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ONSOZ

“Insan Fetusunda Lenfo-Retikiiler Sisteme Dahil Apendiks’in Histolojik ve
Embriyolojik Arastirimasi” K.T.U. SABE Histoloji-Embriyoloji Anabilim Dalinda Doktora
Tezi olarak hazirlanmistir. Calismalar literatiir ve laboratuar aragtirmalan olmak tzere iki
asamada gergeklestirilmigtir.

Tez calismasiin konusunu olusturan apendiks tizerinde ¢ok sayida mikroskobik
¢alisma yapilmistir. Ancak akim sitometri kullamilarak yapilan calismalar az sayidadir.
Ozellikle fetus apendiksi iizerinde akim sitometri ile yapilan galigmalar yok denecek kadar
azdir,

Bu galigma sirasinda ve doktora egitimimde her tirli kolayli§t gosteren bilimsel
katkilarini esirgemeyen tez hocam sayin Prof. Dr. Haluk ARVASI’ye, Prof. Dr. Yavuz
OZORAN’a, entitiimiiziin degerli miidiirii sayin Dog. Dr. Murat ERTURK e ve galismamda

desteklerini esirgemeyen arkadagslarima sevgi, saygt, ve hiirmetlerimi arz ederim.

Ekim 1997 Dr. M. Ayse ARVAS



L.GIRIS

Abdominal Tonsil olarak da adlandirilan appendix vermiformis (apendiks) sindirim

sisteminin bagisiklikla dogrudan ve en fazla iligkisi olan organdir (1).

insanlarda fonksiyonu halen tartigilmakta olan apendiksin fotal hayatta duktus
allantoise baglt oldugu iddialart vardir. Bu nedenle tubulus alimentoriusun devamui olan bu
vapr dogum sonrasi lenforetikiiler sisteme dahil edilmektedir. Ancak bu ikilem tam olarak

agiklanabilmiy degildir (2,3,4).

Cekumun bir evaginasyonu olan apendiks duvarinda bol miktarda lenfoid nodul
bulundurur. Apendiks kor sonlanan bir invaginasyon oldugu igin hizla yenilenmez, genellikle
iitihaplanir ve ¢ikarilir. Apendiksin iltihaplanmadan g¢ikarildiginda viicutta bir kayip etkisine
sebep olup olmadigi tartismalt bir konudur. Insanlar igin iltihaplandiginda tehlikeli olan bir
vapiun bu durumla karsilagiimadan g¢ikariimasi dogru degilmidir? Bu soru bu giine kadar

tam anlamuyla cevaplanamamugtir (5-9).

Apendiks embriyo 12 mm (8 Hafta) iken primitif barsak halkasmin kaudal
pargasindan konik gekilde genisleme gosteren gekal sisligin distal ucunda primitif apendiks
adi verilen dar bir divertikiil seklinde gelismeye baslar(1). Apendiks kolonun asads inisi
sirasinda  olugtugundan, apendiksin neden siklikla ¢ekum veya kolonun arkasinda yer

aldiginin anlagiimast zor degildir(8-10).

Apendiks ¢ekumun bir evaginasyonudur, duvarinda bol lenfoid nodiil bulundugu igin
kogik dar ve diizensiz bir liimene sahiptir. Genel yapisi kalin bagirsaginkine benzemesine

Kargin daha az sayida ve daha az intestinal bez igerir, taenia koli yoktur(4,12,13,14).

Tartigmah olan sindirim sistemindeki gorevinin 6tesinde sindirim kanalimin diffiiz,
lenford follikiil olusturan ve lenfoid follikiillerin agregat olusumu ile ortaya gikan peyer
plaklari halindeki lenfoid dokunun en yogun bulundugu organdir. Lenfoid doku birikimi ‘
intrauterin geligsim stresince baglayarak dogum sonrasinda da devam eder ve puberte ile

gerilemeye baslar(4,7,9).



Embriyonal donemde apendiks tzerine itk mikroskobik diizeyde g¢alisilmasina
ragmen akmm sitometri ile yapilan c¢alismalara ¢ok az rastlanmaktadir. Floresan aktiviteli
analiz ve ayirma, bagka bir ifade ile akim sitometri (FCM) optikte bagvurulan yeniliklerden
birisidir. FCM teknolojisi ile yapilan ¢aligmalar hematoloji, onkoloji gibi bazi béliimlerde

rutin hale gelmeye baslamugtir (11,13,15).

Akim sitometri teknigi hiicre siklusu analizi tekniklerinden birisidir. Bu teknik ile S
fazr belirlenebildigi gibi Go/Gy ve G»/M fazlant da belirlenebilmektedir. Akim sitometri
bashca hucrelerin fenotipik analizinin yapilmasinda,.hiicrelerin tagidiklan ozelliklere gore

avirt edilmesinde ve DNA analizinde kullanilmaktadir (16-22).

Bu bilgiler igiginda apendiksin dogum 6ncesi ve dogum sonrasi 151k mikroskobik ve
akim sitometrik ozelliklerinin incelenmesi onem kazanmaktadir. Embriyonal dénemde
sindirim sisteminden gelistigi bilinen apendiksin dogum sonrasinda lenforetikiiler sisteme
dahil edilmesi bu g¢alismanin yapilmasimi Onemli hale getirmektedir. Calismada lenfoid
dokunun en yogun proliferasyon dénemi ve bunun diger histolojik olusumlarla iligkisi ortaya
konmaya calisilmigtir. Bu amagla akim sitometrik degerlendirme ilk istirahat (G,), mitoz
oneesi (G:), aktif proliferasyon (S) hiicre siklusu donemleri g¢esitli fetal dénemlerde
histolojik verilerle kiyasl olarak ele alinmistir. Bu bilgiler ve elde edilecek bulgularla sonuca

variimast distintilmektedir.



II.GENEL BILGILER
Apendiksin Yapisal Nitelikleri

Fotal hayatta duktus allantoise bagl oldugu kabul edilen ve tubulus alimentoriusun
devanu olan apendiks dogum sonrasi lenforetikiler sisteme dahil edilmektedir. Apendiks
duvarmda bol miktarda lenfoid nodil bulundurur. Kér sonlanan bir invaginasyon oldugu igin
hizla yenilenmez, genellikle iltihaplanir ve ¢ikaritlir.  Apendiksin  iltthaplanmadan
¢ikanldiginda viicutta bir kayip etkisine sebep olup olmadig tartismali bir konudur. Insanlar
icin iltihaplandiginda tehlikeli olan bir yapmin bu durumla karsilagiimadan ¢ikarilmasi

yoniinde egilimler vardir. Ancak bu konu tam anlamiyla agiklanmamustir (1,4,7,9)

Anatomisi;

Kalin bagirsagin baslangic kismi olan ¢ekum, sag fossa iliakada bulunur. Kalin
bagirsagm en genig bolimii olan ¢ekum’un karin 6n duvarindaki projeksiyonu tiggen bir
alanla gosterilebilir. Kor bir kese seklinde olan gekum, yukarida kolon assendens ile devam
eder. Cekum ile kolon assendens’in sinirinda ileum’un agildigt ostium valvae ilealis bulunur.
Uzunlugu 6 cm, genigligi 7.5 cm kadardir. Cekum arkada m. iliakus ile m. psoas major
Gizerine oturur ve bunlar arasinda recessus retrocaecalis denilen bir ¢ikmaz olusur. Apendiks
vermiformis, genellikle bu ¢itkmazin iginde bulunur. Genellikle gekum’un her tarafi peritonla

ortaladar (2,,9,13).
(Cekumda Gortilebilen Varyasyonlar:

[. Intrauterin hayatin erken dénemlerinde ¢ekum, genis tabanli, kisa bir koni
scklindedir. Bu koninin tepesi yukari-medialde, ileum’un kalin bagirsakla birlestigi yere
dogru yonelmistir. Fetus blytdiik¢e ¢cekum’unda enine oranla boyu daha fazla biytiyerek
uzun bir tip seklini alir. Tepesinin pozisyonu da baslangigta oldugu gibi ileum’un distal
ucuna dogru yonelmistir. Gelisme devam ederken tipin alt kisminin biytimesi durur, buna,
kargilik Gst kisum buylimesine devam eder. Dogumdan ince olan apendiks vermiformis, koni

seklindeki ¢ekum’un tepesine tutunmus bir ¢ikintt olarak gortlur. Bu g¢ekumun infantil



seklidir ve %2 oraminda tiim hayat boyu bu seklini muhafaza eder. Cekum da goérulen 3 tenia

apendiks vermiformisten baslar ve iigiiniin aralarindaki mesafe birbirine esittir.

2. Koni seklinde olan ¢ekum, &n tarafta bulunan tenia libera’min her iki tarafi
uenigleyerek kese sekline donistir ve koni, kiip seklini alir. Tenia libera’nin her iki yanindaki
kese, birbirine esit bityiikliiktedir. Koninin tepesinden gikan apendiks vermiformis bu tipte

keselerin arasindaki ukurluktan ¢ikar. Bu tip %3 oraninda gorulir.

3. Bu tip gekum %90 oraninda insanlarda en gok goriilen tiptir. Sag taraftaki kese
daha biyik olmak tizere, asimetrik olarak geligir. Sag kesenin daha fazla biyiimesi sonucu
daha fazla asagiya iner, bunun neticesi olarak apendiks vermiformisin tutundugu kisim, sola

ileum ile gekum’un birlesme yerine dogru kayar.

4. Ugtincii tipin daha genislemis seklidir. Yani sag kese bilyiimesine devam ederek
apendiks vermiformis’in tutundugu tepe kismu daha fazla sola, yani ileum ile ¢ekumun

birlesim yerine itilmistir. Bu tip %4 oraninda gortlir (2,4,12,13).

Embriyolojisi:

Gastrointestinal kanal, endodermal germ yapragindan koken alan en 6nemli organ
sistemidir.  Olusumu  buyiik 6lgiide sefolokaudal (bas-kuyruk) ve lateral yonlerde
katlanmasina baghdir. Tiip big,mli ilkel bagirsak kanalinin olusumu pasif bir olaydir ve iki
yondeki katlanma (biikiilme) sonucu endodermle doseli vitellus kesesinin bir béliimiinin
viicut boslugu iginde kalmasiyla gerceklesir. Embriyo ile vitellus kesesi arasindaki genis iliski
de, katlanma sonucunda daralir ve sonugta bu iliSki yalnizca dar ve uzun vitellin kanal
aracihi@gr ile saglamr hale gelir (7.9,).

Sefalokaudal yondeki katlanmanin ilerlemesiyle, endoderm ile doseli vitellus
kesesinin git gide daha biiyiik béliimii embriyonun bedeni i¢inde kalmaya baslar. Endoderm,
embriyonun 6n (anterior) bdlgesinde 6n (bas) bagirsagi, kuyruk bolgesinde ise son (arka)

bagirsagr olusturur. On ve arka badirsaklar arasinda kalan kisim ise orta bagirsaktir (7,9).

Orta bagirsagin gelisimi bagirsagin ve mezenterin hizla uzamasi ve sonugta primer
bagirsak halkasinin olusmasiyla karakterizedir. Barsak halkasi tam tepe noktasindan vitellin-

kanal yoluyla yolk kesesiyle agik bir iligki igindedir. Bu halkamin sefalik pargasindan,



duedonumun distali, jejenum ve ileumun proksimali gelisir. Kaudal pargasindan ise distal

ileum, ¢ekum, apendiks, ¢tkan kolon ve transvers kolonun 2/3 proksimal pargasi olusur (4,).

6.haftada bagirsaklar hizla buyiyerek umblikal kord igine herniye olurlar. 10.haftada
bagisaklar karin bosluguna geri dénmeye baslarlar. Bu olaylar sirasinda orta bagirsak saatin

aksi yoniinde 270 derecelik bir doniiste yapar (9).

Jejenumun proksimal pargasi karin igine donen ilk bagirsaktir ve sol tarafta yer alir.
Daha sonra geri donen bagirsak halkalar: birbirinden daha sagda yer alacak sekilde yerlesir.
Embriyo 12 mm iken primitif bagirsak halkasinin kaudal pargasindan konik bir genisleme
seklinde beliren gekal sislik ise, karin bosluguna en son donen bagirsak bolimidir. Gegici
bir siire karacigerin sag lobunun altinda sag ust kadranda kalan gekum, daha sonra gikan
kolon ve hepatik fleksurayr olusturarak asag dofru iner ve sonunda sag iliak fossaya
yerlesir. Bu sirada gekal sigligin distal ucunda primitif apendiks adi verilen dar bir

divertikiilde belirir (7,9) (Sekil 1).

Apendiks kolunun asa@i inisi sirasinda olustugundan, apendiksin neden siklikla
¢ekum veya kolonun arkasinda yer aldiginin anlagilmas: zor degildir. Apendiksin aldigt bu

pozisyonlar retrogekal veya retrokolik olarak tanimlanir (7,9) (Sekil 2).

)

j‘
duedonum G

fleksura \/__( oy

¢tkan kolon\[ .{

jejuno ileal; ( i inen kolon
halkalar
gekum S
“apendiks ' g
A B sigmoi

Sekil 1: A. 270 derecelik rotasyondan sonra bagrsaklarn goriinimii. Ince bagirsaklar
kKiveintihdir ve ¢ekum tomurcugu sag st kadrana yerlesmistir. B. Ba@irsaklarin son

pozisyonu. Cekum ve apendiks karnin sag alt kadranna yerlesmistir (9).
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B Jjejuno-ileal halkalar; ¢~ opendiks

vitellin kanal,

Sekil 2: Cekum ve apendiksin gelisim evreleri (9).

A: 7 hafta B: 8 hafta C: Yenidogan

Histolojisi:
Sindirim sistemi, sindirim kanali ve buna bagli bezlerden olugmustur. Sindirim

sisteminin fonksiyonu, vicudun buyime ve enerji ihtiyaglar igin gerekli metabolitleri

sindirilmig besinlerden saglamaktadir(4,5,12).

Sindirim kanalimin dig ortama agik olusu, patojen organizmalarin ve yerlesimine
uygun bir ortam olusturur. Bu nedenle sindirim kanalinda tek tek lenf follikilleri (Nodulus
lymphaticus solitarius) ile gruplasmus lenf follikilleri topluluklari (Noduli lymphatici

agregatii) yaygindir(4,12).

Gastrointestinal kanalin tamami bazi genel yapisal ozellikler gosterir. Ortasinda
degisen ¢aplarda bir lumen igerir. Bu limen dort ana tabakadan olusan bir duvarla ¢evrilidir.
Igten disa dogru sirastyla mukoza, submukoza, muskularis mukoza ve serozadir. Bu

tabakalarin yapilar su sekilde sematize edilebilir (Sekil 1).

I. Tunika Mukoza: Lamina epiteliyalis, lamina propria ve muskularis mukozadan

olusmustur.

Lamina epiteliyalis; bagirsaklarin fonksiyonuyla uygunluk saglamak izere, tek katls
prizmatik, fircamst kenarli olup, aralarinda sellula kalsiformisler bulunur. Isik
mikroskobunda firgamsi kenar olarak tanimlanan epitel hiicrelerinin apikal yiizeyi, elektron
mikroskobunda mikrovilli yapisinda g6zlenir ve emilim igin uygun yiizey artigimi yansitir,
Ince badirsaklarda absorbsiyonun daha fazla olmasi igin villus yapisina rastlanir iken, kalin

bagirsakta villus yapist yoktur.



Kalin bagirsakta glandula intestinalis’ler uzundur ve ¢ok sayida goblet ve emici
(absorbty) hiicre az sayida enteroendokrin hiicre ile karekterizedir. Emici hiicreler silindirik
ve kisa dizensiz mikrovilluslara sahiptir. Bu organ asil fonksiyonlarina gok uygunluk
adsterir. Suyun absorbsiyonu, digki kitlesinin olusumunu ve mukus salgilanmasim saglar.
Mukus sulu jole kivamindadir ve sadece yiizeyi kayganlastirmakla kalmaz, bakterileri ve
partikiilli maddelerin ytzeyini orter. Epitel hiicrelerinin bazal yuzinden digariya sodyumun

akuf transportunu takiben suyun absorbsiyonu pozitiftir.

Lamina propria; lenfoid hicreler ve lenf follikiillerinden zengindir. Tek tek
serpistirilmiy olarak (Lymphonodulus solitarius) rastlanir. Noduller genellikle submukozaya
Kadar gegebilir. Bu nedenle bu bélgelerden lamina muskularis mukoza kesintiler gosterir.
Lenfoid dokunun fazla olmasinin nedeni, kalin bagirsakta olduk¢a yiiksek bakteriyel

populasyonun bulunmasidir.

2. Tunika Submukoza: Gevsek bag dokusu yapist ile mukozamin kaydirilmasini
saglayan bu tabakada, lamina propria’da oldugu gibi, gesitli bag dokusu hiicreleri bulunur.

Yag hiicrelerinden zengin bir tabaka olusturur.

3. Tunika Muskularis Mukoza: Igteki sirkiiler tabakasinin diizenli olmasina karsin,
digtaki longitudinal kas demetleri ¢ bant halinde gozlenir. Bunlara “taenia coli”
denilmektedir. Bu serit halindeki kas yapisi, kalin bagirsak duvarimn digytiziinin diizgiin

olmayip, kabartili gdriinmesine neden olur.

Kalin bagirsaklarin i¢ yuziinde de, yarim ay sekilli kivrimlar gozlenir. Bunlar “plika
semilunaris™ adini alir. Ancak bu plikalar ince bagirsaktaki “Kerhring” plikalarindan farkh
olarak, sabit yekilli olmayip, longitudinal kasin varligina tabidir. Eger kas gerginligi onlenir

ise, bu yarim ay seklindeki plikalar da kaybolur.

4. Tunika Seroza: Kan ve lenf damarlari ile sinirlerin girdigi bélge olup,

subseroza’da sinir pleksuslart yer alir (4,5,12,13,28) (Sekil 3).



peritoneal hiicreler

srminal merkez longitudinal kas lifleri-

sirkiiler kas lifleri liberkiilin kriptalar

submukoza lenfatik nodil;

L\ lenfatik nodil miikéz membran

mitkz membran muskularis mukoza
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submukoza
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/§f apendiks
4 mezenteri
) liimen
1skularis
wkoza

liberkiilin kriptalarr peritoneal tabaka

Sekil 3: Apendiksten alinan kesitin sematik goriiniimii. Bezler ve ¢ok sayida lenfoid nodiiller

goriilmekte.



111. HUCRE SiKLUSU

(ok hiicreli diploid organizmalarda yasam tek bir hiicre olan ovumun spermiumla
birleserek meydana getirdigi zigot ile baslar (9,10,16,17).Viicut hiicrelerinin birbirinden
farklarr, bolinme fakliliklart ve bolundikten sonra kazandiklan ozelliklerden kaynaklanir.
Heri derecede diferansiye olmus sinir ve kas hiicreleri disindaki hemen hemen biitiin soma
hiicreleri bolinme ve gogalma giictine sahiptirler. Kemik ilifi ve gastrointestinal kanaldaki
epitel hiicreleri strekli olarak replike olurlarken hepatositler gibi bazi hiicrelerde ancak

stimulasyonlarla ¢ogalmaya girerler (15,17,18,19,20,25).

Hicre siklusu ister gelisme ister yenilenme amaciyla olsun bir hiicrenin mitoza
hazirlanmas (interfaz) ve mitoz boliinmeyi kapsayan iki interfaz arasindaki devredir (IF+M).
Mitoz dncesi donem hcre béliinmesine hazirlik olaylarinin gectigi dénemdir. Mitoz donemi
ise hiicre bolunmesinin gergeklestigi donemdir. Yiiksek okaryotlarda hiicre siklusunun
"o00" 1 Kaplayan interfaz 16-24 saat siirerken mitoz boliinme 1-2 saatte tamamlanir. Insan
vicudunda bulunan 10" -10™ hiicrenin tamamu ayni sirede bolinmez. Genel siire 8 saat-
100 glindur. Hicre siklusundaki bu durum farkliig G; fazinin uzunluguna bagh olarak

degisim gostermektedir (2,12,17,18,26,27).

Memeli hiicrelerin béliinmesinde kisa mitoz (M Fazi), postmitotik (G, Faz1), DNA
sentezini igeren (S Fazi), kisa premitotik (G, Fazi) ve DNA sentezinin olmadig istirahat
(Gio) evreleri meveuttur. Premitotik hiicreler G, fazina girerler ve DNA sentezi bu donemde
durur. G, fazi basladiginda mitoz tamamlanms olur. Bu evrelerin ozellikleri su sekilde

agiklanabilir (17,18.23).

I. Gy Fazi : DNA’nin 6n sentezleme asamasidir. Bu asamada sabit olarak varolan
DNA miktarinda RNA ve protein sentez edilir. Bu tiir bir sentezlemeye gen miktarlanmasi
(gen dosaj) denir. Bolinmeyen hiicreler i¢in Go/G; fazi proliferasyona gegiste spesifik
vollart kapsar ve hiicreleri DNA sentezine hazirlar. Gy/G, fazi istirahat fazi veya presentez

fazs olarak bilinir. Insan viicudundaki farklilagmanmus hicrelerin ¢ou bu fazdadir. Bu
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hitcrelerin DNA igerikleri 2N olarak ifade edilen diploid 6zelliktedir. Bu fazin sonunda DNA
sentezi baglar. Stirest yaklastk 8-10 saat surer (16,17,23,37) (sekil 4).

Sekil 4 : Htcre siklusu ve DNA histogram ile iligkisi: Gy prolifere olamayan, siklus dist
hiicreleri tammlar. Gy (post mitotik faz): RNA ve protein sentezi var, DNA sentezi yoktur.
S (sentez fazi): DNA sentezi baslar, RNA sentezi devam eder ve protein sentezi
maksimumdur. G, (post sentetik faz): DNA sentezi tamamlanir, RNA ve protein sentezi Gy

kadardir. M (mitoz): Somatik hiicre bolinmesi (22).

2. S Fazi: Aktif DNA sentezi ile kromozom duplikasyonu baglar. Hiicrelerin DNA
icerigi 2N-4N arasinda artig gosterir. DNA sentezi yaklagik 7-8 saat siirer. Ayrica RNA ve

protein sentezi de devam eder (16,22,23).

3. G;Fazi: DNA sentezinin son agsamasi ile mitozun baslangicina kadar siirecek olan
fazdir. DNA igerigi en yiiksek diizey olan iki katina (tetraploid 4N ) ¢ikmustir. Bu agamada
tekrar bir RNA ve protein sentezi olur. Ayrica RNA ve protein sentezine ilaveten fosfolipid
ve karbonhidratlarda hiicre siklusunun G-S-G; asamalarinda sentezlenmektedir. Bu fazda

yaklagtk 3-4 saat strer (16,17,22,23).

4. M Fazi: Bu fazda okaryotik hiicreler mitozda kromozomlarim ikiye ayirirlar. Once

niikleus sonra hiicre ikiye bolinir. Bu fazda yaklasik bir saat kadar sirer (16,20,22,23).



Il

Mekanizmasi olarak oldukg¢a karigik olan okaryotik hiicre siklusunun mitoz evresi
sencllikle profaz, metafaz, anafaz ve telafaz sathalarina béliinerek incelenir. Mitoz evresi
olduk¢a  dinamik ve devamhidir. Mitozun sona yaklagmis asamalarindan biri  olan
sitokinazdan sonra diploid bir ata hiicreden iki diploid yavru hiicre meydana gelir. Mitozda
en onemli olay kromozomlanin ikiye boliinmesi ile birlikte her kromozomun ayni kalitsal
maddeyi tammasidir. Bu yarimlardan her biri interfazin sentez safhasinda DNA replikasyonu
ile olugan birbirinin ve ona DNA molekilinden birini alarak hazirlanmis oldugundan aym

kromozoma ait iki kromatid kalitim yiiki bakimindan birbirine egittir (4,20,27,32)(Sekil 4).

5. Go Fazi: DNA sentezinin bulunmadigr hiicre siklusunun bolinmeyen istirahat
halinde oldugu doénemdir. Bu donemin hangi mekanizmalarla meydana geldigi

bilinmemektedir (16,17,23).
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IV. AKIM SITOMETRI

Tek hiicre dizeyinde hizli, istatistiksel ve kantitatif tayin saglayan, hiicre ve
bilesenlerini analiz etmek igin gelistirilmis bir sistem olan akim sitometri hiicrenin fiziksel
ozelliklerini, yiizey antijenlerini, reseptdrlerini, hiicre igi bilesenlerini, niikleer DNA-
RNA'smu ve diger hiicresel parametrelerinin kantitatif tayinini saglar. Hedley’in 1983°de
dokulardan akim sitometrik DNA analiz metodunu gelistirmesi ve Ethidium Bromide (EB),
prodium iodide (PI), Acridine Orange (AO) Chromycine A3 (A3), Hoechst 33258-33342,
Diamidine Phenylindole (DAPI), Mithramycin, gibi floresan boyalarin kullanilmasi yapilan

calismalara hassasiyet ve kolayhk saglamig, teshise yonelik hale getirmigtir (20,24,35-40).

Akim sitometri sisteminde boyanmig hiicreler hizh bir sekilde yogun lazer alamindan
gegirilirler ve tloresan boyalar uyarilir. Boyanin floresan emisyonu hassas fototiip tarafindan
belirlenir, ¢ogaltilir, dijitalize edilir ve bilgisayar sistemine aktarilir. Bilgi olarak toplanir ve
analiz edilir. Bu sartlar altinda her bir hiicredeki DNA igeriginin tam olarak olgimi yapilir
ve istatistiksel olarak bir kag dakikalik periyodda farkl sayida hiicre dlgumlenebilir (10.000-
1.000.000).1ki yada t¢ farkhi floresan boya ile multi parametrik analiz yapilarak gesitli
parametrelere gore hiicre ayrimi (Cell Sorting) yapilir (20,22,37,39,38,40)(Sekil5).

Hiicre siklusu analiz tekniklerinden olan akim sitometri ile S fazi belirlenebildigi gibi
Go/G, ve GY/M fazlan da belirlenebilmektedir. Malign hiicre igerisindeki DNA’nin akim

sitometrik analizinde birbirinden bagimsiz i¢ ayr1 parametre bulunmaktadir.

I. Aneuploid htcre popiilasyonunun tespiti

t3

. Aneuploid hticre popiilasyonunun seviyesi ve DNA indexi

-

3. Hiicre proliferasyon hizinin olgiimidur (20,37,39).
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Aynian Hiicreler

Sekil § : Akim sitometri cihazinin gematik gériinimii

Buradan elde edilen sonuglar tam konulmasinda giiglik c¢ekilen hastalarin teshis ve

tedavisinde yardimci olmaktadir (20,37,40).

Akim sitometri sisteminde hiicreler ince bir stvi akimu iginde tek sira halinde
gecmektedir. Bu gecis esnasinda hucrelerin tizerine isabet ettirilen lazer 1s5mm ile hiicre
yiizeyindeki farkli isaretlerin verdikleri dalga boylart ve farkh renklerdeki floresan boyalarla
saglanan 151k yansimalarn ¢ok sayidaki fotodedektorlerde toplanirlar. Her bir hiicreden gelen
stk dagilimlart ve uyanmlar elektronik olarak ilgili hicrelerin  tanimlanmasinda
Kullarulirlar(18,23,40). Hicreler lazer isin demetinin iginden gectigi sirada, lazer isiginin bir
kismu dagilir. gk dagihiminin yoZunlugu, hiicrelerin biiyuklugi, sekilleri ve i¢ yapisal

Ozelliklerine gore farkli agilar igerir. Bu 6nemli 6zellikler su sekilde siralanabilir.
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| Hiicre grubunun belirlenmesi: 90° lik dik a1 ile gelen 151k dagihmi floresan almig

hirerelerin biyttklagini tespit eder.

2. Hucre biytikliginiin 6nemi: Isik dagilimlarinin hepsi hiicre buyikliga ile etkilenir.
Benzer boyuttaki hiicreler daha fazla sayida uyarima neden olurken, kigik boyutlu

hicrelerde 11k dagihm agist kiigtktir.

3.Hiicre yapisi: 90° lik a1 ile gelen 15tk dagilimumn miktari hiicrelerin i yapisina
wore tammianmasinda onemlidir. Aym buyuklikteki hiicreler granilarite dagilimina gére

avrilirlar (18,22,23,40) (Sekil 5).
Akim sitometri’nin en dnemli uygulama alanlarr;

[ .Floresan boyalarina tutunmus monoklonal antikorlart kullanarak hiicrelerin

fenotipik analizinin yapilmast,
2 Hiicrelerin tagidiklan ozelliklere gore ayirt edilmesi (Cell Sorting),
3.DNA analizidir (18,22,23,37).

Akim sitometrik  DNA analizi bir popilasyondaki hiicrelerin DNA miktarinin
dagihmu ¢ahgmasidir. Bu hizlt ve giivenilir bir yontemdir. Hiicre popiilasyonlart bolinen ve
boliinmeyen fazlardaki hicrelerin karigimindan ibarettir. Bu yontemle taze, dondurulmus,
[ormalmle tespit edilmis ve parafinde bloklanmig dokulardan elde edilen hiicre
stispansiyonlari kullanilabilir. DNA igeriginin akim sitometrik yontemle analizinde propidium

iodide (P1) gibi DNA’ya spesifik floresan boyast ile dogru olarak olgilebilir (10,11,18,22).

Bu boya hiicrelerin DNA’sina baglanir ve DNA’ya baglanan boyanin miktari ise her
bir hiicredeki total DNA ile orantilidir. Boylece bir hiicre popiilasyonunda DNA’da bir kayip
veya ilave (aneuploidi) tespit edilebilir duruma gelirr. DNA igerigi anormallikleri
timorlerdeki kromozom anormalliklerini  gostermesi yaninda kromozom  sayisindaki
degigiklikleri de yansitir. Bu teknik ile total DNA miktarindan degigikler yapmayan

translokasyon gibi kromozom anormallikleri saptanamaz. (18,22,23,37,40)

Akim sitometride elde edilen floresan yogunlugu dogrudan dogruya hiicrenin igerdigi
DNA miktarma orantilidir. En az DNA iceren hiicreler Go/G; fazinda, bunun iki kati Go/M

fazinda, S ftazindaki hiicreler ise ikisinin arasinda bir DNA muhtevasi gosterir. Siklusun



Go/Gy, Go+M ve S faz uzunluklart bu G¢ grubun birindeki hiicre fraksiyonundan kolayca

hesaplamr (11,18,20,27).

DNA analizinde asenkron hiicre populasyonlart siklusun Go/G, hiicreleri daima
bitytik fraksiyonda toplanirlar ve 2N diploid DNA igerigine sahiptirler. Diploid DNA igerigi
kromozomlarin sayisi ve baytkligu ile ilgili olup her canli i¢in sabittir. Hiicreler G, ve M
fazina ulagtiklarinda DNA igerigi iki katina ¢ikar. Bunlar Go/G, pikinden ve orijinden uzakta
ver ahrlar. Siklusun S fazindaki hiicreler 2N+N arasinda DNA igerigine sahip olup Go/G; ile
Go/M pikleri arasinda yer alir. Akim sitometri ile DNA analizinden Go/G, fazindaki

hiicrelerin DNA igerigi ve hiicre siklusu fazlarinda kag hiicre oldugu bilgisi saglanir (8,39,)

Hiicre siklusunda Go/G; fazindaki replike. olmayan diploid huicreler ayni DNA
iceriZine sahiptirler. Bu DNA igerigi 2N diye ifade edilir ve insanlarda 46 kromozomdan
olusur. § fazinda DNA sentezi yapilir ve hiicresel DNA miktarinda artig olur. G, ve M
tazindaki hacreler 4N DNA 'iqerigine ulasmis olurlar. Mitozdan sonra orjinal hiicrelerin

yerine 2N DNA igerigine sahip yeni hiicreler alirlar (3,12,28).

DNA histogramlarinda y-aksisi hiicrelerin (ntikleus) sayisinu, x-aksis’i ise artmakta
olan floresansi (DNA miktar) temsil eder. Aktif proliferasyon gostermeyen bir hiicre
poptilasyonunun analizinde S faz fraksiyonu (SPF=S phase fraction) ve G,/M fazlari fazlaca
saptanmaz. Halbuki normal kemik iligi gibi aktif bir dokunun analizinde daha yiiksek SPF ve

G /M fazinda hiicreler gorilecektir(22,23).

DNA histogramlarinda DNA igeriginin dagihm hiicre popiilasyonun yaninda pik
¢evresinde de bir miktar degiskenlik gosterir. Bu degigkenlik cihaz hatalarindan, boyama
vonteminden veya DNA boyanmasindan dolayr hiicreden hiicreye farkhliklar gosterebilir ve
her hiicre populasyonun Go/G, piki igin coefficent of variation (CV) olarak ifade edilir. CV
hiicre poptilasyonunun ortalama pik kanali numarasinn standart sapmaya boliinmesiyle
belirlenir. Boylece CV histogramin kalitesini belirler. CV ne kadar kii¢iik ise histogram o

kadar gavenilirdir (18,22,23,37).

Diploid miktarinda DNA tasiyan hiicre poputlasyonunun Go/G; fraksiyonu DNA
indeksi (DI) olarak ifade edilir. Normal diploid poptilasyonda tanimlanan DNA indeksi

1.(0"dir. Malign hiicreden ¢ogunlukla normal diploid DNA igeriginden sapmalar gosterir ve
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histogramda ekstra pikler verir. DNA igerigi artmus ise hiperploid, azalmis ise hipoploid

olarak tatumlanir (11,18,23) (Sekil 6).

ammgcZz rrmo
IommIcZ rrmo

N 2N N 2N
NORMAL PROUFERATIVE

DMmDZCZ Frmo

AMmcCZ remo

. M )
N 2N IN 2N
ANUPLOID (HYPERDIPLOID] ANUPLOID (HYPODIPLOID]

Sekil 6 : Sik rastlanan DNA histogramlarininin grafiksel anlamlari.
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V. MATERYAL VE METOD

Bu ¢alisma Ekim 1996-Eyliit 1997 tarihleri arstnda KTU Tip Fakiiltesi SABE
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim dalinda yapilmugtir.

Intrauterin yaslari 18,2-36,4 hafta arasinda degisen toplam 30 adet fetus galigmaya
dahil edildi (30). Calismaya dahil edilen 30 adet fetus 3 gruba ayrildi. IV. grup herhangi bir

apendiks patolojisi olmayan S adet otopsi materyalinden olusturuldu.
Cahsma gruplarmin olusturulmas::
I. Grup: 18-24 haftalik fetus
Il. Grup: 25-30 haftalik fetus
[11. Grup: 31-36 haftalik fetus
IV. Grup: Saglikli eriskin grup

Fetuslardan apendiksin ¢ikartilmast igin sag abdominal bolgeden batin agildi. Deri ve
deri alt: diseksiyonu yapilarak apendikse ulagildi ve apendiks gikarildi. Apendiksten alinan
pargalar numaralandirilarak % 10’luk tamponlanmig formaldehit solisyonuna konuldu.

Rutin alkol-ksilol doku takip serinden sonra parafin bloklara gomiildi.
Istk Mikroskobik degerlendirme icin,

Hazirlanan parafin bloklardan pika marka mikrotom ile 5-7 p kalmliginda alinan
kesitler Tematoksilen Eozin (H&E) boyast ile boyandi. Olympus marka 15tk mikroskobunda
Kesitler incelendi ve resimleri gekildi. Yapilan ¢alisma ile apendiks vermiformisin lenfoid
doku geligim siireci, histolojik tabakalari ve kript yapisina ait hiicresel-yapisal ozellikler 1sik

mikroskobik diizeyde degerlendirildi.
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Akim Sitrometrik Analiz icin; (Hedley metodu), (11).
Bunun igin sirayla su islemler yapildi.

|. Parafin bloga gomili dokular isaretlendikten sonra Reichert marka mikrotomla

40 kalmhginda 3’er adet kesildi.

2. Tip igerisine alinan pargalara iki defa 10 ml ksilen konularak 2x10 dakikada

parafini giderildi.
3. %4100, %90, %75, %50, etanol serilerinden 10’ar dakika gegirilir.
4. Doku ornekleri bir gece veya 6 saat distile suda bekletildi.
5. Ertesi giin ornekier iki defa daha distile suda yikandi ve saat camna aktarildi.

6. Bistiri ile ince ince ince dograndi, enjektére gekildi ve 16 G igneden iki defa

gegirildi. 10 ml’si konik tiipe alind1.
7. 10 dakika 500 devirde santrifiij edildi, siipernatan atildi.

8. PH: 1,5 olan % 0,5 pepsin soliisyonundan (100 mg pepsin + 20 ml %0,9 serum

~

fizyolojik ) 3 ml eklenerek vortekslendi. 37° C’ de 30 dakika inkiibe edilirken 5 dakika

araliklarla vortekslendi.

9. 3 ml RPMI 1640 medium (320-1875) solisyonu ile notralize edilip 500 devirde

10 dakika santriftjlendi. Stipernatan atild.
[0. Tekrar 3 ml RPMI soliisyonu eklenerek 47 um’lik filtreden gegirildi.

I'1. 300 pl solisyondan alindi DNA prepte (DNA-prep LPR coulter 6604454 < 0,1

% NaN3 - 0,1 %Propidium lodide) hazirlandi ve 15 dakika inkiibasyondan sonra akim

sitometride analiz edildi.
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Akim sitometri cihazi (Coulter Epics Elite ESP) DNA kontro] ile standardize edildi. -
Her bir hicreden sayilarak 488 nm Argon-lyon lazerde analiz edildi. Hiicre akim hizi
numunedeki hiicre yogunluguna gore ayarlandi. Ortalama 25.000 htcre sayilarak bilgisayar
sistemine aktarildi (Sekil 7). Béylece analiz edilmek istenen hiicre popiilasyonu agregat ve
hasarlt hiicrelerden biyiik Slgtide temizlendi. DNA histograminda Go/G,S, Go/M fazindaki
hiicrelerin oranlari, CV degerleri Multicycle bilgisayar programi kullanilarak degerlendirildi.
Verilerin istatistiksel analizinde 486 DX 66 bilgisayarda statgraf 5.0 versiyon paket
programi kullanildi. Gruplarin ikigerli kargilastirilmasinda parametrik varsayimlar yerine
getirilmediginden ve gruplar bagimsiz oldugundan non parametrik Mann-Whitney-U testi

kullanildi (25).

Parafin Bloga GSmiili Doku

& 40 p'lik Doku Kasitleri

L

- Ksilende Deparafiniza Etmek

8 A&lkol Serileninde Rehidratasyon
-

!

—

I’l Filtrasyon

0
- pH 1.5 Pepsinla Muamele RNaz ile
i3 MMuamels PI, DAPI w. Ile Boyama
o

a'm ®
k::.; Akis Analizi

Dadektdr

Sekil 7 : Parafin bloga gomilii dokulardan Akim sitometrik DNA analiz yontemi.
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VI. BULGULAR
VL1. Isik Mikroskobik Bulgular:

Apendiksin fetal donemde gelisimini incelemek igin bu galismaya 30 adet insan
fetusu alindi. Fetuslarin ayak uzunluklan olgiilerek intrauterin yaslar, dig genital organ
muavenesi ile de cinsiyetleri saptandi. Yapilan olgimler sonucu fetuslarin 18.2-36.4 hafta
arasinda oldugu tespit edildi. Insan fetus apendikslerinin, normal insan erigkin apendiksi ile
kargifagtirdmast amaciyla olusturulan saghkli erigkin grubun yag ortalamasi 41.5 yil olarak
saptandi. Iytk mikroskobik ¢aligmada fetuslarin haftalara gore dagilmlari Tablo I. de

gosterilmistir.

Tablo I : Isik mikroskobik ¢alismaya dahil edilen fetuslarin yas gruplanna gore dagilim.

GRUP HAFTALAR SAYI %

I 18-24 9 30

Il 25-30 12 40

1] 31-36 9 30
TOPLAM 30 100
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LGRUP

I8-24 haftalik insan fetus apendikslerinin H&E ile boyanmus kesitlerinde histolojik
tabakalarinm ve kript yapisinin bigimlendigi goéruldi. Lenfositler yalmzea L. propriada, az

savida ve dittiz nitelikte idi (Resim 1).

Resim 1 Apendiks lamina propriasinda az sayida ve follikiil olusturmayan lenfosit birikimi
gorulmekte (=), (AA: Seroza, L: Limen, TM: Tunika Muskularis, MM: Muskularis
Mukoza, SM: Submukoza) (H& E X4).

ILGRUP

25-30 haftalik fetus apendiksleri alimp H&E ile boyandiginda L: propria ve tela
submukoza tabakalarinda diffiiz nitelikte lenfoid follikil bulundugu gorilda. Histolojik
tabakalarin geligimini surdirdigi kriptlerin diizenli olarak biyadugu ve boylarimin duzenli

hal aldigr goralda (Resim 2,3).



9
Resim 2. Difliiz lenfoid dokunun lamina propria ve tela submukozada yogunlastigi dikkati
¢ekmektedir (—). (A7 Seroza, L: Liumen, TM: Tunika Muskularis, SM: Submukoza K:

Kript) (H&EX4).

Resim 3: Resim 2 de gortlen alanm ileri buyttmesi. Tela submukozada lenfositik hicre
kimelenmesinin  yogunlastigi izlenmekte (—). (MM: Muskularis Mukoza, K: Kript)

(H&EX20).
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I1I. GRUP

31-30 haftalik fetus apendiksleri alimp H&E ile boyandiginda apendiksin matir
nitelik kazanmasi ile birlikte lenfoid follikillerin agregatlar olusturdugu ve diftiiz lenfoid

dokuda artis oldugu gortlda (Resim 4,5).

/ .1 %
Resim 4: Capr bitytimiig lenfoid follikiil dikkati gekmektedir (—). (L: Limen, TM: Tunika
Muskularis , SM: Submukoza K: Kript) (H&EX4).

Resim 5: Lenfoid agregatlarn tim mukoza boyunca ilerleyisi gorilmekte ()A (TM:

Tunika Muskularis | SM: Submukoza K: Kript) (H&EX4).
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IV. GRUP

Saglikli eriskin insan apendikslerinden olusturulan grubun H&E ile boyanmig
kesitlerinde T. mukozada epitelin tek katli prizmatik gorinimde oldugu, kriptlerin bol
sayida goraldiign izlendi. Lamina propriada lenfositler ve lenf follikiillerinin bol sayida
oldugu, nodal ¢aplarimin submukozaya kadar ilerledigi goérildi. Tunika submukoza ve
Tunika muskularis ince bagirsaklarin goriinimunde idi. Tunika seroza bu tabakalar

stirlayarak goze ¢arpmakta idi.



V1.2. Akim Sitometrik Bulgular

Isik mikroskobik diizeyde ¢alistlan 30 adet fetusun olusturdugu gruplarda degisiklik
vapimadan akim sitometrik ¢alisma gruplart olusturuldu. Akim sitometrik ¢alismada

kullanilan tetus sayilarinin hattalara gore dagithmi ve gruplandiriimasi tabloda gosterilmistir

{Tablo I1).

Tablo II: Akim sitometrik ¢alismaya dahil edilen fetuslarin haftalara gore dagilimi ve

gruplandirimasi.

GRUP HAFTALAR SAYI %
I 18-24 9 30
i 25-30 12 40
I 31-36 9 30
TOPLAM 30 100

IV. Grup olarak erigkin saghkli grup toplam bes apendiksden olusturulmus ve

kontrol grubu olarak alinmustir.

Akim sitometrik analiz ile gruplarin Go/Gy, Go/M ve S fazlan ile bu fazlarin CV'leri
bulunarak ortalamalart ve standart sapmalari hesaplanmustir. Elde edilen bu sonuglar

dogrultusunda gruplar birbirleri ile istatistiksel olarak kargilagtirlmugtir.
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18-24 hafta arast insan fetusu apendikslerinden olusturulan grubun akim sitometrik

analiz sonuclarinin ortalamalari, G 85.43+1.68, CVGy: 4.76£1.13, Gy: 2.47+0.93 CVGy:

4.54+0.88. $: 12.05+1.43 olarak belirlenmistir (Tablo III), (Sekil 8).

Tablo IIL: [. Grubun Akim Sitometrik Analiz Sonuglar.

No % Gy CVG, % G, CVG, %S
1 88.0 4.4 1.0 49 11.0
2 83.0 3.9 25 3.7 14.5
3 85.5 52 13 5.2 13.2
4 84.3 6.4 22 6.5 13.5
5 84.1 4.1 31 43 12.8
6 86.5 3.0 2.9 3.9 10.6
7 84.2 6.3 4.1 45 11.7
) 85.8 55 28 41 11.3
) 87.5 3.2 23 3.8 10.2
Ort. Ve SD 85.43%1.68 4.76x1.13 2.47+0.93 4.5410.88 12.05%1.43
=00 26812064.HST PNT4 26 DNA
SL CL S@
160/
e
2]
:
E 120 }
2
80/
- 1
-
0
40] |
o - .
80 120 160 200

PIULTICVILE OR«44-87

24X CELLE JOLBRIS: .0

DINA Content

Sekil 8: I. Grubun Histogram Ornegi
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ILGRUP:

25-30 hafta arast insan fetusu apendikslerinden olusturulan grubun akim sitometrik
analiz sonuglarimin ortalamalari. Gy: 73.1242.20, CVGy: 6.07£1.25, G2:5.14+1.21,
CVG,:5.7140.93, S: 21.86+42.61 olarak belirlenmistir (Tablo IV), (Sekil 9).

Tablo IV : II. Grubun Akim Sitometrik Analiz Sonuglari

No %G, CVG;, %G, CVG, %S
1 73.5 6.5 36 5.8 23
2 75.0 7.3 3.8 52 21.2
3 72.0 5.5 3.9 48 25
4 71.8 6.1 55 42 22.7
5 70.5 55 6.2 57 23.3
6 71.0 3.5 4.9 8.5 241
7 70.0 4.8 3.8 6.8 26.2
8 75.0 59 57 7.2 19.3
9 72.0 6.3 6.5 46 21.5
10 75.5 8.2 6.3 52 18.2
11 74.0 7.5 7.0 6.5 19
12 76.6 58 4.5 6.1 18.9
Ort. Ve SD 73.12+2.20 6.07+1.25 5.144+1.21 5.7140.93 21.86+2.61
160 ; nnaus?e.usr PH'MlDNa 29 ;
SL CL S8
. 140 :
120 L
]
0
L 100
2 80 {
L] 80 4
i
0
O 40] L
20]
0. St ‘ _ s
80 120 160 200

DINA Content
Sekil 9: 1I. Grubun Histogram Ornegi.

MULTICNOLE OR-118-87
216 CELLS JDERRIS: £ .8
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HLGRUP :

31-35 hafta arasi insan fetusu apendikslerinden olusturulan grubun akim sitometrik
analiz sonuglar ortalamalari, Gi: 64.7£1.98, CVG;: 5.41£1.01, Gy: 2.85 +0.74, CVGy:
5.23+0.90, S: 32.342.38 olarak belirlenmistir (Tablo V) ,(Sekil 10).

Tablo V : 111. Grubun Akim Sitometrik Analiz Sonuglarn

No 0/0G1 CVG1 %Gz CVGz %S
1 65.5 7.3 3.5 6.2 31.0
2 64 6.7 3.1 55 32.9
3 66.2 5.5 2.5 3.8 30.0
4 63.0 4.4 2.0 5.9 35.0
5 62.3 5.7 1.7 6.3 36.0
6 66.8 4.9 3.4 52 29.8
7 63.5 5.1 4.0 4.5 32.5
8 68.3 4.5 3.5 5.6 28.2
9 63 4.6 3.0 4.1 34.0
Ort. Ve SD 64.7+1.98 5.41+1.01 2.8510.74 5.23+0.90 32.3+£2.38
- Tee SL CL S8
as] .
i
30) i
H
0
.E 25]
3 a0
4 s
- 18]
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Erigkin  saghkh grubun akim sitometrik analiz sonuglari ortalamalan,
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Gli

93.56%1.0.2, CVGy: 3.44+0.77, Gy 3.5810.49 CVG,: 3.46+0.48, S: 2.86+0.55 olarak
belirlenmigtir (Tablo VI), (Sekil 11).

Tablo VI: IV. Grup Saghkl: Erigkinlerin Akim Sitometrik Analiz Sonuglar1.

NO % Gy CVG; %G, CVG, %S
1 93.0 45 38 4.1 3.2
2 94.5 38 3.0 35 25
3 93.0 25 4.0 3.1 3.0
4 94.8 2.9 3.1 3.7 2.1
5 92.5 35 4.0 2.9 35
Ort. Ve SD 93.56+1.02 3.4410.77 3.58+0.49 3.4610.48 2.86+0.55
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Gruplarin istatistiksel Olarak Karsilastirilmasi :

. ve . Grup Kkarsilastinldiginda, G; faz degerlerinde (P:0.00014), CVG;
degerlerinde (P:0.0389), G, faz degerlerinde (P:0.00043), CVG; degerlerinde (P:0.011), S
faz degerlerinde (P:0.0001) istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (P>0.05),
(Tablo VII).

Tablo VII: Akim Sitometrik Analiz Sonuglarna Gore 1. ve II. Gruplann Istatistiksel

Kargitlagtiriimasi

1 .GRUP Il. GRUP P
%G1 85.4311.68 73.1242.20 0.0014
CVG, 4.76+1.13 6.07+1.25 0.0389
%G, 2.47+0.93 5.14+1.21 0.00043
CVG; 4.54+0.88 5.7110.93 0.011
%S 12.05+1.43 21.86+2.61 0.0001

I. ve III. Grup karsilastinidiginda G, faz degerlerinde (P:0.0004), S faz degerlerinde
(P:0.0004) istatistiksel olarak anlaml bir fark bulunurken CVG;, G, CVG, degerlerinde
istatistiksel olarak anlaml bir fark bulunamad:. (P>0.05), (Tablo VIII).

Tablo VIII: Akim Sitometrik Analiz Sonuglarina Gore 1. ve IIl. Gruplarn Istatistiksel

Karstlagtirlmasi

| .GRUP lll . GRUP P
%G 85.43+1.68 64.7+1.98 0.0004
CVG; 4.76+1.13 5.4141.01 0.18
%G, 2.47+0.93 2.85+0.74 0.35
CVG; 4.54+0.88 5.23+0.90 0.13
%S 12.05+1.43 32.3+2.38 0.0004
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. ve IV. Grup kargilastiginda G, faz degerinde (P: 0.003), CVG, degerinde
(P:0.004), G, faz degerinde (P: 0.03), CVG, degerinde (P: 0.01), S faz degerinde (P: 0.003)
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmugtur.(P>0.05), (Tablo IX).

Tablo IX: Akim Sitometrik Analiz Sonuglarma Goére 1. ve IV. Gruplarin Istatistiksel

Karsilastinlmas:.

l. GRUP IV. GRUP P
%Gy 85.4311.68 93.56+1.02 0.003
CVG; 4.76+1.13 3.44+0.77 0.004
%G> 2.47+0.93 3.58+0.49 0.03
CVG, 4.54+0.88 3.4610.48 0.01
%S 12.0541.43 2.86+0.55 0.003

I1. ve III. grup karsilastinildiginda G, faz degerinde (P: 0.0001), G, faz degerinde
(P: 0.0004), S faz dederinde (P: 0.0001) istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunurken,

CVG, ve CVG, degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamad: (P>0.05),
(Tablo X).

Tablo X: Akim Sitometrik Analiz Sonuglarina Gore II. ve III. Gruplann Istatistiksel

Kargtlastirtimasi
il. GRUP lll. GRUP P
%Gy 73.1242.20 64.7+1.98 0.0001
CVG, 6.0741.25 5.41+1.01 0.13
%G, 5.14+1.21 2.8540.74 0.0004
CVG; 5.71+0.93 5.23+0.90 0.26
%S 21.8612.61 32.342.38 0.0001
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[I. ve IV. grup karsilastirnldiginda G, faz degerinde (P: 0.001), CVG; degerinde (P:
0.004) G2 faz degerinde (P:0.03),CVG2 degerinde (P:0.001 ve S faz degerinde (P:0.001)
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (P>0.05), (Tablo XI).

Tablo XI : Akim Sitometrik Analiz Sonuglarina Gére II. ve IV. Gruplann Istatistiksel

Kargilagtiriimasi

il. GRUP IV. GRUP P
%G, 73.12+2.20 93.56+1.02 0.001
CVG, 6.07+1.25 3.4410.77 0.004
%G, 5.14+1.21 3.58+0.49 0.03
CVG;, 5.7110.93 3.4610.48 0.001
%S 21.8642.61 2.86+0.55 0.001

1. ve IV. grup karsilagtinldiginda G, faz degerinde(P: 0.003), CVG; degerinde (P:
0.000), CVG, degerinde (P: 0.007) ve S faz degerinde (P: 0.003) istatistiksel olarak anlamli
bir fark bulunurken G, faz degerinde istatistiksel olarak anlamhi bir fark bulunamadi

(P 0.05),(Tablo XII).

Tablo XII: Akim Sitometrik Analiz Sonuglarma Gore III. ve IV. Gruplann Istatistiksel

Karsilastirdlmas:.

lil. GRUP IV. GRUP P
%Gy 64.7+1.98 93.56+1.02 0.003
CVG; 5.41+1.01 3.4440.77 0.006
%Ga 2.8510.74 3.5840.49 0.1
CVG;, 5.2340.90 3.4610.48 0.007
%S 32.342.38 2.8610.55 0.003




33

VII: TARTISMA

insanlarda fonksiyonu halen tartigilmakta olan apendiks,abdominal tonsil olarak da
adlandirilir. Sindirim  sisteminin  bagisiklikla dogrudan ve en fazla iligkili orgam olan
apendiksin fotal hayatta duktus allantoise baglt oldugu iddialari vardir. Bu nedenle tubulus
alimentoriusun devami olan bu yapi dogum sonras: lenforetikiiler sisteme dahil edilmektedir.

Ancak bu ikilem tam olarak agiklanabilmis degildir(1-9).

Cekumun bir evaginasyonu olan apendiks duvarinda bol miktarda lenfoid nodiil
bulundurur. Apendiks kor sonlanan bir invaginasyon oldugu i¢in hizla yenilenmez, genellikle
iltihaplanir ve gikarilir. Apendiksin iltihaplanmadan gikarildi§inda viicutta bir kayip etkisine
sebep olup olmadig: tartismah bir konudur. Insanlar igin iltihaplandiginda tehlikeli olan bir
vapinin bu durumla karsilasiimadan ¢ikarilmasi dogru degilmidir? Bu soru bu giine kadar

tam anlamiyla cevaplanamamustir (2,3,7,9,12).

Apendiks embriyo 12 mm (8.Hafta) iken primitif barsak halkasinin kaudal
par¢asindan konik sekilde genigleme gosteren gekal sisligin distal ucunda primitif apendiks
adi verilen dar bir divertikiil seklinde gelismeye baslar(7,9). Apendiks kolonun asag inisi
sirasinda olustugundan, apendiksin neden siklikla gekum veya kolonun arkasinda yer

aldigimm anlagilmasi zor degildir(2,4,7,9).

Apendiks ¢ekumun bir evaginasyonudur, duvarinda bol lenfoid nodiil bulundugu igin
kiigiik dar ve diizensiz bir limene sahiptir. Genel yapisi kalin bagirsaginkine benzemesine

kargin daha az sayida ve daha az intestinal bez igerir, taenia koli yoktur(4,12).

Tartismali olan sindirim sistemindeki gorevinin otesinde sindirim kanalimin diffiiz,
lenfoid follikiil olusturan ve lenfoid follikiillerin agregat olusumu ile ortaya gikan peyer
plaklart halindeki lenfoid dokunun en yogun bulundugu organdir. Lenfoid doku birikimi
intrauterin gelisim siiresince bagslayarak dogum sonrasinda da devam eder ve puberte ile

gerilemeye baglar(4,9,12).

Caliymada 18-36 haftalar arasinda insan fetus apendiks ornekleri yapisal olarak isik
mikroskobu diizeyinde akim sitometri verileri ile kiyasl olarak degerlendirilmigtir. Erken

donemde (18-25 hafta) seroza-kas-mukoza gibi ana histolojik tabakalar olugmaktadir.
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Ayrmtili histolojik yapt gorilmemektedir. Bu donemde ancak az sayida, yalmizca lamina
propriada diffiiz ve duzensiz sekilde lenfosit goriilmekte, buna istirahat dénemindeki hiicre

sayisinin fazla olusu, aktif prolifere hiicrenin az sayida bulunusu akim sitometrik olarak eslik

etmektedir (7.9).

Ara donemde (25-30 hafta) kript paterni gelisimi (boyca uzama ve diizenli dizilim)
baglamakta ve bununla birlikte lenfoid folliktller sayica artmaktadir. Bu bulgular ilgili

kaynaklar ile de uyum gostermektedir (7,9,14,28).

Yapisal olarak olgun histolojik tabakalanma ve kript yapisi 31-36 haftalardan itibaren
ortaya ¢tkmaktadir. Bu nitelik agregat lenfoid folliktller (peyer plaklar) ile birlikte ortaya
¢ikmaktadir. Buda gelisim siiresince apendiks ana histolojik katlar1 ile lenfoid dokunun

paralel gelistigini kamtlamaktadir (4,7,9,28).

Akim sitometri ile ¢aligilan apendikslerden elde edilen sonuglar tartigiimadan once
teknigin incelenerek tartistimasi bu konuda yapilacak galigmalara igik tutmast agisindan

uygun gortilmastir.

Hiicre Orneklerinin hazirlanmasi akim sitometrik ¢aligmanin en 6nemli asamasidir.
Hiicrelerin kohezyon gostermeden tek tek bulunabildikleri bir sispansiyon halinde olmalar
sereklidir. Ornekler parafine gomiili, taze ve dondurularak saklanmus dokulardan elde

edilmis olabilir (11,18,23).

Parafinde bloklanmis dokularin akim sitometri ile incelenmesi taze dokulara gore
baz1 avantajlar sagladigi goralmiistir. Parafinde bloklanmig dokularin 6nce 15tk mikroskobik
inceleme sanst oldugundan dokunun en uygun kismim segmek miimkiin olabilir. Taze
dokularda yeterli ve dogru 6rnekleme yapilip yapilmadigim kontrol etmek ise gok zordur.
Ayrica parafin bloklu dokularda geriye doniik galismalarin yapilabilmesi, arsivlierdeki bir gok

materyalin degerlendirilmesine olanak saglamaktadir (20,23,39).

"(alismamizda da dikkat edildigi gibi parafinde bloklasmug dokularin ¢alisiimasinda,
sonuglarm Kaliteli ve dogru olmasi i¢in doku tipi, fikzatifin gesidi, fikzasyonda bekleme
sartlar, doku islenmesi, parafin bloklarinda saklama sartlari, kesit kalinhig1 ve diger faktorler
onemlidir. Arsiv materyali ve diger solid dokulardan DNA analizi yaparken histogramlarin

kaliteli olabilmesi i¢in doku kesitlerinin kalinlig1 da 6nemli bir faktérdir (30-50 pm). 30 um
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kesitlerde hiicre hasarlart gorilebilmektedir. Caligmamizda kesit kalinligi 40 um olarak

alinnustir (20).

Hucre niikleuslar1 parafin ile tespit edilmis dokularda daha iyi korundugundan DNA
iceriginin incelenmesi daha verimli olabilir (22,40). Formalinle fixe edilip parafinde
bloklanmig dokularn taze dokulara gore bazi dezavantajlart vardir. Bu dokularda boyanan
niikleuslanin DNA floresansinda tahmin edilemeyen ve her hiicre igin farkliik gosteren
onemli azalmalar olabilmektedir. Bu nedenle DNA igerik o6lgiilmelerinde referans
noktalarinin  tespiti  i¢in  disaridan  standartlar  kullanidlmakta, bu da sonuglarn

karsilagtinnimasinda sorunlara neden olmaktadir (18,22,23,39).

Parafinize dokularda yapilan deparafinizasyon islemi incelenecek hicrelerin
membranlarinin ve stromal elementlerin zarar gérmelerine neden olur. Bu ylizden parafinize

dokularda genellikle niikleuslar ile ilgili ¢aligmalar yapilabilmektedir (18,22).

Calismamizda akim sitometrik analiz igin Hedley metodu kullamilmustir. Hedley
metodu analizi yapilacak hiicre siispansiyonlarinda 10-30 bin hiicre sayimmunin yeterli
goriilmektedir (11), Calismamizda tiim materyallerden 10-20 bin hiicre sayimi yapilmis buda

kaynak verileriyle desteklenmistir (39).

Calismada kullanilan pepsin, kromozomlarin histon ve nonhiston proteinleri ile DNA
arasindaki baglari gevsetip kovalent hale getirerek boyaun DNA ile baglanmasim saglar.
Enzimatik muamele sonucunda hiicrelerin tekrar birbirine yapigmast ve agregat olugmasi

engellenir (11,18).

Floresan boyalarla DNA analizi yapmak ve verim almak, hicrelerin boya ile
muamelesi, sicaklik, pH gibi faktorlerin kontrolu altindadir. Caligmalarimizda kullanilan PI
boyasi canli hiicrelere giremediginden hiicrelerin 6la veya canli oldugunun test edilmesinde
de kullanilir. Ayrica CV’si diger floresan boyalara gore daha kiigiik oldugu iginde gok tercih

edilmektedir (18,22.23).

Bu literatiirler egliginde parafin bloklardaki insan fetus ve erigkin apendiks gruplarina
akim sitometri teknigi ile DNA analizi uygulandi. Go/G1, Go/M, S fazlan ve CV degerleri

gruplar arasinda karstlagtirildi.
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Akim sitometrik DNA galismamizda diploid yapmin disinda aneuploid (hipodiploid,
hiperdiploid) yapilara rastlanmamustir. Calisma gruplannin az sayida olusu bunun nedeni
olarak agiklanabilir. Diploid DNA igerigine sahip hiicre popiilasyonunun DNA indexi 1
olarak kabul edilmektedir (18). Go/G, fazindaki hiicreler % olarak en yiiksek degerine
burada sahiptirler. Caliymamizdaki gruplan inceledigimiz zaman, DNA indeksinin diploid
ozellikte oldugu ve Go/ G, fraksiyonu tiim gruplarda en yiiksek faz degerlerine burada

ulagtig tespit edilmistir .

Go/G, faz yuzdesi fetus gruplarinda mitotik aktiviteden dolay1 diigiikk bulunurken,
erigkin grupta mitotik aktivitenin azalmasi ile Go/G, faz yiuzdesindeki artis kaynak verileri

ile de desteklenmistir (11,18).

G»/M fazi DNA igeriginin iki katina ¢ikip mitozun gergeklestigi fazdir (18). Bu fazda
elde edilen degerler dolayli olarak mitotik aktiviteyi gostermektedir. I. II. III. grup
fetuslarinin mitotik aktiviteleri kontrol grubu olarak degerlendirilen IV. gruba gére daha
fazla bulunmustur. Bunun nedefii olarak erigkin grup apendiks 6rneklerinde S faz diisiikliigii
gosterilmigtir. S faz degerleri proliferasyon hizi hakkinda bilgi vermektedir. Aktif DNA
igeriginin 2 katina ¢iktigimin gostergesidir (11,18). S fazi fetus gruplan arasinda istatistiksel
yonden anlaml bir fark ifade etmektedir. Fetus gruplar: arasinda ilerleyen haftalarla birlikte
S fazi degerlerinde artis saptanmustir. Bu artigin dofuma yakin haftalarda devam ettigi
kaynak verileriyle de desteklenmistir (11,18,39). Eriskin grup apendiks S faz degerleri, tim
fetus apendiks gruplanyla kargilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunmustur.

Sonug olarak 151k mikroskobik ve akim sitometrik analiz ile fetus gruplarinda mitotik
aktivitenin  lizli oldugunu, eriskin yas grubunda ise mitotik aktivitenin azaldigim
soyleyebiliriz . Ancak ¢alisma gruplarinin sayist arttirilip yeni ¢alismalar planlanir ise sonuglar
daha iyi yorumlanabilir. Bu nedenle embriyonal, fetal ve postnatal donemlere ait gok sayida

apendiks birlikte deZerlendirilip yorumlamanin daha iyi olacag: dusuniilmektedir.
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VIII. SONUCLAR

Hiicre proliferasyon siirecinin intrauterin dénemde giderek arttifn en yiiksek degerine

31-306 haftalarda ulastig: tespit edilmistir.

Fetus apendiksinin gelisimi sirasinda her hangi bir donemde aneuploid, tetraploid yapiya

rastlanmamuistir.
Mitotoik aktivitenin fetal donemde arttif1, eriskin donemde ise azaldigi tespit edilmistir.
31-306 hattalar arsinda apendiksin erigkin goriinimiini kazandig gozlenmigtir.

Proliferasyon donemindeki hiicre sayisi histolojik bulgulardaki olgunlasma ile paralel

gitmektedir.

Caligmanmn devaminda lenfoid tiplendirmesi yapilarak hangi dénemde hiicresel ve

hiimoral bagisiklik oldugu gosterilmelidir.

Apendiksin embriyonal, fetal ve postnatal donemlerde fonksiyonu sirasindaki tartigmah
degigikliklerin  anlasilmasi  igin  akim  sitometrik, elektron mikroskobik ve

immiinohistokimyasal olarak galisilmasi gerekmektedir.
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IX. OZET

Bu ¢alismada insan fetusu apendiksinin gelisimini 19tk mikroskobu ve akim sitometrik
analiz ile inceleyerek, morfolojik ve fonksiyonel bakimdan erigkin apendiksi ile

karstlagtirmak ve yapilacak olan arastirmalara katkida bulunmak amaglanmustir.

Caligma Ekim 1996-Eyliil 1997 tarihleri arsinda K.T.U. Tip Fakiiltesi Histoloji-
Embriyoloji Anabilim Dalinda yapilmistir. Caligma gruplan intrauterin yaslan 18,2-36.4
hafta arasinda degisen toplam 30 adet fetus ve 5 adet erigkin otopsi materyalinden

olusturuldu.

Ayrintilt histolojik yapt, kript gelisimi ve lenfoid folliktl olusumu histolojik boyama
vontemleri ile, apendiks hiicrelerinin proliferasyon giicii ise akim sitometrik analizlerle

incelendi.

Isik mikroskobik ¢alismada, yapisal olarak seroza-kas-mukoza gibi olgun histolojik
tabakalanma ve kript yapisimiin 31-36 haftalardan itibaren ortaya ¢iktigi tespit edildi. Bu
niteligin de agregat lenfoid follikiiller (peyer plaklan) ile ortaya giktig1 ve gelisim siiresince

apendiks ana histolojik katlari ile lenfoid dokunun paralel gelistigini kamitlamaktadir.

Akim sitometrik analizde S faz (DNA sentez faz1) degerleri ileri fetal haftalarda
erken fetal haftalara gore kayda deger 6lgiide yiiksek bulundu. Bu degerlerin yetiskin

apendiks ¢érneklerinde diisiik oldugu gorildii.
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X.SUMMARY

In this study the development of appendiks in human fetus is examined using light
microscopy and flow cytometric analysis. The data obtained is compared with adult

appendix morphologically and physiologically.

The study is carried out between October 1996-September 1997 in KTU Medical
Faculty, Department of Hystology and Embryology . Study groups consist of 30 fetus

(ranging 18.2-36.4 weeks of gestation) and 5 adult autopsy material.

Detailed hystological structure, crypte development and lymphoid follicle formation
is observed using hystological staining, proliferation potential of appendix cells is examined

by tlow cytometric analysis.

The mature hystological layering of T. Seroza-T. Muscularis-T. Mucoza and crypte
structure is detected to form between 3 1-36 weeks of gestation, by light microscopic study.
This formation process is observed to be simultaneous to the development of aggregate
lymphoid follicles (Peyer Plaques). Thus proving the parallel development of main

hystological layering and lymphoid tissue.

In Flow cytometric analysis S phase (DNA synthesis phase) results are significantly
higher in late weeks of gestation compared to earlier weeks. These results are lower in adult

appendiks materials.
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OZET

Bu ¢alismada insan fetusu apendiksinin gelisimini 151k mikroskobu ve akim
sitometrik analiz ile inceleyerek, morfolojik ve fonksiyonel bakimdan eriskin
apendiksi ile karsilagtirmak ve yapilacak olan arastirmalara katkida bulunmak

amaclanmistir,

Calisma Ekim 1996-Eyliil 1997 tarihleri arsinda K.T.U. Tip Fakiiltesi
Histoloji-Embriyoloji Anabilim Dalinda yapilmistir. Cahyma gruplar intrauterin
yaslar: 18,2-36,4 hafta arasinda degisen toplam 30 adet fetus ve 5 adet eriskin otopsi

materyalinden olusturuldu.

Ayrintih histolojik yapi, kript gelisimi ve lenfoid follikiil olusumu histolojik
boyama yontemleri ile, apendiks hiicrelerinin proliferasyon giicii ise akim sitometrik

analizlerle incelendi.

Isik mikroskobik ¢cahsymada, yapisal olarak seroza-kas-mukoza gibi olgun
histolojik tabakalanma ve kript yapisimin 31-36 haftalardan itibaren ortaya giktig
tespit edildi. Bu niteligin de agregat lenfoid follikiiller (peyer plaklari) ile ortaya
ciktif1 ve gelisim siiresince apendiks ana histolojik katlar ile lenfoid dokunun paralel

gelistigini kanitlamaktadir.

Akim sitometrik analizde S faz (DNA sentez fazi) degerleri ileri fetal haftalarda
erken fetal haftalara gore kayda deger olgiide yiiksek bulundu. Bu degerlerin yetiskin

apendiks 6rneklerinde diisiik oldugu goriildii.



SUMMARY

In this study the development of appendiks in human fetus is examined using
light microscopy and flow cytometric analysis. The data obtained is compared with

adult appendix morphologically and physiologically.

The study is carried out between October 1996-September 1997 in KTU
Medical Faculty, Department of Hystology and Embryology . Study groups consist of
30 fetus (ranging 18.2-36.4 weeks of gestation) and 5 adult autopsy material.

Detailed hystological structure, crypte development and lymphoid follicle
formation is observed using hystological staining, proliferation potential of appendix

cells is examined by flow cytometric analysis.

The mature hystological layering of T. Seroza-T. Muscularis-T. Mucoza and
crypte structure is detected to form between 31-36 weeks of gestation. bv licht
microscopic study. This formation process is observed to be simultaneous to tne
development of aggregate lymphoid follicles (Peyer Plaques). Thus proving the

parallel development of main hystological layering and lymphoid tissue.

In Flow cytometric analysis S phase (DNA synthesis phase) results are
significantly higher in late weeks of gestation compared to earlier weeks. These results

are lower in adult appendiks materials.



