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OZET

BCG verilen kemelerde endotoksinin uygulanmasi ile aktive
makrofajlardan TNF-e= (timdr nekroz faktoril) salimmi olur.
TNF-=<'nin akut sistemik salinmasi septik sok ve doku
zedelenmesine neden olurken, daha az miktarlar normal
dokunun yeniden sekillenmesi ile patojenlere kargi konafin
direncini artinr. Bu galigmada BCG uygulanan farelerin akciger
ve karacijerdeki histopatolojik dedisikleri arastinidi. Deney ve
kontrol gruplan arasinda granilom olugumu, vagh degsiklik,
fokal nekroz we glikojen miktarinda azalma bakimindan
farkliliklar tesbit edildi. Sonug olarak granilom digindaki
deqigikliklerin direkt BCG'ye baijli olmayip muhtemelen salinan
bir sitokin (6zellikle TNF-=<) aracilidi ile gelistigi digtndlda.
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GiRis

Tiberkiloz proflaksisi ve no:. .pesifik aktif imminetorapide
kullamlan BCG; lipopolisakkarit (LPS), parazitler, viral
partikiller, bakteriler ve bazi bakteri enterotoksinleri aktive
makrofajlar ve lenfositlerden TNF-e< salimmi artinrar (1-7).
TNF-== digiik dozlarda yangisal reaksiyon ve yara iyilesmesi ile
dokunun yeniden sekillenmesinde fizyolojik rol oynadifi halde,
enfeksiyon sirasinda agin salimmi halinde letal doku
zedelenmesi ve soka neden olur (1).

Bugiine kadar yapilan galismalarda adjuvan olarak kullanilan
BCG enjeksiyonu sonrasinda LPS werilerek, serumda yiiksek
TNF-=< diizeyleri saptanmig ve visseral organlarda meydana
gelen histopatolojik  degisikliklerden TNF-=< sorumlu
tutulmusgtur (1,5, 8-10). Bu calismada, TNF-=<"nin salinimimin
sadece BCG vererek uyanhp uyanimadigi ve efer uyanhyorsa
bunu BCG dozlan ile iligkisinin olup olmadigimi saptamak ve
nadir de olsa BCG'nin hem tiberkiloz proflaksisi, hem de
nonspesifik aktif imminoterapide gérdlen yan etkilerinin TNF-e<
ile iligkisinin olup olmadifin belirlemek amaciyla albino farelere
deneysel olarak defiisik dozlarda BCG verilerek akcigier ve
karacijerde meydana gelen histopatolojik degisiklikler

| resulted in the liver and in the lung due to BCG
. administration on the mice. There were some differences
. between experimental and control groups such as

SUMMARY :

The experiments showed that TNF-=< (tumor necrosis
factor) derived from activated macrophages might
participate in the endoxin in BCG sensitizated rats. Acute |
systemic release of TNF-=< causes septic shock and tissue |
injury, but the lesser amounts in tissues causes the |
beneficial effects may predominate enhence host defence |
against pathogens and to help normal tissue remodelling. In
this experiment we studied the histopathological changes

granuloma formation, fatty change focal necrosis and

~ Our results suggested that the changes other than the
granulomas are not resulted by the BCG but more likely by
the possible mechanism of cytokine (especially TNF-e<)
release. i
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arastinildi.

GEREC VE YONTEM

Caligmada afjiriklan 45-50 g arasinda dedigen albino tipi
fareler kullamidi. Fareler rastgele 5 gruba aynlarak kontrol
grubuna 0.05 ml serum fizyolojik, A grubuna 0.05 mi, B
grubuna 0.01 ml, C grubuna 0.2 ml, D grubuna 0.4 ml BCG steril
tiiberkilin enjektdrii ile intraperitoneral olarak verildi. Her grupta
toplam 10'ar fare olmak Ozere galigmada toplam 50 fare
kullanildi. Tim farelerde gozlem siiresi 6 hafta olarak belirlendi.
Gozlem siiresi iginde dlen 8 farenin 6 tanesine hemen ofopsi
vapild. ki farenin kafesteki dijer fareler tarafindan
pargalanmasi nedeniyle dederlendirme yapilamad. Diger fareler
gozlem siresi sonunda servikal dislokasyonla dldirelerek
otopsileri yapildi.

Farelerin akciger ve karacigerleri makroskopik olarak
incelendi. Incelenen bu dokular % 99.5'luk etil alkolle tesbit
edildi. Akciger dokulanndan haziflanan parafin bloklarindan 5y
kalinhfinda ince kesitier Hematoksilen-Eozin (HE), Ziehl -
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Neelson boyalari ile boyanarak,; karaciderden hazirlanan parafin
bloklardan hazirlanan kesitler HE, PAS, Gomori'nin retikulum ve
Ziehl-Neelson boyalar ile boyanarak 151k mikroskopunda
incelendi.

Elde edilen sonuglara “Kruskal-Wallis varyan analizi” ve “iki
yiizde arasindaki farkin dnemlilik testi” uygulanarak istatistiksel
olarak degerlendirildi.

BULGULAR

Gozlem siiresince A grubundan bir, B grubundan ig, C
grubundan iki ve D grubundan iki fare olmak (zere toplam sekiz
fare oldii. Deney gruplan ile kontrol grubu arasindaki mortalite
orani kargilagtinldiginda aradaki fark istatistiksel olarak dnemsiz
bulundu (p>0.05).

BCG'nin albino farelerin akciger ve karacifier dokulan
iizerindeki etkileri iki ana grupta topland.

A) BCG'ye bagh direkt etkiler;

Gozlem siresi iginde dlen B grubundan 2(%20), C
grubundan 1 (%11.), D grubundan 1(11.1) farenin akcigerinde,
hipermik damarlar, bazi alveol bosluklan ve interalveoler
septalar iginde PMNL'ler ve'seyrek lenfositlerin yer aldigi akut
yangisal reaksiyonlar izlendi.

Gozlemin 16. giind 6len A grubundan bir farenin akcigerinde
makroskopik olarak 1-2 mm gapinda beyaz-san renkli lezyonlar
izlendi. Histopatolojik incelemede ise, santralde genig
kazeifikasyon nekrozu bulunan gok sayida birbirleriyle
kaynasmig tiberkilomlarin bazilarinda Langhans tipi dev hiicre
ve lenfositler gordldd (Resim 1). Ziehl-neelson boyasi ile ARB
{Aside Rezistan Basil) gorilmedi.

C gurubundan gazlemin onsekizinci gind dlen farede ise
epiteloid histiositlerin olugturdugu nekrozu olmayan granillom
izlendi.

Graniilom gorilme orani bakimindan kontrol grubu ile
arasindaki farklihk istatistiksel olarak @nemsiz bulundu
(p>0.05).

B) BCG'nin bilinen etkileri diginda ortaya gikan indirekt
histopatolojik dedigiklikler;

BCG'nin defisik dozlarda verilmesiyle karacijerde meydana
gelen histopatolojik dedisikliklerden kontrol grubu ile deney
gruplan arasindaki farkhihgin anlamh bulundugu vakuoler
dejenerasyon, hepatositlerin glikojen igerifinde azalma, niikleer
pleomorfizm, fokal nekroz ve iligkili bulunan yadilanma esas

W ook : o
Resim 1 : Santralde kazeikasyon nekrozu igeren tuberkilomiar
(HEx40)

Resim 2 : Intrasitoplazmik mikrovezikiller yagh dejenerasyon
gésteren hepatositierin yer aldigi karaciger dokusu (HEx100).

olarak deferlendirildi. Karacigerde gorillen bu defigiklikler
Tablo I'de gosterilmigtir.

Vakuoler dejenerasyonun hepsi gdzlem siiresi sonunda
dldirilen farelerde izlendi. Kontrol grubunda ve A grubundaki
hig bir farede garilmez iken, B grubundaki 4 (%40), D grubunda
ise 1 (%11.2) farede histopatolojik bir bulgu olarak kargimiza
ikt

Yafjlanma, kontrol grubunda 3 (%30) farede izlenirken, A ve

 Glikojende azaima
HETEL - TR
- Nikleer pleomorfizm

Tablo | : Kontrol ve
dedisik dozlarda BCG
uygulanan farelerde
karaciger
parankiminde
gorilen
histopatolojik
dedisikliklerin
dagiim
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D grubunda birer farede saptandi (Resim 2). B ve C grubunda
hig bir farede yadlanma gorilmedi.

Hepatositlerin glikojen icerijinde azalma, kontrol grubunda
hig bir farede dikkati cekmedi. buna kargin A grubunda 3 (%30)
(bir tanesi gozlem siresi iginde 0ldi), B grubunda 4(%44.5) (iki
tanesi gozlem siresi iginde 6ldi), C grubunda 3 (%30) iki tanesi
gdzlem siresi iginde 6ldi), D gurubunda da 2 (%2.12) farenin
hepatositlerinde glikojen igeriginde azalma saptandi.

Hafif niikleer pleomorfizm kontrol ve deney gruplanni
olusturan farelerin timiinde saptanan bir bulgu olmasina kargin
belirgin formu A grubunda 2 (%20), B grubunda 4 {44.5), C
grubunda 4(%40) ve D grubunda 1 (11.2) farede izlendi. Kontrol
gurubunu olusturan farelerin higbirinde ise belirgin niikleer
pleomorfizm gérillmedi.

Fokal nekroz goriilme oranlar, arasindaki farkhlik yoninden
kontrol grubu ile deney gruplan arasinda anlamh bir sonug elde
edilmedi. Ancak, nekroz odaklanmin lokalizasyonu yoniinden
onemli farkhilklar dikkati gekti. Kontrol grubunda belirgin bir
zonal patern gdstermeyen fokal nekroz alanlan deney
gruplaninda, dzellikle Z2 (midzonal) de yofunlastd belirlendi
(Resim 3).

#

Resim 3 : Kaldinm tagi manzarasi gdsteren hepatositierde
bulanik sigme ve lenfositler seyrek PNML'lerin yer aldif fokal
nekroz odaf (H.Ex100)

TARTISMA

THF-e<"nin BCG+LPS uygulanmasindan sonra
salgilandifinin saptanmast ve TNF-=<'min deflisen dozlarda
defisik etkilerin in vitro olarak gosterilmesi nedeniyle, bu
galismada BCG'nin farkh dozlardaki etkileri ve bu etkilerin TNF-
e ile ilgisi bulunup bulunmadifi aragtinldi. Bu etkiler iki
asamada deferlendirildi. Oncelikle BCG'nin farelerin akecifer ve
karacigerleri Uzerindeki enfeksiydz ya da nonenfeksiyoz etkileri,
daha sonra da elde edilen veya ortaya ¢ikmayan bulgulann TNF-
o<iligkisi incelendi.

BCG'nin etkisi once morfolojik olarak tiberkilomlann varhgi
ile takip edildi. Tiberkilomlar A ve C gruplarinda birbirinden
farkll 4 farede (2'si akcifjer ve 2'si karacifjerde) izlendi. Kobay
veya tavsanlarda vapilan deneysel galigmalarda M. bovis'in IV
verilmesinde 2-3 hafta sonra tiiberkiilom olugtugu ve bu siirenin
@incesinde de nonspesifik reaksiyonlann olustutju gosteriimistir.

(11,12).
Gézlem siiresi iginde olen farelerin B grubunda 2, D
grubunda 1 farenin akcigerinde alveol iginde ve intaraalveolar
septadaki PMNL infiltrasyonu erken reaksiyonlar olarak
yorumlandi. Farelerden birinin akcigerinde kazeifiye, birinin
akciferinde ve iki ayn farenin karacijerindeki nonkazeifiye
granilomlan basilin direkt IP yolla kana kangmasi yanisira
hipersensitivite sonucunda olustudunu disiniyoruz.

Karacifjerde saptanan vakuoler dejenerasyon, yagl
dejenerasyon, glikojen iceriiinde azalma, fokal nekroz ve
nilkleer pleomorfizm gibi histopatolojik degisiklerin gdrillmesi
direkt basilin etkisiyle agiklanamamaktadir. Burada mediator rol
oynadidi digindlen TNF-e<"min karacigerdeki bu degisikliklerden
sorumlu oldugu disiniimektedir.

Yaiili dejenerasyon, deney gruplanndan A ve D grubunda
birer farede saptanirken, kontrol grubunda 3 farede izlendi.
Artan BCG dozlan ile iligkisi saptanmayan bu yagl
dejenerasyonun, BCG verilmesi ile uyanlan ve yaglanmay
engelleyici mediatér rol oynayan bir madde aracihiiyla
gerceklestirdigini disindirmektedir. Burada mediator rol
oynayan TNF-e= sorumlu tutulabilir.

Tracey ve arkadaglan TNF-e<'min yaglanmayi lipolizisi
arttirarak engelledigini, Beutler ve Cerami ise TNF-e<'min
sistemik lipoprotein lipaz aktivitesini azaltarak yag asitlerini
hiicre igine alinmasini inhibe ettidini ve bu nedenle yaglanmanin
azaldiimi ileri siirmektedirler (1,2).

A, B ve C gruplarinda izlenen glikojen igeriiindeki azalma
TNF-=<"min glikojenolizisi artirmasi yoluyla gergeklestirdii kabul
edilebilir. In vitro calismalar ile TNF-e<'nin glikogenolizisi
arttirdii gdsterilmistir (1,2). Aynca, A ve C grubundaki
farelerde olaya tiiberkillomlarin eglik etmesi yangisal
reaksiyonlarda TNF-=<'min mediatdr rolinii de yansitmaktadir.
Yangisal reaksiyonlarda TNF-e< ve IL-1 araciifiyla bir yandan
endotel yizeyine lenfosit ve PMNL'lerin adnezyonunun
artirmasi, dier yandan prokoagillan aktiviteyi artirmasi ve
ayrica, endotel hiicresinde PG sentezini uyarararak iskemik
zedelenmeye yolaghd bilinmektedir (1-4,11).

Deney gruplaninda izlenen belirgin pleomorfizmin yine hilcre
zedelenmesine neden olan bir mediator araciifiyla meydana
geldigini digiindirmektedir.

Deney gruplannda daha ¢ok Z2'de meydana gelen fokal
nekrozlarda iskemik zedelenmeden farkh bir mekanizmanin
olabilecedini disindirmektedir. Deneysel ¢alismalarda TNF-e<
ve IL-1'in prokoagilan aktiviteyi artirdi§1, antikoagulan aktiviteyi
de azalthdi gosterilmistir (1-4). Bu olay karacigerde fibrin
depolanmasi ve trombosit topluluklan ile sinuzoidlerde
mikrotrombiislerin olugumuna neden olur. Bu s$ekilde
mikrosirkiilasyonda meydana gelen bu bozukluk kendini
dncelikle Z2'de daha sonra dijer zonlarda nekroz seklinde
gosterir (10,13). TNF-=< ve IL-1 draciifiyla meydana gelen
iskemik doku zedelenmesi sonucunda Z2'de fokal nekrozlann
daha fazla olmasi beklenirdi. Ancak, burada bazi aragtirmacilarin
belirtti§i gibi Gzellikle mikrosirkillasyon bozuklugu nedeniyle
meydana gelen nekrozlarin Z2'de bulunmasi ve daha sonra diger
alanlarda bulunmasi dikkat gekicidir. Deney gruplarinda dzellikle
Z2'de izlenen bu fokal nekronlann sirkilasyon bozukluguna yol
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acan bir mediator aracihfii ile olustufu gérisind
desteklemektedir.

Bu galigmada BCG'nin nadir gorilen komplikasyonlanndan
biri olan tiiberkidlom olusumu yamisira, karaciferde saptanan
histopatolojik bulgular ile artan BCG dozlan arasinda belirgin bir
fark gorilmedi. Ancak, kontrol grubu ile deney gruplan
kargilastinldiginda anlamh hepatoseliiler degigiklikler saptand.

Bu dedisikliklerin mediator rol oynayan herhangi bir sitokin
araciii ile olabilecefi disinidimekle beraber, bulgular, bu
sitokinin BCG kullamimi ile salinan TNF-e< ile olustugu gériisiind
desteklemektedir. Difer bir deyisle, LPS olsun veya olmasin
yalnizca BCG kullamminin  TNFe<-min  baslatiifn endotel
harabiyeti ve bunun sonucunda da karaciger dokusunda
histopatolojik olarak kendini gosterdigi sdylenebilir.
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