerde
100-300 nm arasinda degisen biiyiikliiklerdedirler
(1). Solunum sistemi néroendokrin hiicrelerinin
salg1 graniillerini hiicrenin bazalinden interselliiler
bolgeye ve kana salgilayarak endokrin-parakrin
fonksiyon gordiikleri goriisii hakimdir (2,9). Bu

hiicreler gesitli  amin  ve  peptidler
salgilamaktadirlar.  Bunlar icinde serotonin,
bombesin,  (gastrin  serbestlestirici  peptid),
kalsitonin sayilabilir (1,2,8).

Noroepitelyal cisimcikler (NEB) solunum

sistemi epitel hiicreleri arasinda degisik sayida
noéroendokrin hiicrenin bir araya gelmesi ile
olusmus korpiiskiiler yapilardir. Sadece
intrapulmoner  havayollarinda  ve  ozellikle
bifurkasyon bdlgelerinde izlenirler (2,7). Sekretuar
graniiller iceren prizmatik hiicrelerden
olusmuslardir. Liiminal yiizeyleri ¢evrelerindeki
epitelyal hiicreler tarafindan biiyilk dlgiide
kapatilmistir (3). NEB'lerin duyusal fonksiyonlari
oldugu diisliniilmektedir. Bu yapilara subepitelyal
sinir  pleksuslarindan serbest sinir uglarinin
uzandigr tespit edilmistir (3,10,11). Yapilan
calismalar NEB'lerin solunum havasindaki O, ve
CO, konsantrasyonlarina duyarli intrapulmoner
kemoreseptor olarak gorev yaptigini
gostermektedir. Deneysel hipoksi (O, azlig1) ve
hiperkapninin (CO, fazlalig1) serotonin igeren
graniillerin sekresyonunu artirdig: tespit edilmistir
(12-14).

Solunum sisteminde bulunan noroendokrin
hiicrelerin insanlarda klinik énemi vardir. Bronsial
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karsinoid  tlimorlerin ~ ve  kiigik  hiicreli
karsinomanin igerdikleri sekretuar graniiller ve

salgiladiklar1 ektopik hormonlar (6rn. gastrin
serbestlestirici peptid-bombesin) nedeniyle
noroendokrin  hiicrelerden  koken aldiklaria

inanilmaktadir (4,15).

Bu arastirmada tavsan trakea ve
akcigerlerindeki noroendokrin hiicrelerin farkl
tespit ve boya yontemleri kullanilarak, 151k
mikroskopik diizeyde incelenmeleri amaglanmastir.

MATERYAL VE METOD

Bu aragtirmada 2-3 aylik 20 adet Yeni Zellanda
albino cinsi saglikli erkek tavsan materyal olarak
kullanildi. Tavsanlar Ankara Hifzissihha Enstitiisii
Serum Uretme Ciftliginden alindi. Agirhiklart
2100-2700  gram  arasinda  degismekteydi.
Tavsanlar intraperitoneal thiopental ile
oldiriildikten sonra trakea orta kismindan, sag
akciger hilus ve periferik kismindan, kontrol i¢in
duodenum ve pankreasdan doku ornekleri alindi.
Alinan ornekler ikiye boliinerek Bouin solusyonu
(16) ve %4'lik paraformaldehit (17) solusyonlar:
icinde tespit edildiler. Bouin solusyonu i¢inde 18
saat (bir gece) 4°C'de tutulan doku ornekleri daha
sonra icine lityum karbonat eklenmis %70'lik
alkollerde iki kez 12'ser saat 4°C'de tutuldu (18).
Oda 1sisinda dereceli alkollerden ve ksilolden
gecirilen doku ornekleri parafinle bloklandilar.
%4'lik  paraformaldehit  solusyonunda  (4g
paraformaldehit, 100 ml 0.1M fosfat tamponu
icinde ¢oOziindiiriilerek) ise oda 1sisinda 48 saat
tespit edildiler (17). Daha sonra doku ornekleri
dereceli alkollerden ve ksilolden gecirilerek
parafinle bloklandi.

Parafin bloklarin herbirinden 6 um kalinliginda
bes seri kesit alindi. Ilk kesitlere dokularm
histolojik  goriiniimlerini  saptayabilmek igin
Crossmann'in ii¢lii boyama metodu uygulandi (19).
Bu metodla boyanan kesitler incelendi. Bouin
solusyonunda bekletilen doku orneklerinde yeterli
tespit izlendi ve bu kesitlere 6zel boyama
metodlar1 uygulandi. %4'lik paraformaldehitte
bekletilen doku orneklerinde ise yeterli tespit
saglanamadig1 gozlendi ve 6zel boyama metodlar
uygulanmadi.

Bouin solusyonu ile tespit edilen kesitlere
uygulanan 6zel boya metodlari:
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1) Masson-Hamperl metodu

(16,20).
2) Grimelius Arjirofil metodu (16,20).
3) Churukian ve Schenk Arjirofil metodu (16).
4) Maskeli metakromazi metodu (16,20).

Arjantaffin

BULGULAR

Trakea ve  akcigerlerin  genel  yapisi
Crossmann'in {iglii boyama teknigi ile boyanmis
kesitlerde incelendi ve herhangi bir patolojik
goriiniime rastlanmadi.

Masson-Hamperl  Arjantaffin =~ metodu ile
boyanan trakea, brons, bronsiol ve pankreas
kesitlerinde arjantaffin hiicrelere rastlanmadi.
Duodenumda ise lamina epitelyalis iginde bu boya
metodu ile siyah graniiller iceren hiicreler tespit
edildi. Piramidal sekilli bu hiicrelerde siyah
graniillerin genis olan bazal bolgede daha yogun
oldugu izlendi. Cevredeki diger hiicrelerin boya
almadig1 ve graniil igermedigi gozlendi.

Grimelius arjirofil metodu ile trakea, bronslar
ve brongiollerde néroendokrin hiicrelerin sekretuar
graniilleri kahverengi-siyah renklerde belirgin
olarak izlendi. Intrapulmoner havayollarinda
ozellikle bronslarda  noroepitelyal cisimciklere
(NEB)'de rastlandi. Terminal bronsiollerden

Resim 1. Trakea kesitinde ndroendokrin hiicre (ok).Le: lamina
epitelyalis Lp: lamina propria (Bouin solusyonu ile
tespit, Grimelius arjirofil metodu, x330).

itibaren ise tek tek bulunan néroendokrin hiicrelere

ve NEB'lere rastlanmadi.

Trakea kesitlerinde néroendokrin hiicreler
trakea duvarinin ventral ve lateral duvarinda uzun
piramidal sekilli hiicreler olarak goézlendi. Uzun
oval g¢ekirdegi hiicrenin biiyiik kismin1 kaplamisti.
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Bazilarinda ¢ekirdek icinde siyaha boyanmis tek
bir ¢ekirdekgik izlendi. Hiicrelerin uzun ve ince
apikal kisimlarinin limenle baglantisi ¢ogunlukla
gorillemedi. Kahverengi-siyah boyanmis olan
graniillerin  sitoplazma i¢inde homojen olarak
dagildiklar gozlendi, hiicre bazalinde
yogunlastiklar1 izlenmedi (Resim 1). Trakeada
NEB!'lere rastlanmadi.

Brons kesitlerinde Grimelius metodu ile
noéroendokrin hiicreler piramidal veya prizmatik
sekilli bol miktarda graniiller iceren hiicreler
olarak  izlendiler. Belirgin olarak  bazale
yerlesmislerdi. Higbirisinin liimenle iligkisi tespit
edilemedi. Bilyiik ve oval olan ¢ekirdekleri merkezi
konumluydu. Graniiller sitoplazmada homojen
olarak dagilmist1 .

Brons kesitlerinde biraraya gelerek gruplar
olusturmus olan noéroendokrin hiicrelere (NEB)
siklikla rastlandi. Bu gruplar prizmatik veya
piramidal hiicrelerden meydana gelmisti. Apikal
kisimlar1 gevre epitelyal hiicreler tarafindan
kapatilmis ve liimenle olan baglantilar1 kesilmis
olarak izlendi. Hiicrelerin ¢ekirdekleri yine biiyiik
ve oval, sitoplazmalar1 ise graniillerle dolu olarak
goriildi (Resim 2).

Bronsiol kesitlerinde ndroendokrin hiicrelere
nadiren rastlandi. Tek katli prizmatik veya yiiksek
kiibik epitel i¢inde epitel yiiksekligi ile uyumlu,
liimene ulasan hiicrelerdi. Oval biiyiik gekirdekleri
merkezi konumluydu. Cok belirgin olmamakla

Resim 2. Brons kesitinde NEB (ok) (Bouin solusyonu ile tespit,
Grimelius arjirofil metodu, x330).

birlikte graniillerde bazal yogunlasma izlendi .

Bronsiol kesitlerinde NEB'lere de rastlandu.
Bunlar bazal membrandan liimene kadar ulasan

prizmatik  hiicrelerin  biraraya gelmesi ile
olusmuglardi.  Bunlarin  graniillerinde  bazal
yogunlagma izlendi.
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Duodenum kesitlerinde villus epitelinde ve daha
stk olarak barsak bezlerini (Lieberkiihn kriptalart)
doseyen epitelde bol miktarda arjirofil hiicreye
rastlandi. Bunlar pirizmatik veya piramidal sekilli
hiicrelerdi. Biiyiik ¢ekirdekleri bol miktardaki
sitoplazmik graniiller nedeniyle apikale veya
laterale itilmisti. Kahverengi-siyah  graniiller
belirgin olarak hiicrenin bazalinde yogunlagmisti
(Resim 3,4).

Grimelius  metodu  uygulanan  pankreas
kesitlerinde Langerhans adaciklarmmda daha ¢ok
perifere yerlesmis  bazi hiicrelerin graniillerinin
boyandig: izlendi.

Churukian ve Schenk metodu ile trakea ve
akcigerlerde  noéroendokrin  hiicrelerle  ilgili
gozlemler Grimelius metodu ile uyumlu bulundu.

Maskeli metokromazi metodu ile trakea,
akciger ve pankreas kesitlerinde metakromatik
hiicreler izlenemedi. Duodenumda ise epitel iginde
mor renkte boyanmis hiicreler goézlendi. Ancak
bunlarda graniilleri ve hiicre detaylar1 segilemedi.
Bu yiizden bu boya ile demonstratif sonuglar elde
edilemedigine karar verildi.

TARTISMA

151k mikroskopik
fazla  glimiisleme
Giimiisleme
nitratin  hiicre komponentleri

Noroendokrin  hiicrelerin
olarak izlenmesinde en

metodlarindan  yararlanilmaktadir.
gimils

boyast

Resim 3. Duodenum kesitinde arjirofil boyanmus hiicreler (Bouin
solusyonu ile tespit , Grimelius arjirofil metodu, x132).

tarafindan spontan olarak indirgenmesi (arjantaffin
reaksiyon), veya indirgeyici bir ajan varliginda
indirgenmesi  (arjirofil ~ reaksiyon)  esasina
dayanmaktadir. Bu indirgeme sonucunda giimiis
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tuzlar1 ¢oziinmeyen metalik giimiis halinde
cokerler (16,21). Serotoninin giimiis tuzlarini
indirgeme 0zelligi vardir. Bu yiizden serotonin
icerigi fazla olan hiicreler arjantaffin reaksiyon
verirler. Tavsan ve kaplumbaga akcigerlerinde
arjantaffin hiicreler tespit edilmistir. insanda ise
noroendokrin  hiicrelerin  tamamen  arjirofilik
ozellik gosterdigi belirlenmistir (1,3,22).

Solunum  sisteminde arjirofilinin  basarill
demonstrasyonu tespit maddesine gore degisebilir.
Bouin solusyonu ile tavsanlarda (3), koyunlarda
(18) ve insanlarda (23) arjirofil hiicreler basarili
olarak izlenmistir. Bizim ¢alismamizda da eriskin
tavsanlarin solunum sisteminde  bulunan
noéroendokrin  hiicrelerin  tespitinde Bouin
solusyonu basgarili sonug vermistir.

Grimelius'un arjirofil metodunda hafif asit
pH'daki giimiis nitrat solusyonu ve indirgeyici
olarak hidrokinon siilfit karisimi kullanilmakta ve
en iyi sonucu parafin kesitlerde vermektedir.

Gastrointestinal sistemdeki endokrin hiicreler
iizerinde yapilan caligmalar, bu metodla bu
hiicrelerdeki graniillerin segici olarak, c¢ekirdeke¢ik
ve kromatinin secici olmadan boyandigini
gostermistir. Arjirofil metodlarla siklikla boyanan
sinir lifleri ve bag dokusu retikiiler liflerinin ise
boya almadig: tespit edilmistir (1). Caligmamizda
kullandigimiz bu metodla biz de bu bulgular:
tespit ettik.

Dey ve ark. (24) eriskin tavsan trakealarinda
yaptiklar1 caligmada trakeanin ventral duvarinda

Resim 4. Duodenum kesitinde arjirofil boyanmis hiicreler (Bouin
solusyonu ile tespit, Grimelius arjirofil metodu, x330)

dorsal bolgelere gore noroendokrin hiicrelerin
sayica daha fazla oldugunu tespit etmislerdir. Biz
arastirmamizda  trakeanin  dorsal  duvarinda
noéroendokrin hiicre saptayamadik. Bu hiicreleri
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daha c¢ok ventral ve lateral trakea epitelinde
izledik. Yine ayni arastirmacilar tavsan
trakealarinda noroepitelyal cisimciklere (NEB)
rastlamadiklarin1 kaydetmislerdir. Cutz ve ark. (25)
insan, koyun, armadillo ve tavsan trakealarinda
yaptiklar1 c¢alismada NEB tespit edememislerdir.
Biz de caligmamizda tavsan trakealarinda NEB
izleyemedik.

Cutz ve ark. (25) trakeada uyguladiklari
Masson-Hamperl arjantaffin metodu ile
néroendokrin  hiicre  tespit  edemediklerini
belirtmislerdir. Biz de ayn1 boyama metoduyla
trakeada hi¢ nodroendokrin hiicre izleyemezken,
kontrol amacryla aldigimiz duodenum kesitlerinde

pozitif sonug aldik (Resim 1).

Tavsanlar ve diger memelilerde ndroendokrin
hiicreler solunum sisteminde en sik olarak
sekonder ve tersiyer bronslarda tespit edilmislerdir
(1). Bizim c¢alismamizda arjirofil metodlar ile
noroendokrin hiicrelere en sik sekonder bronslarda
rastlanmistir.  Ayrica Dbiiyiikk bronsiolerde de
izlenmislerdir. Masson-Hamperl arjantaffin metodu
ile trakeada oldugu gibi bronslarda da
noroendokrin hiicre izleyemedik.

Lauweryns ve ark. 3) tavsanlarin
intrapulmoner  havayollarinda yerlesmis olan
NEB'leri incelemislerdir.  Arjirofilik metodlarla
brons ve bronsiolleri ddseyen epitelyal hiicrelerin
arasinda sitoplazmik arjirofilileri nedeniyle
kolaylikla segilebilen korpiiskiiler yapilar olarak
izlemiglerdir. Neonatal tavsanlarda NEB'leri
respiratuar bronsiollerde, alveoler kanalda ve hatta
alveolerde tespit ettiklerini bildirmislerdir. Eriskin
tavsanlarda ise brons ve  bronsiolerde
gozlemislerdir. Biz de ¢alismamizda NEB'leri
bronglarda ve biiyiik brongiolerde tespit edebildik.
Terminal brongiolerde, respiratuar bronsiolerde,
alveoler kanallarda, keselerde ve alveolerde, tek tek
bulunan noéroendokrin hiicreler gibi NEB'lere de
rastlayamadik.

Lauweryns ve ark. (3) yaptiklar1 calismada
Fontana-Masson arjantaffin metodu ile NEB'lerde
hafif bir arjantaffin reaksiyon da tespit etmislerdir.
Bu bulgu serotoninin varligini1 gostermektedir (1).
Yine Lauweryns ve ark. bir baska c¢alismada (26)
NEB!'lerin intrapulmoner havayollarinda serotonin
ireten hiicreler olduklarini ileri siirmislerdir.
Polak ve ark. (27) erigkin tavsanlarda solunum
sistemindeki noroendokrin hiicrelerde serotonin
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immiin reaksiyonunu (+) bulmuslardir. Bizim
calismamizda ise erigkin tavsanlarin solunum
sistemlerinin ~ higbir  seviyesinde  arjantaffin
reaksiyon gozlenmedi.

Endokrin hiicrelerin izlenmesi igin Onerilmis
bir baska metod da maskeli metakromazidir (16).
Bu metod bazik boyalarin, polipeptidlerdeki
karboksil gruplar: ile reaksiyona girmesi esasina
dayanir. Bu metodda karboksil gruplarinin
serbestlesmesi ve reaksiyona girebilecek niikleotid
fosfat  gruplarmin  uzaklastirilabilmesi  i¢in
oncelikle asit hidroliz uygulanmaktadir. Daha
sonra kesitler metakromatik bazik boyalarla
boyanir  (20). Pearse'e gore (5) maskeli
metakromazi APUD sistem hiicrelerinin  bir
ozelligidir. Giiniimiize kadar insan ve diger
memelilerin akcigerlerindeki noéroendokrin
hiicrelerinde bu 6zellik arastirilmig, Hage ve Hage
tarafindan (28) sadece fotal insan akcigerlerinde
tespit edilebilmistir. Biz de c¢alismamizda bu
metodu uyguladik ancak erigkin tavsanlarin trakea
ve akcigerlerinde metakromatik hiicreler tespit
edemedik.
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