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ONSOz

“6-9 Aylk Insan Fetusu Dalak Hiicrelerinin  Flow Cytometric ve
Imminohistokimyasal Yontemlerle Arastinlmasi”* K.T.U. SABE Histoloji-Embriyoloji
Anabilim Dalinda Doktora Tezi olarak hazirlanmugtir. Caligmalar literatiir ve laboratuar
arastirmalan olmak {izere iki agamada gergeklestirilmistir.

Tez ¢alismasimin konusunu olusturan dalak lizerinde gok sayida mikroskobik galigma
yapimigtir. Ancak flow cytometry (akim sitometri) kullamlarak yapilan ¢ahgmalar az
sayidadir. Ozellikle fetal dalak iizerinde akim sitometri ile yapilan caligmalar yok denecek
kadar azdir.

Bu c¢alisma sirasinda ve doktora egitimimde her tiirlii kolayligi gosteren bilimsel
katkilarimi esirgemeyen tez hocam sayin Prof. Dr. Haluk ARVASI’ye, Prof. Dr. Yavuz
OZORAN’a, laboratuar ¢alismalarimda destegini esirgemeyen Dr. Sevim AYDIN’a, akim
sitometrik analizlerde yardime: olan Bio. Dr. Yavuz TEKELIOGLU’na, istatistiksel
analizlerde yardimci olan Dr. Gamze CAN’a ayrica yardimlarim hi¢ bir zaman esirgemeyen
Dr. Yiksel ALIYAZICIOGLU’na Dr. Mehmet EMIRZEOGLU’na, Dr. Cengiz
SOYLU’ya, Dr. Ayhan SEZEROGLU’na, desteklerinden dolayt esim Hatice’ye,
sabirlarindan dolayt kizim Goksu’ ya bu giinlere ulasmamda emegi gegen anneme, babama

sevgi, saygi, ve hiirmetlerimi arz ederim.

Nisan 1997 Dr. Ersan ODACI

* Bu calisma K.T.U. Arastirma fonu tarafindan 96.114.001.3 kod nolu proje ile

desteklenmistir.



1. GIRIS

Organizmann en buyiik lenfoid organ ve lenfoid doku toplulugu olan dalak lenfoid
organlar igerisinde lenforetikiiler grupta gosterilir (3,4,5,13). Dalak ¢ok sayida fagositik
hiicre igermesi ve dolasgimdaki kan hiicreleriyle yakin temas: nedeniyle, dolagima girmis tiim
mikroorganizmalara kargi 6nemli bir savunma bolgesidir. Bununla birlikte lenfositlerin
yapildig ve farklilagtigy; eritrositlerin yikiminun gergeklestigi, kanin depolandig: bir organdir

(13.4.12,13).

Fetal hayatin ikinci yansinda 5. aydan sonra gelismeye baglayan ve 7. ayda tipik
yapisini kazanan fetal dalak 24 - 28 haftalarda hematopoezis i¢in onemlidir ve son fetal
yasama kadar hematopoetik bir merkez olarak fonksiyon gorir (7,8,10,13).Kemikler
sekillendikten ve bosluklari kemik iligi ile dolduktan sonra kc. de oldugu gibi dalakta da
kan hiicresi yapim tamamen durur. Dalak fetal yasamin son evrelerinden baglayarak
postnatal yasam boyunca diger lenfoid organlarda da oldugu gibi sadece lenfositleri

meydana getirir (7,8,9,10).

Dalak genis boyutuna ve onemli fonksiyonlarina ragmen ¢ikariimasi viicutta fazla bir
yan etki meydana getirmez. Bir biitiin olarak ¢ikanildiinda fonksiyonlan kc. ve kemik iligi

tarafindan yapilir (4,13).

Embriyonal dénemde ¢ok daha fazla énemi olan dalak tizerine bir gok aragtirmalar
yapilmigtir. Onceleri daha gok 1tk mikroskobu diizeyinde yapilan galismalar son yillarda
immiinohistokimyasal (33,35,54) ve biyokimyasal yontemlerle (41,42,); elektron
mikroskobisi (45) ve akim sitometri ile (34,35,36,37,38,44,) yapilmaya baglanmugtir.
Ozellikle 18-24. haftalik fetal dalak izerinde yogunlagan galigmalar fetal hayat ve sonrasi
igin gok Onemli ipuglar1 vermektedir (37,38,39,40). 1665 yilinda Robert Hooke’in sige
mantan kesitini basit mercekle incelemesi ve optigin bilime uygulanabilecegi miijdesini

vermesi ile birlikte gelisen teknoloji sayesinde son on yilda laser iginlar tip, biyokimya ve



molekiiler biyolojide kullantlmaya baslamustir. Bu sayede bir gok hastaligin tamsi konmus ve
tedavisi miimktn olmustur. Floresan aktiviteli analiz ve ayirma bagka bir ifade ile akim
sitometri (FCM) optikte bagvurulan yeniliklerden birisidir. FCM teknolojisi ile yapilan
caligmalar hematoloji onkoloji gibi bazi bolimlerde rutin halde k'u‘llamlmaya baslanmugtir
(5.8,20.24).

Insan fetusu dalaginin gelisimini akim sitometri teknigi ve stk mikroskobu
kullanarak fonksiyonel ve morfolojik bakimdan erigkin dalag: ile kargilastirmak galisgmanin
temel amacidir. Ayrica son yillarda fetal dalak {izerinde yogunlagan ¢aligmalara ve bu

konuda yapilacak diger aragtirmalara katkida bulunmak bu ¢aligmanmin diger bir amacidir.



II. GENEL BILGILER
IL. 1. Dalagin Yapisal Nitelikleri

Lenfatik organlar igerisinde lenforetikiller grup igerisinde gosterilen dalak
organizmadaki en biiyiik lenfoid organ ve lenfoid doku toplulugudur (3,4,5,13). Dalak diger
lenforetikiiler organ olan ve lenf dolagimi yolu iizerinde yer alan lenf diigiimlerinden farkh
olarak kan dolagimina bagh, sinuslan kanla dolu ve kam filtre etmek igin 6zellegmis tek
organdir (1,5,12,13). Cok sayida fagositik hiicre igermesi dolagimdaki kan hiicreleriyle yakin
temas da olmas: nedeniyle dalak dolagimina girmis tiim mikroorganizmalara karst nemli bir
savunma bolgesidir. Dalakta gok sayida eritrositinde yikimu gergeklesir. Diger lenfoid
organlar gibi antijenle uyarilip aktive olmus lenfositlerin yapim yeridir. Aktive lenfositler
dalag: terk edip direkt olarak kan dolagimina girerler. Dalak aym zamanda kanda dolasan
antijenlere karsi ¢abucak reaksiyon gelistiren bir immiinolojik filtre ve antikor yapici
organdir (1,3.4,5).

Anatomi

Dalak sol hipokondrium boélgesinde derinde sol bobrek, mide, flexura coli sinistra ve
diafragma arasinda bulunur. Kivami yumusak oldugundan, canlida dalagin sekli komsu
organlarin durumuna baghdir. Mide bog ve kalin barsak dolu oldugu zaman,taban ile flexura
coli sinistra Uzerine oturmus,ii¢ kenarl piramide benzer. Mide dolu ve kalin barsak bos ise

dalagin sekli bir portakal dilimine benzer (2,12).

Dalagin diafragma ile komsuluk yapan yiizii (facies diaphragmatica ) konvekstir.
Konkav olan yiiziniin (facies visceralis) arka kismu mide ile komsuluk yapar (facies
gastrica). Bu yiiztin facies renalis’e yakin kisminda uzun ve dar bir ¢ukur gorilir. Hilus
lienalis adi verilen bu gukurdan dalafin damar ve sinirleri girer ve ¢ikarlar (2,11,12).Hilus
lienalis pankreas kuyrugu ile komsudur. On kenar kiint, genellikle diiz ve 6n kenara nispeten

daha kalindir (2,12).



Dalak diafragma altinda egik durumda olup, insan sirt Gstii yattifi zaman, uzun
ekseni 10. kaburgamn dogrultusuna uyar. Ayaga kalkinca, dalagin durumu dikeye yaklagir.

Normal dalagin 6n kenar kaburgalar arkusunu agmaz ve muayenede ele gelmez (2,12).

Dalagin her tarafi peritonla ortilidir. Lig. gastrolienale arac;l\lgl iie mideye ve lig.
phrenicolienale aracihg: ile diafragmaya tutunmustur. Alt ucu lig. phrenicocolicum Gzerine
oturmustur (1,2). Agirhig 150-750 gr. arasinda olup sahsa ve igerisinde bulunan kan
miktarina gore degisir (1,2,3,13).

Dalak distan g¢ok sayida elastik lifler bir miktar kollagen ve diz kas lifleri
bulunduran bir kapsiille sarilmugtir. Kapsiil igeriye dogru ince plak veya huzmeler seklinde
uzantilar verirler. Dalak trabekiilleri ad: verilen bu uzantilar dalagmn iginde bir ¢ok araliklar
meydana getirirler. Trabekiller de kapstil gibi ¢ok sayida elastik, bir miktar kollagen ve diiz
kas lifleri bulundururlar. Dalakta kan miktar arttifinda trabekiillerde ve kapsiiliin yapisinda
bulunan elastik lifler uzarlar ve dalagin biyiimesine imkan verirler. Kollagen liflerde
dalagin depo ettigi kamin gere§inde bosaltiimasiu ve venler yolu ile genel dolagima

katilmasini, diiz kas liflerinin kasilmasini saglarlar (2,4,5,13,28).

Trabekiillerin arasinda  bulunan  biiyilk araliklar iginde retikiler bag
dokusundan yapilmig gok ince uzantilar birbiri ile birleserek daha kiigiik araliklar meydana
getiriler.  Bu kiigik araliklanin iginde dalagin temel parankimasi bulunur. Dalagin
parankimasi kirmizi ve beyaz pulpa olmak iizere birbirinden yap: ve fonksiyon bakimindan
farkll iki kisma aynlir. Kirmuzi pulpa dalak sinusoidleri, bunlanin arasinda bulunan ve
eritrositleri de barindiran retikiler bag dokusundan yapilmigtir. Beyaz pulpada ise lenfatik

doku bulunur (1,4,5,12,13,28).
Dalak Gelisimi:

Dalak mezoderm germ tabakasimn ileri farklanmasindan meydana gelir (1,6).
Lenfatik bir organ olan dalak, midenin dorsal mezogastrium tabakalan arasinda lokalize olan
mezensimal hiicrelerin birlesmesinden koken alir. Dalak primordiumundaki mezengimal
hiicreler kapsiilii, bag doku cergevesini ve dalagin parankimasim, dalak taslagim 6rten sélom

mezotel ise kapsiil tizerindeki periton ortiisiini olugturmak Gizere farklilagirlar (1,6,7,8,9,10).



Genis vaskiiler bir organ olan dalak 4. gebelik haftasi sonunda 5. Gebelik haftast
sirasinda gelismeye baglar. Ancak erken fetal periyoda kadar karakteristik seklini alamaz
(6,7,8,9,10). Gelisimin 4. haftasinda midenin dorsalindeki mezengimde kiigiik interselliller
yariklar belirir. Bu yariklar hizla birleserek daha sonra midenin\ark:ilsmd'c} bursa omentalis
olarak bilinen bosluga oturur. Dorsal mezogastrium dorsal ve 1ater\al yonde genislemeye
devam ederek sol tarafa dogru balonlagir. Bu genislemenin mide, dalak ve pankreas {izerinde
oldukga onemli etkisi vardir. Dalak primordiumu gelisimin 5. haftasinda  dorsal
mezogastrium yapraklant arasinda mezodermal proliferasyon seklinde belirir. Bursa
omentalisin olusumuyla birlikte dalak ve dorsal orta hat arasinda yerlesmis olan dorsal

mezogastriumun bir kismu sola dogru kayar ve kann arka duvarnnin peritonu ile birlesir

(7.8,9,10), (Sekil 1).

ventral mezenter

mide dorsal mezenter

(mezogastrium)

dalak

soliak arter

faregut arter

dorsal mezenter
pankreas

pankreas

Sekil 1: 4. Haftadan itibaren dalak geligiminin sematik gorinimu (7).

A:30.Gin B:35.Giin C:40.Giin D:48Giin



2.Aydan itibaren dorsal mezogastriumun bu kisminin sol yapragi ve periton daha
sonra yok olur. Her zaman intraperitoneal pozisyonda olan dalak, karin arka duvarina sol
bobrek bolgesinde lineorenal ligament, mideye de gastrolineal ligament ile baglidir

(2,7.8,9).

Midenin dénmesiyle mezogastriumun sol yiizeyinin sol bobregin lizerinde peritonla
yapigmast lineorenal ligamentin (splenorenal lig.) dorsal baglanmasimi ve ergin splenik
arterinin soliak govdesinin en genis dalimn omental bursaya posterior ve sol bobrege

anterior bir seyir izlenmesini de agiklar (7,9,10) .

Dalak taslagim meydana getiren mezensim hiicreleri kismen lenfositlere ve kismen de
retikiiler hiicrelere doniisir. Kiigiik dalak arterlerinin (a. sentralis) adventisyalarin da
lenfositlerin karakteristik sekilde infiltre olmasi ve bu surette dalak cisimciklerinin (malpighi
cisimcikleri) meydana gelmesi fetal hayatin ikinci yansinda 5. aydan sonra baglar, 7. ayda

tipik yapisim kazanir (8,10).

Dalak fetus iginde lobiillere aynlmigtir. Fakat lobiiller dogmadan 6nce normal
olarak kaybolur. Erigkin dalain superior kenarindaki gentikler fetal lobilleri ayiran

oluklarin kalintdlandir (7).

Fetal dalak 24-28. haftalarda hematopoezis igin ©nemli bir bélgedir. Dalakta
eritropoezis 28 haftada biter. Bu haftadan sonra kemik iligi eritrositlerin formasyonunun
major yeri haline gelmistir (1,7,8,9). Ancak son fetal yasama kadar hematopoetik bir
merkez olma ozelligini siirdiiren dalak, yetigkin hayatinda bile kan hiicresi formasyonu igin

potansiyelini devam ettirir (7,13).

Organlar gekillenmeye baglayinca 6nce kc. de sonra dalakta ve diger lenfoid
organlarda kan hicresi yaptmi baslar. Kemikler sekillendikten ve bosluklan kemik iligi ile
dolduktan sonra kc. ve dalak da kan hiicresi yapimi tamamen durur. Fotal yasamm son

evrelerinden baslayarak postnatal yasam boyunca lenfoid organlar sadece lenfositleri

meydana getirir (15).



Dalagin Histolojik Yapisi:

Dalak yogun kollagen fibril, ¢ok az sayida elastik fibril ve az miktarda diz kas
iceren siki bag dokusundan yapili bir kapsille sarihidir. Kapsil hilus bolgesinde
kalinlasmistir. Hilus disinda kapsil gepegevre periton ile 6rtﬁ1iidﬁr‘(3,4,‘5,28). Kapsiilden
iceri giren bag dokusu bolmelerine trabekiil denir. Trabekiiller parankimay: yada dalak
pulpastim tam olmayan bolmelere ayinirlar. Trabekuller kompakt bag dokusudur.
Kapsuldekinden daha fazla elastik fibril bulunur. Dalak kapstli ve trabekillerinin bag
dokusu i¢inde az miktarda mevcut olan diiz kas hiicreleri ve zengin elastik aglan sayesinde
kontraktil ve elastik bir organdir. Hacmini genig hudutlar i(;inde degistirebilir (4,5,13,28).
Trabekiller iginde arteria ve vena trabekilaris ile sinirler seyreder. Bununla birlikte
trabekiillerin bag dokusu i¢indeki lenfatik damarlan trabekiiller i¢inde devam ederler ve

hilusdan organi terk ederler. Dalak pulpasinda lenfatik damar bulunmaz (1,3,4,5).

Dalak parankimasi 'esas itibariyle kapsiil ve trabekiillerin arasim dolduran retikiiler
bag dokusundan olusan bir ¢ati igine yerlesmis lenfoid hiicreler, makrofajlar ve antijen
hazirlayict hiicrelerden olugmustur. Yani her yondeki uzun uzantilar aracihs ile biri digerine
baglanarak bir hiicre ag1 yapan, yildiz geklinde retikiler hiicrelerden, bu hiicrelerle ilgili sik
retikiler lifleri agindan ve bu hiicre ve lif agin araliklarii dolduran serbest hiicrelerden
yaptlmugtir. Retikiler lifler kapsiil ve trabekiillerin altinda bunlarin kollagen lifleriyle devam
ederler (1,3,4,5,14,28) .

Kesintili trabekiiller ile dalak lobtllere ayrilir. Her lobiil yaklagik Imm. ¢aptadir. Kan
a.sentralis ile lobiile ulasir. Lobiil kani trabekiller ile seyreden venlerden drene olur. Tam
olarak trabekil ile kugsatimadifindan lobil siurlant keskin ¢izgilerle aynlamaz
(1,3,4,11,28) .

Bag dokusu ¢atimn gozeneklerini dolduran siingerimsi yumusak dokuya dalak
pulpasi denir. Dalak pulpasi beyaz ve kirmizi pulpa olmak tizere iki kisimda belirtilmigtir.
Tespit edilmemis taze dalagin kesit ylizeyinin makroskobik incelemesinde parankima farkh
kistmlar gosterir. Kesit yiizeyinde 0,2-0,7 mm’ ye kadar gesitli biyiikliikte beyaz noktalar
seklinde dagilmg bolgeler gorilir. Bu bolgeler lenfoid nodillerdir. Dalagin beyaz pulpasimin
bir bolimiini olustururlar. Lenfoid nodillerin igine yataklandigi parankima ise kirmizi pulpa

adim alir. Bu bolge koyu kirmizi renkli kanla dolu bir lenfoid dokudur. Mikroskop altinda



kirmizi pulpanin dalak kordonlan (Billroth kordonlart) denilen, uzun lenfoid doku
bolgeleriyle bunlarin arasina yerlesmis sinusoidlerden olustugu gorilir. Sinusoid duvar,
pencereli yasst endotel hiicreleriyle dosenmistir. Boylece sinusoid igindeki kan kirmuzi

pulpay ile kolayca iliski kurar (1,3,4,5,12).

Dalaktaki kan dolagimi trunkus séliakus’un bir dali olan splenik arterin (a.lienalis)
bag dokusu bolmelerinden trabekiiler arter adi altinda dallanmasi ile baglar. Trabekiiler
arterler tipik muskdler tip arterl\erdir. Beyaz pulpa ve kirmuzi pulpa yoniinde bir dallanma
gosterirler. Dalakta ven olarak devam eden ve hilusdan v lienalis olarak orgam terk eden

dolagimin ara yollan su sekilde sematize edilebilir (1,2,3,4,5,11,12).

"

Trunkus Séliakus Karaciger h
T V.Mezenterika superior
A Lienalis V.Porta /'
(A.Splenika) T \V.Mezenterika infeior
| V. Lienalis
A .Trabekiilaris
l V.Trabekiilaris
A Sentralis
1 T
A Penisillata Kan STinuslam
!
SCHWEIGGER - SEIDEL > A Terminalis
Kilifli Arterleri

Trabekiiler arterler bag dokusunu terk edip lenfoid parankimaya girdiklerinde
damarn gevresi lenfoid dokudan olugmus bir kilifla sarilir. Bu yapiya periarteriyel lenfatik
kilif (PALS) denir. Burada arterler sentral arterler veya beyaz pulpanin damar gevresindeki
seyri boyunca yer yer lenfatik nodiiller olusturur. Sentral arter terimi kullaniimasina ragmen
follikiil icindeki arter cogunlukla periferik yerlesim gosterir ve lenfatik kilifi besleyen ug
dallar verir. Bu kapillerler kirmiz1 pulpa iginde de devam eder. A.sentralis ve a.sentralisin

dallanmasi ile olugan kapillerde kiibik epitelle doselidir (3,4,12), (sekil 2).



Beyaz pulpay! bir ka¢ kez dallandiktan sonra terk eden ve marginal zona ulasan
a.sentralis dig ¢ap: yaklagik 24 mm olan firga goriinimiindeki a.penisillatalart olusturur.

A penisillatalar birbirini izleyen ve giderek ¢ap1 daralan 3 segment gosterilir (5, 12) .

1) Pulpa arteriolu: Kiibik endotelle déseli ve bazal lamina tamdir. Dz seyirli, ince

bir yada iki sira diiz kas tabakast ve ince bir adventisyas: bulunan en uzun segmenttir (5,12).

2) Kilifli veya elipsoid arteriol: Duvarlarinda kas tabakas: bulunmaz. Endotel diginda
kuvvetli fagositik aktivitedeki retikiiler hiicrelerden olusan bir kilif bulunur. Bu hiicreler
konsantrik diizenlenmigtir. Aralarinda retikiiler fibriller yer alir. Bu kilifa SCHWEIGGER-
SEIDEL kilifi ad1 verilir ve arter bu isim ile de amlir. Insan dalaginda bu kilif gelismemistir
(5,12) .

3) Terminal arteriel kapiller: Kilif arterioller iki yada daha ¢ok sayida kapillerlere
ayrilir. Son bélimleri konik bigimde genigleme gosterir. Duvan yalmizca endotelden olugan

bu segment a. terminalis olarak adlandinlir (3,5,12,28).

A penisillatalardan sonra kan akimimn nasil devam ettigi hentiz tam olarak agiklia

kavugmamustir. Bu konuda iki teori tartigiimaktadir (1,3,5,12-28).

1. Acik veya yavas dolasim teorisi:

2. Kapali veya hizlt dolagim teorisi:

Agik veya yavas dolagim teorisinde arteriel kapillerin direkt olarak kirmizi pulpa
icine agildif1 ve kanin derece derece venéz sinuslann igine geriye filtre oldugu iddia edilir.
Kapal veya hizl dolagim teorisinde ise arteriel kapillerin direkt olarak venoz sinuslar igine

acildign iddia edilir (5,12,28) (Sekil 2), (Sekil 3).

Bu giinka bilgiler insan dalaginda dolagimin agik dolasim teorisini destekler
yondedir. Ancak her iki teori iginde dikkate defer kamtlar vardir. Aynca her iki sistem
striktiire] ve fonksiyonel olarak dalakta vardir (1,5,12,13). .
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periarteriyel lenfatik kilif trabekiil

marginalbolgesinuslari kapall'dOIaslmM__,.) N

marginalbolgesinuslar’ -~
agikdolagim

Sekil 2: Dalak dolagimi, B ve T lenfositlerinin dagilimi; Agik ve kapah dolagim sematize

trabekiiler arter

edilmistir. S: Dalak sinuslar1 (4).

g1 actk
T 3 dolagim

e kapalt
=78 dolagim

Sekil 3: Dalak kirmiz1 pulpasinin yapisy, sinusoidler, dalak kordonlan, retikiiler hiicreler ve
iclerinde fagosite edilmiy materyal bulunan, makrofajlar goriilmektedir. Retikiiler lifler
kirmiz: pulpada ags1 bir diizenlenme gdstermekte ve sinusoidlerin gevresinde ise sinusoid
uzun aksina dik olarak uzanmaktadir. Sekilde, agik ve kapali dolasim teorileri de

gosterilmektedir (3).

Dalaktaki kan dolasimi bundan sonra kan sinusoidlerinden kirmizi pulpa venlerine
dogru ilerler. Kirmizs pulpa venleri birbirleriyle birleserek parankimay: terk edip

trabekiillerin bag dokusu igine girerler ve trabekiiler veya interlobiiler venleri olustururlar.
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Trabekiiler venlerin birlesmesiyle olusan v .lienalis veya splenik ven hilusdan orgam terk eder

ve a.lienalisi izleyerek uzanir; v. porta’ya dokiiliir (1,2,3,4,13,14), (Sekil 2) .

Dalak pulpasi veya parankimas: iki ayn tipte olusur. Beyaz ve kirmiz1 pulpa. Beyaz

pulpa arterleri sarar ve izler. Digeri pulpa kordonlan olarak mevcuttur (4,5,12,13,28) .

Beyaz pulpa a.sentralis gevresindeki lenfoid dokudur. Bu doku damarin ¢evresinde
lenfoid follikiillerle, follikiil seklinde bigimlenmemis damann seyri boyunca izlenen lenfoid
dokudan olugmustur. A.sentralisi ¢evreleyen lenfoid kilifta (PALS) T lenfositler
cogunluktadir. Ancak lenfoid nodullerde ve marginal zonda B lenfositlerin sayis1 tistinlitk

saglar (4,5,28).

Beyaz ve kirmizi pulpa arasinda sinuslarin bol bulundugu gevsek bir lenfoid doku
uzanir. Bu bolgeye marginal zone adi verilir. Burada bol miktarda aktif makrofaj ve az
sayida lenfosit bulunur. Kan kokenli antijenlerin yogunlastigi bu bolge dalagin immiinolojik
aktivitesinde 6nemli bir role sahiptir. Sentral arterden dogan pulpa arteriolleri, beyaz
pulpadan kirmizi pulpaya agilip uzaklagtiktan sonra tekrar geriye dontip marginal bolge
sinuslarina agizlanirlar. Boylece beyaz pulpa damarlanndaki kanin tekrar marjinal bolgeye

gelmesi, burada siiziiliip temizlenerek, antijenik cevabin baglamasina neden olur (1,4,12,28).

Marjinal bolgede, interdijitasyon yapan dendritik hiicreler antijeni immiin yetenekli
hiicrelere (lenfositler) takdim eder. Marjinal bolge sadece antijenlerin ortadan kaldinldids bir
bolge olmayip, sirkiilasyondaki T ve B lenfositlerin dalak parankimasina girdigi bolgedir.
Marjinal bolgeye ulasan T ve B lenfositler beyaz pulpaya dogru gog ederken dentritik,
retikiiler hiicrelerle kargilagiriar. Burada uygun B hiicresi, T hiicresi ve uygun antijen mevcut
ise immiin yanit baslar. Uyanilmig B lenfositler beyaz pulpa lenf follikiillerinin merkezine go¢
ederek plazma hiicrelerini ve bellek B lenfositlerini olugtururlar. Plazma hiicreleri kirmizi
pulpa kordonlarina gegerler ve vendz sinus igindeki i(ana antikorlarim  salglarlar

(1.4,12,13).

Periarteriel lenfatik kilifin artere yakin i¢ bélgelerinde T lenfositler gogunlukta olup
timusa bagimli bolgeyi olustururlar. Kirmizi pulpaya dogru olan periferal beyaz pulpada,
. ~,
lenfatik nodillerde ve marjinal bolgede B lenfositler gogunluktadir (4,12,28), (Sekil 2) .
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Kirmizi pulpa vendz sinuslarin arasinda birbiriyle devamhhk gosteren dalak
kordonlart denilen &6zel tiirde bir retikiiler dokudan olusur. Dalak kordonlarimin kahinlig
sinusoidlerin bolgesel genigligine gore degisir. Dalak kordonlarinda retikiiler hiicreler ve
liflerin yam stra serbest makrofajlar, lenfositler ve dolagan kamn biitiin elemanlani bulunur

(3.4,12,28) .

. Lenfositler biiyiik, orta ve kiigiik boyutlarda beyaz pulpa igerisinde ¢ok sayidadir.
Fakat kirmiz1 pulpa i¢inde daha azdir ve gevsek olarak diizenlenmistir. Lenfositlerin gesitli
tipleri beyaz pulpa i¢inde ortaya gikarlar ve améboik hareketlerle kirmizi pulpaya yayilirlar.
Monositler de oldukga fazladir. Bazilann kan akimu ile getirilmiglerdir. Digerleri dalagin
iginde proliferasyonla ortaya ¢ikar. Kirmizi pulpa ¢ok sayida plazma hiicresi, graniiler

l6kosit ve eritrositte igerir (4,12,28).

Dalak sinusoidleri uzun eksenleri sinusoidin uzun eksenine péralel olarak uzanmig
endotel hiicreleriyle déselidir. Endotel hiicreleri arasinda makrofajlar yerlegmigtir. Sinus
duvari digtan ¢ogunlugu enine seyreden tipki bir varilin gevresine sanilmig kaln ipler gibi
duzenlenmis retikiiler fibrillerle c¢evrelenip desteklenmistir (Sekil 3). Sinusoidi doseyen
hiicreler arasinda 2-3 mm g¢apinda veya daha dar araliklar oldufundan ancak sekil
degistirebilen hiicresel elemanlar, kirmuzi pulpadan sinus limenine dogru hareket edebilir

(4,12,13).

Bir ¢ok memelide ve memeli embriyosunda dalagin kirmizi pﬁlpa51 megakaryositler,
myelositler ve eritroblastlart igerirler. Bu myeloid elemanlar yetiskin insanlarda dalakta
yoktur. Bazi belirli patolojik durumlarda ortaya gikarlar ki bu durumda dalak myeloid

metaplaziye ugrar (12) .

Dogumdan, erken yetiskinlife kadar beyaz pulpa dalagin daha biyik hacmini
olusturur. Fakat artan yasta geriler, splenik nodillerin sayis1 azalir ve kirmuizi pulpa artarak
onemli hale gelir (12).
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IL. 2. Dalagin Fonksiyonlar :

Dalagmn histolojik yapisindan da anlagilacag iizere organizmada bir ¢ok fonksiyonu
vardir. Dalak lenfositlerin yapildi1 ve farklilagtigy, eritrositlerin yikimimin gergeklestigi, kan
dolagimindaki yabanct maddelere kargt organizmanin korundugu ve kanin depolandig bir

lenfoid organdir (1,3,4,12,13).

1. Lenfosit Yapimi: Lenfositler beyaz pulpamn lenforetikiiler dokusunda geligir.
Beyaz pulpanin kenarindan kirmuzi pulpa dokusunun gozeneklerine oradan da sinusoid
limenine ulagarak genel dolasima katilirlar. Lenfosit yapim beyaz pulpa follikiillerinin bol
miktarda bulundugu genglerde fazladir. Yas ilerledikge lenfatik dokunun gerilemesine

paralel olarak yavag yavas ortadan kalkar (1,4,13).

2. Eritrositlerin Yikimi: 120 giinlik yasam sireleri olan eritrositlerin yikimlar
cogunlukla dalakta olmak lizere bir miktarda kemik iliginde gergekleserek dolagimdan
temizlenir. Dalak kordonlarindaki makrofajlar ekstraselliiler aralikta bulunan pargalanmig

eritrosit artiklarini fagosite ederek ortadan kaldirirlar (1,3,4).

3. Organizmanin Savunulmasi: Dalak lenfoid dokusu T ve B lenfositler, antijen
hazirlayici hiicreler ve makrofajlarla organizmanin savunma sisteminde 6nemli bir gorev
Ustlenir. Kan yoluyla organizmaya giren antijenlere kargt antikorlarin yapildif1 yer olan
dalak kandaki antijene ilk cevabi verir. Bu antijene kargi plazma hiicrelerinin gelisip antikor
salmalariyla sonuglanan hiimoral immiin yamtta ilk énce arterler etrafinda lenfoid kilifta lenf
follikiilleri artar. Sentrum germinativumlari ¢ok belirginlesir. Sentrum geminativum icinde
lenfositler gogalir ve plazmosit serisi hiicrelere doniisiirler (1,3,4,13).Dalak kam siizen bir
filtre organt olarak goérev yapar. Kana kangmug bakteri ve viris gibi canli yada yapist
bozulmayan baz: partikiillerin fagosite edilmesinde, dalak makrofajlart organizmanin diger

fagositik hiicreleri arasinda en aktif olanidir (1,3,4,13).

4. Kan Depolama: Dalak kapsul ve trabekiillerindeki elastik liflerin zenginligi ve
pulpasinin esas gatisim yapan elemanlarin aj seklinde diizeni dolayisiyla hacmini
degistirebilen elastik bir organdir. Bu sayede kirmizi pulpasmin gozeneklerine ve vendz
sinuslar igine kan' biﬁktirerek bir depo gorevi yapabilir. Organin kan deposu olarak oynadig
rol siddetli dalak k;)ntraksiyonlan gosterebilen at ve kopek gibi hayvanlarda énemlidir. Bu

hayvanlarda dalak, kapsiil ve trabekiillerinde bol diiz kas hiicrelerini igerdigi icin kuvvetle
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kasihir. Bu surette depo ettigi kami genel dolagima iter. Insan dalaginda ise kapsil ve
trabekiiller iginde diiz kas hiicrelerinin miktar az, dalak kontraksiyonu zayiftir. Organin kan
deposu rolii de o nisbette az geligmistir. Organizmadaki toplam eritrositin ancak % 2-4’u

kadar depolanir (1,3,13,28) .

Normal dalakta, dolagimda bulunan kandaki trombosit sayisimin 1/3’4 bulunur.
Baglica sinusoidlerde toplanmiglardir ve damar zedelenmesi gibi trombosite ani gereksinim

duyuldugu durumlarda hemen kana verilir. (3)

Insan fetusunda dalak hematopoezis igin 6nemli bir yerdir. Losemi gibi bazi
patolojik durumlarda fetal donemdeki kan yapici fonksiyonuna yeniden baglayan dalak fetal
doneme ozgii yapilar olan eritrosit ve graniilositleri olusturmaya baslar. Kan yapimiin
kemik iligi digindaki bolgelerde gergeklesmesiyle dalak myeloid metaplaziye ugrar.
Splenomegali, anemi, kanda olgunlagmamig grantilositler ve gekirdekli eritrositler goriiliir
(4,13).

Dalak genis boyutuna ve 6nemli fonksiyonlarina ragmen gikanldiginda wviicutta gok
az bir kayip etkisine sebep olur. Bir biitiin olarak ¢ikarldifi zaman onun fonksiyonlart ke.

ve kemik iligi tarafindan tizerine alinir (4,13,28).
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IIL. HUCRE SIiKLUSU

Cok hucreli diploid organizmalarda yasam tek bir hiicre olan ovumun spermiumla
birleserek meydana getirdigi zigot ile baglar (9,10,16,17).Viicut hiicrelerinin birbirinden
farklart; boliinme fakliliklar: ve boliindiikten sonra kazandiklar ozelliklerden kaynaklanir.
Tleri derecede diferansiye olmus sinir ve kas hiicreleri disindaki hemen hemen biitin soma
hiicreleri bolinme ve gogalma giiciine sahiptirler. Kemik ilifi ve gastrointestinal kanaldaki
epitel hiicreleri stirekli olarak replike olurlarken hepatositler gibi bazi hiicrelerde ancak

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

Hicre siklusu ister geliyjme ister yenilenme amaciyla olsun bir hiicrenin mitoza
hazirlanmasi (interfaz) ve mitoz bolinmeyi kapsayan iki interfaz arasindaki devredir (IF+M).
Mitoz 6ncesi dénem hiicre boliinmesine hazirlik olaylarinin gegtigi dénemdir. Mitoz donemi
ise hiicre boliinmesinin gerceklestigi donemdir. Yiiksek okaryotlarda hiicre siklusunun
%90’ 1nt kaplayan interfaz 16-24 saat siirerken mitoz boliinme 1-2 saatte tamamlanir. Insan
viicudunda bulunan 10" -10" hiicrenin tamami aym siirede bolinmez. Genel siire 8 saat-
100 giindtir. Hucre siklusundaki bu durum farkliigi Gy fazimin uzunluguna bagh olarak
degisim gostermektedir (2,12,17,18,26,27 ).

Memeli hiicrelerin bolinmesinde kisa mitoz (M Fazi), postmitotik (G; Fazi), DNA
sentezini igeren (S Fazi), kisa premitotik (G, Fazi) ve DNA sentezinin olmadif istirahat
(Go) evrelert meveuttur. Premitotik hiicreler G, fazina girerler ve DNA sentezi bu dénemde
durur. G; fazi bagladifinda mitoz tamamlanmig olur. Bu evrelerin ozellikleri su sekilde

aciklanabilir (17,18,23).

1. G; Fazi : DNA’nin 6n sentezleme agsamasidir. Bu agamada sabit olarak varolan
DNA miktarinda RNA ve protein sentez edilir. Bu tiir bir sentezlemeye gen miktarlanmas:
(gen dosaji) denir, Bolinmeyen hiicreler i¢in Go/G; fazt proliferasyona gegiste spesifik
yollar kapsar ve\ hg.creleri DNA sentezine hazirlar. Go/G; faz1 istirahat fazi veya presentez

fazi olarak bilinir. Insan viicudundaki farklilasmamis hiicrelerin ¢ogu bu fazdadir. Bu
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hicrelerin DNA igerikleri 2N olarak ifade edilen diploid ozelliktedir. Bu fazin sonunda DNA
sentezi baglar. Stresi yaklagik 8-10 saat siirer (16,17,23),(sekil 4).

Sekil 4 : Hiicre siklusu ve DNA histogramu ile iligkisi: Go prolifere olamayan, siklus digt
hiicreleri tanimlar. G, (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 boliinmesi (22).

2. S Faz1 : Aktif DNA sentezi ile kromozom duplikasyonu baglar. Hiicrelerin DNA
icerigi 2N-4N arasinda artig gosterir. DNA sentezi yaklagik 7-8 saat stirer. Ayrica RNA ve

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

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

yaklagik 3-4 saat stirer (16,17,22,23).

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

niikleus sonra hiicre ikiye boliiniir. Bu fazda yaklagik bir saat kadar stirer (16,20,22,23).
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Mekanizmasi olarak olduk¢a kangik olan okaryotik hiicre siklusunun mitoz evresi
genellikle profaz, metafaz, anafaz ve telafaz safhalarina boliinerek incelenir. Mitoz evresi
olduk¢a dinamik ve devamhdir. Mitozun sona yaklagmis asamalarindan biri olan
sitokinazdan sonra diploid bir ata hiicreden iki diploid yavru hiicre ir\xeydapa gelir, Mitozda
en onemli olay kromozomlarn ikiye bolunmesi ile birlikte her krorx?ozomun aym kalitsal
maddeyi tanimasidir. Bu yarimlardan her biri interfazin sentez sathasinda DNA replikasyonu
ile olugan birbirinin ve ona DNA molekiiliinden birini alarak hazirlanmis oldugundan aym

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

5. Go Faz: DNA sentezinin bulunmadif: hiicre siklusunun bolinmeyen istirahat
halinde oldugu donemdir. Bu donemin hangi mekanizmalarla meydana geldigi

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

Tek hiicre diuzeyinde hizli, istatistiksel ve kantitatif tayin saglayan, hiicre ve
bilesenlerini analiz etmek i¢in geligtirilmis bir sistem olan akim sitometri hiicrenin fiziksel
ozelliklerini, yuzey antijenlerini, reseptorlerini, hiicre i¢i bilesenlerini, niikleer DNA-
RNA’sim ve diger hiicresel parametrelerinin kantitatif tayinini saglar. Hedley’in 1983’de
dokulardan akim sitometrik DNA analiz metodunu geligtirmesi ve Ethidium Bromide (EB),
prodium iodide (PI), Acridine Orange (AO) Chromycine A3 (A3), Hoechst 33258-33342,
Diamidine Phenylindole (DAPI), Mithramycin, gibi floresan boyalarin kullarulmasi yapilan
calijmalara hassasiyet ve kolaylk saglamug, teshise yonelik hale getirmigtir
(20,24,35,36,38,40,44,47).

Akim sitometri sisteminde boyanmis hiicreler hizli bir sekilde yogun lazer alanindan
gegirilirler ve floresan boyalar uyarilir. Boyanin floresan emisyonu hassas fototiip tarafindan
belirlenir, gogaltilir, dijitalize edilir ve bilgisayar sistemine aktanhr. Bilgi olarak toplamr ve
analiz edilir. Bu sartlar altinda her bir hiicredeki DNA igeriginin tam olarak 6lglimii yapilir
ve istatistiksel olarak bir kag dakikalik periyodda farkli sayida hiicre 6lgiimlenebilir (10.000-
1.000.000).1ki yada u¢ farkli floresan boya ile multi parametrik analiz yapilarak gesitli
parametrelere gore hiicre ayrimu (Cell Sorting) yapilir (20,22,40,43,46,47), (Sekil5).

Hiicre siklusu analiz tekniklerinden olan akim sitometri ile S faz: belirlenebildigi gibi
Go/Gy ve Go/M fazlant da belirlenebilmektedir. Malign hiicre igerisindeki DNA’nmin akim

sitometrik analizinde birbirinden bagimsiz ti¢ ayr1 parametre bulunmaktadir.

1. Aneuploid hiicre poptilasyonunun tespiti
2. Aneuploid hiicre popilasyonunun seviyesi ve DNA indexi

3. Hiicre proliferasyon hizimin 8l¢iimidiir (20,40,43).
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Sekil 5 : Akim sitometri cihazinin sematik gdriinimi

' Buradan elde edilen sonuglar tamt konulmasinda giigliik cekilen hastalanin teshis ve

tedavisinde yardimci olmaktadir (20,43,48).

Akim sitometri sisteminde hiicreler ince bir sivi akimu iginde tek sira halinde
geg:mektedir. Bu gecis esnasinda hiicrelerin Uizerine isabet ettirilen lazer 1 ile hiicre
yizeyindeki farkli isaretlerin verdikleri dalga boylar1 ve farkli renklerdeki floresan boyalarla
saglanan 151k yansimalar1 ¢ok sayidaki fotodedektorlerde toplanirlar. Her bir hiicreden gelen
15tk dagilimlan ve uyanimlar elektronik olarak ilgili hiicrelerin tammlanmasinda kullarulirlar
(18, 23, 48). Hiicreler lazer 15mn demetinin iginden gectigi sirada, lazer igigimun bir kismu
dagilir. Istk dagilimunin yogunlugu, hiicrelerin buyiikliigi, sekilleri ve ig yapisal 6zelliklerine

gore farkl agilar igerir. Bu 6nemli 6zellikler su sekilde stralanabilir.
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1.Hiicre grubunun belirlenmesi: 90° lik dik ag1 ile gelen ik dagilimi floresan almus

hiicrelerin buytklagiini tespit eder.

2 Hiicre biytikliginin 6nemi: Isik dagilimlarinin hepsi hiicre biytikligi ile etkilenir.
Benzer boyuttaki hiicreler daha fazla sayida uyarima neden olutken, kiigiik boyutlu

hiicrelerde 151k dagilim agist kaigiiktiir.

3.Hiicre yapist: 90° lik ag1 ile gelen 11tk dagiliminin miktar hiicrelerin i¢ yapisina
gore tammlanmasinda onemlidir. Ayni biyiiklikkteki hiicreler graniilarite dagilimina gére
ayrilirlar (18,22,23,48), (Sekil 5).

Akim sitometri’nin en dnemli uygulama alanlari;

1.Floresan boyalanna tutunmus monoklonal antikorlart kullanarak hiicrelerin

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

Akim sitometrik DNA analizi bir popllasyondaki hiicrelerin DNA miktarinin
dagilimi galigmasidir. Bu hizlt ve givenilir bir yontemdir. Hiicre popiilasyonlan béliinen ve
bolinmeyen fazlardaki hiicrelerin karisimindan ibarettir. Bu yontemle taze, dondurulmus,
formalinle tespit edilmiy ve parafinde bloklanmis dokulardan elde edilen hiicre
stispansiyonlari kullanilabilir. DNA igeriginin akim sitometrik ydntemle analizinde propidium

iodide (PT) gibi DNA’ya spesifik floresan boyas: ile dogru olarak élgiilebilir (10,11,18,22).

Bu boya hiicrelerin DNA’sina baglanir ve DNA’ya baglanan boyanin miktan ise her
bir hiicredeki total DNA ile orantilidir. Béylece bir hiicre popiilasyonunda DNA’da bir
kayip veya ilave (aneuploidi ) tespit edilebilir duruma gelir. DNA igerigi anormallikleri
tumorlerdeki  kromozom anormalliklerini gostermesi yaninda kromozom sayisindaki
degisiklikleri de yansitir. Bu teknik ile total DNA miktarindan degisikler yapmayan

translokasyon gibi kromozom anormallikleri saptanamaz (18,22,23,48).

Akim sitometride elde edilen floresan yogunlugu dogrudan dogruya hiicrenin igerdigi
DNA miktarina orantilidir. En az DNA igeren hiicreler Go/G; fazinda, bunun iki katt Gy/M

fazinda, S fazindaki hucreler ise ikisinin arasinda bir DNA muhtevasi gosterir. Siklusun
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Go/Gi, GotM ve S faz uzunluklan bu ¢ grubun birindeki hiicre fraksiyonundan kolayca
hesaplanir (11,18,20,27).

DNA analizinde asenkron hiicre popiilasyonlart siklusun Go/G; hiicreleri daima
biyiik fraksiyonda toplanirlar ve 2N diploid DNA igerigine sahii)tirléﬁ Diploid DNA igerigi
kromozomlarin sayis1 ve biiyiikliigi ile ilgili olup her canh igin sabittir. Hiicreler G, ve M
fazina ulastiklarinda DNA igerii iki katina ¢ikar. Bunlar Go/G; pikinden ve orijinden uzakta
yer alirlar. 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 G¢/G, fazindaki
hiicrelerin DNA igerigi ve hiicre siklusu fazlarinda kag hiicre oldugu bilgisi saglamr
(18,40,48).

Hiicre siklusunda Gy/G; fazindaki replike olmayan diploid hiicreler aym DNA
ierigine sahiptirler. Bu DNA igerigi 2N diye ifade edilir ve insanlarda 46 kromozomdan
olusur. S fazinda DNA sentezi yapilir ve hiicresel DNA miktarinda artig olur. G, ve M
fazindaki hiicreler 4N DNA igerigine ulagmug olurlar. Mitozdan sonra orjinal hiicrelerin

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

DNA histogramlarinda y-aksisi hiicrelerin (niikleus) sayisiu, x-aksis’i ise artmakta
olan floresansi (DNA miktar1) temsil eder. Aktif proliferasyon gostermeyen bir hiicre
popiilasyonunun analizinde S faz fraksiyonu (SPF=S phase fraction) ve Go/M fazlan fazlaca
saptanmaz. Halbuki normal kemik iligi gibi aktif bir dokunun analizinde daha yiksek SPF ve

G>/M fazinda hiicreler gortlecektir.

DNA histogramlarinda DNA igeriginin dagilimu hiicre popiilasyonun yaminda pik
¢evresinde de bir miktar degiskenlik gosterir. Bu degiskenlik cihaz hatalanindan, boyama
yonteminden veya DNA boyanmasindan dolay: hiicreden hiicreye farkliliklar gosterebilir ve
her hiicre popiilasyonun Go/G: piki igin coefficent of variation (CV) olarak ifade edilir. CV
hiicre popiilasyonunun ortalama pik kanali numarasinin standart sapmaya boliinmesiyle
belirlenir. Béylece CV histogramin kalitesini belirler. CV ne kadar kiigiik ise histogram o

kadar giivenilirdir (18,22,23).

Diploid miktarinda DNA tastyan hiicre popilasyonunun Go/G; fraksiyonu DNA
indeksi (DI) olarak ifade edilir. Normal diploid popiilasyonda tammlanan 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 artms ise hiperploid, azalmug ise hipoploid
olarak tanimlanir (11,18,23), (Sekil 6).
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Sekil 6 : Sik rastlanan DNA histogramlarininin grafiksel anlamlari.
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V. MATERYAL VE METOD

Bu galigma Mart 1994 - Nisan 1997 tarihleri arsinda KTU Tip Fakiiltesi SABE
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim dalinda yapilmustir,

Intrauterin yaglan 21,5 - 36,1 hafta arasinda degisen toplam 42 adet fetus ¢aligmaya
dahil edildi (30). Caligmaya dahil edilen 42 adet fetus 3 gruba ayrildi. IV. grup herhangi bir

dalak patolojisi olmayan 7 adet otopsi materyalinden olusturuldu.

Cahsma gruplarinin olusturulmasa:

[. Grup: 21-25 haftalik fetus
I1. Grup: 26-30 haftalik fetus
I1I. Grup: 31-35 haftalik fetus
IV. Grup: Saglkli eriskin grup

Fetuslarda dalagin gikartilmas: igin dalak lojuna yakin kolay insizyon gekli olarak
median laparatomi kesisi tercih edildi. Bu amagla ksifoid altindan pubis hizasina kadar linea
alba biitiinilyle insize edildi. Mide sag tarafa gekildi pankreas kuyrugu bulunarak arteria
lienalis baglandi ve kesildi. Lig. pankreatiocolienalis ve lig. gastrolienalis ayrildi. Dalak
serbest olarak pedikiilinden baglanmus halde karin digina alindi ve pedikiilinden kesildi.
Dalaklardan alinan pargalar numaralandirilarak % 10’luk tamponlanmug formaldehit
solisyonuna konuldu. Rutin alkol-ksilol doku takip serinden sonra parafin bloklara

gomildi.
Isik Mikroskobik degerlendirme icin,

Hazirlanan parafin bloklardan pika marka mikrotom ile 5-7 u kalinhginda alinan
kesitler Hematoksilen Eozin (H&E), Giimiisleme ve Triple boyasi ile boyandi. Olympus

marka 151k mikroskobunda kesitler incelendi ve resimleri gekildi. Yapilan galisma ile dalak
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retikiiler catis;, bag dokusu gelisimi, kollagen liflerin ve retikiler liflerin yogunlugu,
a.sentralis ve a.sentralis etrafinda lenfoid follikiillerin olusumu, dalak kapsiild, trabekiiller,
beyaz pulpa lenfeoid follikil gevresi, kirmizi pulpa sinusoid gevresi ve organ stromasina ait

hiicresel-yapisal 6zellikler 151tk mikroskobik diizeyde degerlendirildi. N
Akim Sitrometrik Analiz icin; (Hedley metodu), (11).
Bunun igin sirayla su islemler yapildi.

1. Parafin bloga gomiili dokular igaretlendikten sonra Reichert marka mikrotomla

40u kalinliginda 3’er adet kesildi.

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

3. %100, %90, %75, %50, etanol serilerinden 10’ar dakika gegirilir.
4. Doku &rnekleri bir gece veya 6 saat distile suda bekletildi.
S. Ertesi giin ornekler iki defa daha distile suda yikandi ve saat camna aktarildi.

6. Bistiiri ile ince ince ince dograndi, enjektore gekildi ve 16 G igneden iki defa

gecirildi. 10 ml’si konik tiipe alindi.
7. 10 dakika 500 devirde santrifiyj edildi, stipernatan 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) soliisyonu ile notralize edilip 500 devirde
10 dakika santrifiijlendi. Siipernatan atild1.

10. Tekrar 3 ml RPMI soliisyonu eklenerek 47 um’lik filtreden gegirildi.

11. 300 ul soliisyondan 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 kontrol ile standardize edildi.
Her bir hiicreden sayilarak 488 nm Argon-Iyon lazerde analiz edildi. Hiicre akim hiz:
numunedeki hiicre yogunluguna gére ayarlandi. Ortalama 25.000 hiicre sayilarak bilgisayar
sistemine aktarild: (Sékil 8). Boylece analiz edilmek istenen hiicre popiilasyonu agregat ve
hasarli hiicrelerden biiyiik olgiide temizlendi. DNA histograminda G;?G;,S, Go/M fazindaki
hiicrelerin oranlan, CV degerleri Multicycle bilgisayar progrérm kullanilarak degerlendirildi.
Verilerin istatistiksel analizinde 486 DX 66 bilgisayarda statgraf 5.0 versiyon paket
programu kullamldi. Gruplann ikiserli kargilagtinlmasinda parametrik varsayimlar yerine
getirilmediginden ve gruplar bagimsiz oldugundan non parametrik Mann-Whitney-U testi

kullanld1 (25).
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Sekil 7 : Parafin bloga gomiilii dokulardan Akim sitometrik DNA analiz yontemi.
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Dalagin fetal dénemde gelisimini incelemek igin bu galigmaya 42 adet fetus alindi.

Fetuslarin ayak uzunluklar 6lgiilerek intrauterin yaglari, dig genital organ muayenesi ile de

cinsiyetleri saptandi. Yapilan 6lgiimler sonucu fetuslarin 21.5 - 36.1 hafta arasinda oldugu

tespit edildi. Fetus dalaklarmin, normal erigkin dalaklar ile karsilastinlmast amactyla

olusturulan saglikli erigkin grubun yag ortalamasi 39.6 yil olarak saptand:. Isik mikroskobik

¢alismada fetuslarin haftalara gore dagilimlan Tablo I. de gosterilmistir.

Tablo I : Isik mikroskobik galigmaya dahil edilen fetuslarin yas gruplarina gore dagihum.

GRUP HAFTALAR SAYI %
| 21-25 15 35.7
Il 26-30 13 31.0
i 31-35 14 33.3
TOPLAM 42 100
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L.GRUP :

21-25 haftalik insan fetus dalaklarmin HE ile boyanmig kesitlerinde kapsiil
olusumunun basladigi ve organi ince bir tabaka geklinde sardigi izlenmektedir. Kapsiilden
organin derinliklerine uzanan trabekiiler yapmn giderek inceldigi vehaallandxgl gorulmekte
ancak eriskin yapisina ulagmadig dikkati gekmektedir. Kirmizi ve beyaz pulpa ayimmin net
olarak yapilamadig, tabloya kirmizi pulpanin hakim oldugu gorildii (Resim 1).A.sentralisler
etrafinda yer yer lenfositlere rastlandi ve lenfositlerin olusturdugu kiimeler gortilda. Ancak

a.sentralisler etrafinda beyaz pulpa olusumunun tam olarak baslamadigi izlendi (Resim 2).

Retikiiler fibrilleri goriintilemek igin giimigleme histokimyasal reaksiyonu ile
incelenen kesitlerde retikiler gatimin olusmaya bagladigini ancak liflerin yeterli kalinhik

olusturarak ve beyaz pulpa iginde sinusoidal ag destegi saglayacak hale gelmedigi izlendi .

Bag dokusu gelisimini incelemek igin Triple boyasi ile boyanarak incelenen kesitlerde

bag dokusu gelisiminin basladig: izlendi. Ancak kollagen lif gorillemedi.

Resim 1: Ince bir tabaka seklinde dalak kapsiilii, kapsiilden igeriye uzanan trabekiler

yapinin (—>) olusumunun basladigi ve kirmizi pulpa yogunlugu izlenmektedir. (H& E X10)
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Resim 2: A. sentralistler etrafinda lenfoid hiicre kiimelenmesinin bagladigi gorilmektedir

(H&E X 20).

ILGRUP

26-30 haftalik fetus dalaklari alinip HE ile boyandiginda kapsulin organi daha kalin
bir sekilde sardii kapsiilden ince bantlar seklinde uzanan trabekiiler yapmin organin
derinliklerine dogru belirgin bir sekilde ilerledigi, ancak erigkin yapisina bu grupta
ulagmadigi izlendi. Kirmizi ve beyaz pulpa aymrnunin giderek belirginlestigi, tabloda kirmizi,
pulpa hakimiyeti olmasina ragmen gaplari gok biiyiik olmasa bile beyaz pulpa olusumunun
bagladigi gorilda. A.sentralislerin olusumunun devam ettigi, a.sentralislerin etrafinda gok
sayida lenfositler ve bu lenfositlerin olusturdugu kimelerin artarak ok sayida lenfoid

follikiilleri meydana getirdikleri gozlendi (Resim 3).

Retikiler fibrilleri goéruntilemek igin gumiigleme histokimyasal reaksiyonu ile
incelenen kesitlerde fibrillerin say1 ve gaplarinin artarak daha belirgin hale geldigi, retikuler

¢atinin olusumunun devam ettigi izlendi.
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Resim S:Dalak kapsilinde mavi renkli kollagen liflerin yogunlugu goriilmektedir

(Triple X40).

III. GRUP

31-35 haftalik fetus dalaklari alimp HE ile boyandiginda I. ve II. gruba oranla dalak
kapsiiliintin ve trabekiillerinin gelismis oldugu, trabekiillerin kapsiilden organin igine dogru
ilerledigi ve eriskin yapisina benzer bir gériinim aldig izlendi. Kirmizi ve beyaz pulpalarm
sekillendigi tipik yapilarina kavustuklart ve ayrimlarinin net olarak yapilabildigi, bunux\lla
birlikte yeterli capa ulagmadiklan gdzlendi. A sentralislerin geligiminin yeterli seviyeye
geldigi a.sentralisler etrafinda bol miktarda lenfositlerin kiimelesmesi ile lenfoid follikiillerin
olustuu tabloda I. ve II. gruplardaki kirmizi pulpa hakimiyetinin bu grupta azaldigi ve

beyaz pulpa olusumunun arttig1 izlendi.

Retikiiller fibrilleri goriintilemek igin giimiisleme histokimyasal reaksiyonu ile
incelenen kesitlerde retikiiler gatinin eriskin yapisina ulasmasa bile olustugu, retikiiler
fibrillerin say1 ve ¢ap olarak arttidi, trabekiillerden ayrilan ince retikiler liflerin lenfoid

follikil gevresinde yogunlastigt ve bunun kirmizi pulpa sinusoidal kapiler ag ile birlestigi
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izlendi (Resim 6). Ayrica a.sentralisler etrafinda sayr ve yogunlugu artmis lenfoid

follikllerin olustugu izlendi (Resim 7).

Resim 6: Trabekiillerin kapstilden organin igine dogru ilerledigi, trabekiilden ayrilan ince
retikiiler liflerin lenf follikiil gevresinde (—) yogunlastigi ve bunun kirmuzi pulpa sinusoidal

Kapiller ag ile birlestikleri gorilmekte (Guimisleme X5).

Resim 7: Resim 6 da ok ile isaretli alanin ileri bir biiyiitmesi A. sentralisler etrafindaki lenf
follikiillerinin (— ) yogunlugu retikiler liflerin say1 ve gap olarak arttig izlenmektedir

(GumigslemeX10).
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VI.2. Akim Sitometrik Bulgular

Itk mikroskobik duzeyde galigilan 42 adet fetusdan sinir sistemi geligim 6ziirii olan 9
adet fetus (siklopi, meningosel, meningomyelosel, ve anensefali gibi) akim sitometrik
calisma disinda birakildi. Ayrica 3 adet fetus ise galisma tekniklerinde yapilan hatalardan
dolayi galigmaya dahil edilmedi. Akim sitometrik ¢aligmada kullanilan toplam 30 adet fetus

sayilarinin haftalara gore dagilim ve gruplandirilmas: tabloda gosterilmigtir (Tablo II).

Tablo II: Akim sitometrik galigmaya dahil edilen fetuslarin haftalara gére dagilimi ve

gruplandiriimasi.

GRUP HAFTALAR SAYI %
| 21-25 10 33.33
1 26-30 10 33.33
I 31-35 10 33.33
TOPLAM 30 100

IV. Grup olarak eriskin saglikli grup toplam yedi dalaktan olusturulmus ve kontrol

grubu olarak alinmistir.

Akim sitometrik analiz ile gruplarin Go/G;, Go/M ve S fazlan ile bu fazlarin CV’leri
bulunarak ortalamalari ve standart sapmalari hesaplanmugtir. Elde edilen bu sonuglar

dogrultusunda gruplar birbirleri ile istatistiksel olarak karsilagtirilnusgtir.



L.GRUP :

21-25 hafta arasi insan fetusu dalaklarindan olusturulan grubun akim sitometrik

analiz sonuglarinin ortalamalari, G;: 75.3+12.8, CVGy: 14.542.7 , Gy: 120.5, CVGz: 10.7

+3.1, S:23.7 £12.7 olarak belirlenmistir (Tablo III), ($ekil 8).

Tablo III: I. Grubun Akim Sitometrik Analiz Sonuglari.

No % G1 CVG, % G, CVG; % S
1 59.4 177 1.6 12.0 39.0
2 91.5 12.5 1.0 3.3 7.5
3 732 M55 0.9 7.6 25.9
4 78.9 12.4 0.8 12.7 20.3
5 89.8 18.3 1.0 12.0 9.2
6 51.8 18.2 0.9 12.9 47.3
i 73.8 13.8 0.0 12.0 26.2
8 88.0 12.8 1.0 13.0 11.0
9 73.0 1i2:3 12 W7 25.8
10 74.0 11.8 1 10.8 243
Ort. Ve SD 75:3:ki12,8 14.5+ 2.7 {840.5 10.7x'3.1 28VEN2.7
i) 268018448.HST PHT4 26\1 CELL CYCLE
SL CL S8 DATA
160
Mean Gi= 93.3
140 cuel = 13.6
H G =73.8
0 120}
.0 Mean G2=178.3
e 100 v Gz =12.8
:j % 62 = a
Z eo|
b % 8 =26.2
7‘0 60
O G2/G1  =1.825
40
20 -
B.A.D.= 1.7
o | « ngg. = 18.6
Chi Sq.= 1.8

PULTICYCLE 031797
BBO1 CELLS YOTERIS: .0

Sekil 8: 1. Grubun Histogram Ornegi

DINA Content
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26-30 hafta arasi insan fetusu dalaklarindan olusturulan grubun akim sitometrik

analiz sonuglarinin ortalamalan. Gy: 73.14£12.2 , CVG;: 15.1 2.2 Gy:1.6 1.3
CVG;:14.1 6.4 S:25.3 +11.7 olarak belirlenmistir (Tablo IV), (Sekil*9).
Tablo IV : II. Grubun Akim Sitometrik Analiz Sonuglart
No %G; CVG;, %G, CVG; %S
1 49.4 17.4 3.8 22.8 46.8
2 76.4 13:1 0.0 83 23.6
3 75.0 15.6 0.7 15:5 243
4 97.6 13.6 0.7 4.8 1.7
S 65.3 17.2 0.9 172 33.8
6 70.6 16.2 1.2 21.4 28.2
7 746 11.4 0.8 18.2 24.6
8 67.5 15.8 1.8 2174 30.7
9 73.1 17.6 20 16.4 242
10 81.1 13.2 3.4 10.7 155
Ort. Ve SD 734122 15.122.2 1.641.3 14.126.4 25.3:11.7
24 78810422."3"[ PHTA 7 0 2 . ]
SL CL S8 T
204 2 Hean G1= 83.6
U eL =13.1
H 26 =76.4
0 16
o]
E Mean G2=176.9
- i cvGz = 8.3
z %ig2 = B
:-I-' # 8 = 23.6
0 =
0 G2/61 =2.117
4
3 7B.A.D.= 3.1
0] I TYYT Y S Y % fgg. = 4.7
0 240 320 400 480 _
ATIVCLE 03179 Content L G

BB CELLS ¥DEERIS:

L]

Sekil 9: II. Grubun Histogram Ornegi.
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31-35 hafta arasi insan fetusu dalaklarindan olusturulan grubun akim sitometrik

analiz sonuglan ortalamalari, G;: 66.5+6.6 , CVGy: 15.4 2.9 |

CVG,: 12.9 £1.95, 8: 32.646.7 olarak belirlenmistir (Tablo V) ,(Sekil~10).

Tablo V : 1II. Grubun Akim Sitometrik Analiz Sonuglart

Gy 0.95 +0.46 ,

No %G1 CVG, %G> CVG, %S
1 65.9 16.4 1.2 16.4 32.9
2 63.9 14.3 0.0 12.0 36.1
3 69.2 19.8 0.9 12.9 29.9
4 76.4 14.9 0.8 11.0 22.8
5 66.5 18.9 0.9 12.0 32.6
6 65.1 13.7 1.2 14.3 33.7
7 52.4 133 0.6 132 47.0
8 62.5 14.3 1.8 11.8 38.7
9 74.3 10.2 0.9 15.3 24.8
10 68.3 17.8 1.2 10.1 30.5
Ort. Ve SD 66.546.6 15.4+2.9 0.95+0.46 12.921.95 32.646.7
28 32018344 .HST PHT4 32/2 e Ty
SL CL S8 A
24
Hean G1= 65.4
cU Gl = 14.3
] 205 %6l =063.9
0
20|
8 18 Mean G2=139.9
b cVe2 =12:8
z 262l B gH
i2
: % 8 2368
G2/G1  =2.148
4
WA 2.6
ol _ e s i -l s angs g
o a0 160 240 320 400
Chi Sq.= .4

PULTICCCLE U3-11-9:
970 CELLS ZDEERIS:

>
o

DNA Content

Sekil 10: III. Grubun Histogram Ornegi




32

Bag dokusu gelisimini incelemek igin Triple boyasi ile boyanan kesitlerde bag dokusunun
gelisimini tamamladigi, kapstl ve trabekiillerdeki kollagen liflerin yogunlugunun diger

gruplara gore arttig1 izlenmistir.
1V. GRUP

Saglikli erigkin grubun HE ile boyanmus kesitlerde dalak kapstlii ve kapsiilden iginsal
tarzda organin derinliklerine uzanan trabekiillerin orgami boldagi izlendi (Resim 9). Kirmizi
ve beyaz pulpa fetus gruplarina gore net olarak ayirt edildi. A sentralis ve gevresinde olusan

lenfoid doku ve germinal merkezler belirginlesmis olarak izlendi (Resim 8).

Giimiigleme histokimyasal reaksiyonu ile incelenen saglikli eriskin dalagin retikiler
catisimn olugtugu trabekiillerden ayrilan retikiiler liflerin lenf follikiileri cevresinde

yogunlastiklar, kalinlagtiklart ve sayicada artmis olduklan gézlendi.

Bag dokusunu goriintiilemek igin Triple boyast ile boyanan saglikli erigkin dalagi I.
ve II. gruplara gore farkli olarak izlendi. Ancak kapsiil ve trabekiillerdeki kollagen liflerin

yogunlugunun IIL. grup ile benzerlik gosterdigi izlendi.

Resim 8: A sentralis ve etrafindaki lenfoid dokunun olustugu eriskin yapi izlenmekte

(H&E X5).



IV.GRUP:
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Erigkin saglikli grubun akim sitometrik analiz sonuglari ortalamalari, G;: 90.9+1.9,

CVGi: 9.5¢1.3 , Gy 1.0940.5 CVG,: 8.44+1.43 , §:7.9942 31 olarak belirlenmistir (Tablo
VI), (Sekil 11).

Tablo VI: IV. Grup Saglikh Eriskinlerin Akim Sitometrik Analiz Sonuglari,

NO % G4 CVG; %G, CVG, %S
1 92.7 9.3 1.6 8.2 57
2 91.7 10.4 140 10.4 7.3
3 92.6 10.5 17 8 5.7
4 87.6 9.0 0.9 8.3 1795
5 90.3 1.3 0.9 10.3 8.8
6 89.6 1.3 0.0 6.7 10.4
7 92.0 8.7 135 74 6.5
Ort. Ve SD 90.9+1.9 9:544:3 1.09+0.5 8.441+1.43 7.9942.31
Spt 0T818374.HST IMT4 OT 95 15 , CELL  GYCLE
SL CL S8 DATA
800
Hean G1= 93.1
700 BUGL = k3
H % GL = 89.6
[ =YaTs]
Qa
E Hean G2=194.3
5 oo W62 = 6.7
“62 = .8
7 ao0,
i — % § =18.4
0
0 200 G2/G1 =2.888
100
%B.8.D.= |5,
0l % fgg. = 2.6
0 80 160 240 320 400 480 Ft e e

PO YL

E 0317

)
B2 COLLS ¥ORERIS: 4 3

DNA Content

Sekil 11: IV. Grubun Histogram Ornegi




Gruplarn Istatistiksel Olarak Karsilastirllmas: :

L. ve 1. Grup karsilastinldiginda analiz sonuglarinin tiimiinde istatistiksel olarak

anlamli bir fark bulunamadi (P>0.05), (Tablo VII).

Tablo VII: Akim Sitometrik Analiz Sonuglarina Gore 1. ve II. Gruplarin Istatistiksel

Karsilagtirilmast
| .GRUP Il. GRUP P
%G4 75.3+12.8 73.1£12.2 0.667
CVG, 14.5£2.7 151422 0.623
%G, 1.0£0.5 1.6£1.3 0.761
CVG, 10.7£3.1 14.146.4 0.241
%S 23.7+12.7 25,3107 0.824

L. ve III. Grup karsilastinldiginda analiz sonuglarinin tiimiinde istatistiksel olarak

anlamlt bir fark bulunamadi. (P>0.05), (Tablo VIII).

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

Karsilastiriimasi

| .GRUP Ill. GRUP B
%G4 75.34+12.8 66.5+6.6 0.088
CVG, 14.5£2.7 15.4+2.9 0.345
%G, 1.0£0.5 0.95+0.46 0.702
CVG, 10.748.1 12.941.95 0.170
%S 23.7£12.7 32.616.7 0.076

L ve IV. Grup kargilastiginda G, faz degerinde (P: 0.00541), CVG, degerinde
(P:0.00076), CVG; degerinde (P: 0.028), S faz degerinde (P: 0.0054) istatistiksel olarak
anlaml bir fark bulunurken G, faz degerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi

(P>0.05), (Tablo IX).

Tablo IX: Akim Sitometrik Analiz Sonuglarma Gére 1. ve IV. Gruplarn Istatistiksel

Kargilastirilmasi.
I. GRUP IV. GRUP P
%G1 75.3+12.8 90.9+1.9 0.00541
CVG, 14.5£2.7 9.5+1.3 0.00076
%G, 1.0£0.5 1.0x0.5 0.805
CVG, 10.7+3.1 8.411.4 0.028
%S 23.7£12.7 7.09+2.3 0.0054
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Il ve I grup karsilastirnldiginda analiz sonuglarmin tiimiinde istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunamad: (P>0.05), (Tablo X).

Tablo X: Akim Sitometrik Analiz Sonuglarma Gére II. ve III. Gruplarin Istatistiksel
Kargilastinilmast

Il. GRUP lll. GRUP P
%G1 73.1£12.2 66.546.6 0.081
CVG, 15.142.2 15.412.9 0.677
%G, 1.641.3 0.9510.46 0.542
CVG, 14.116.4 12.9%1.95 0.496
%S 25:3%11.7 32.646.7 0.076

Il ve IV. grup karsilastinldiginda G, faz degerinde (P: 0.00728), CVG; degerinde
(P: 0.00076) ve S faz degerinde (P:0.0072) istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunurken
diger parametrelerde anlamh bir fark bulunamadi (P>0.05), (Tablo XI).

Tablo XI : Akim Sitometrik Analiz Sonuglarina Gore 11 ve IV. Gruplann Istatistiksel

Karsilagtirlmast
Il. GRUP IV. GRUP P
%G 734312.2 90.9+1.9 0.00728
CVG, 15.142.2 915%1.3 0.00076
%G, 1.641.3 1.02£0.5 0.0845
CVG, 14.146.4 8.4x1.4 0.079
%S 2582117 7.09+2.3 0.0072

L ve IV. grup kargilastirldiginda G, faz degerinde(P: 0.00076), CVG, degerinde
(P: 0.0021), CVG, degerinde (P: 0.0015) ve S faz degerinde (P: 0.00075) istatistiksel olarak

anlamli bir fark bulunurken G, faz degerinde istatistiksel olarak anlamh bir fark bulunamadi
(P>0.05),(Tablo XII).

Tablo XII: Akim Sitometrik Analiz Sonuglarina Gore III. ve IV. Gruplarin  Istatistiksel

Karsilagtiriimast.

ll. GRUP IV. GRUP P
%G1 66.516.6 90.9+1.9 0.00076
CVG,4 15.4+2.9 9.5+1.3 0.0021
%G, 0.95£0.46 1.0+0.5 0.0488
CVG, 12.9£1.95 8.441.4 0.0015
%S 32.616.7 7.09+2.3 0.00075
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TARTISMA

Lenfatik organlar igersinde lenforetikiiler grupta gosterilen dalak organizmanin en
btk lenfoid organt ve lenfoid doku toplulugudur (3,4,5,13). Dalak diger lenforetikiiler
organ olan ve lenf dolagim yolu tizerinde yer alan lenf dtigiimlerinden farkli olarak kan
dolagimma bagli, sinuslari kanla dolu ve kam filtre etmek igin ozellesmis tek organdir
(1,5,12,13). Cok sayida fagositik hiicre igermesi dolagimdaki kan hiicreleri ile yakin temasta
olmast nedeniyle dalak dolagimmna girmis tim organizmalara karsi onemli bir savunma
.bolgesidir. Dalakta gok sayida eritrositinde yikimi gergeklesir. Diger lenfoid organlar gibi
antijenle uyarilip aktive olmus lenfositlerin yapim yeridir. Aktive lenfositler dalag terk edip
direkt olarak kan dolagimina girerler. Dalak aym zamanda kanda dolasan antijenlere kargi

cabucak reaksiyon gelistiren bir immunolojik filtre ve antikor yapict organdir (1,3,4,5).

Dalagin bu fonksiyonlari, prenatal ve postnatal dénemdeki morfolojik geligimi ile
paralel olarak ortaya gikmaktadir. Bu nedenle, prenatal ve postnatal donemlere ait dalagin

morfolojik agidan incelenmesi onem kazanmaktadr.

Kaynaklarda prenatal ve postnatal donemde dalak yapist tzerine 1sik mikroskobik
(33,35,) elektron mikroskobik (45) galismalara gok miktarda rastlanmaktadir. Ancak akim

sitometrik gahismalara (34,35,37) daha az rastlanmaktadir.

Bu nedenle dalagin prenatal donemdeki morfolojik ve fonksiyonel geligimi i1k
mikroskobik diizeyde incelendi. Ayrica akim sitometri teknigi ile hiicre yasam siklusuna ait
degisiklikler belirlenerek galisma sonuglari, tiim gruplarin sonuglari ile ayrt ayri belirtildikten

sonra topluca tartigildi.

Yapilan galiymada I gruptaki insan fetus dalaklarmin stk mikroskobik
degerlendirilmesinde kapstil olusumunun basladifi ve organi ince bir tabaka seklinde sardig,
trabekiiler yapinin organin derinliklerine dogru uzandigi, kirmizt ve beyaz pulpa aymriminin

yapilamadigi tabloya kirmizt pulpamn hakim oldugu izlendi. A sentralis olusumunun
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basladig, a.sentralisler etrafinda yer yer lefositlerin olustugu ve kiimeler olusturduklart
ancak beyaz pulpa olusumunun tam olarak baslamadigi izlendi. Retikiiler ¢atinin olusmaya
bagladigi ancak yeterli kalinha ulagmadigi ve beyaz pulpa ig:inde‘sinusoidal ag destegi
saglayacak hale gelmedigi izlendi. Bununla birlikte bag dokusu geligiminin bagladig: izlendi.

Ancak kollagen lif izlenemedi.

11 gruba ait fetus dalaklar 1sik mikroskobu ile incelendiginde kapsilun organi daha
kalin bir sekilde sardig1, kapsiilden ince bantlar seklinde uzanan trabekiiler yapisinin organin
derinliklerine dogru belirgin bir sekilde ilerledigi, kirmizi ve beyaz pulpa aymrminin giderek
belirginlestigi, beyaz pulpa ayirimmin bagladigt goriildii. A.sentralis olusumunun devam
ettigi, etrafindan gok sayida lenfositler ve bu lenfositlerin olusturdugu kiimelesmelerin

_artarak gok sayida lenfoid follikulleri meydana getirdikleri izlendi. Bu grupta dalak kapsiili

ve trabekiillerdeki kollagen liflerin yogunlugunun arttigi da izlendi.

[1I. gruba ait fetus dalaklarmin 151k mikroskobik incelemesinde ise I. ve II. gruba
gore dalaklarin eriskin yapiya oldukea benzerlik gosterdikleri izlendi. Bu grupta dalak
kapsiilii ve trabekiillerin geligmis olduklari, kollagen liflerin yogun olarak izlendigi, kirmizi
ve beyaz pulpalarin sekillendigi ve tipik yapilarina kavustuklart ancak yeterli ¢apa
ulasmadiklant ve beyaz pulpamin daha fazla izlendigi tespit edilmigtir. A sentralislerin
gelisiminin yeterli seviyeye geldigi ve etrafinda bol miktarda lenfositlerin kiimelesmesi ile
lenfoid follikiillerin olustugu izlendi. Retikiiler ¢atiun olustugu ve retikiler liflerin lenfoid

follikiil gevresinde yogunlastig: tespit edildi.

IV. gruba ait erigkin dalaklarin 151k mikroskobisi incelendiginde dalak kapsulii ve
kapsiilden 1ginsal tarzda organin derinliklerine uzanan trabekiillerin orgam boldugi, kirmizi
ve beyaz pulpanin net olarak ayrildig1, a.sentralis cevresinde lenfoid doku yogunlugu ve

germinal merkezlerin belirginlesmis oldugu gozlendi.

Kaynak verileri yapisal degerlendirmelerle kargilastirildifinda, degerlendirmelerin
kaynak verileri ile uyumlu olduklar: tespit edilmistir. Kaynaklarda kiigik dalak artelerinin
(a.sentralis) adventisyalarinda lenfositlerin karakteristik sekilde infiltre olmasiun fetal
hayatin ikinci yarisinda 5. ayda bagladigi ve 7. ayda tipik yapisina kavustugu bildirilmektedir

(8,10,37). Yapilan galigmamizda lenfositlerin 1. grupta a.sentralisler etrafinda olustugu ve
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kiimeler olusturduklar;; II. grupta ise  a.sentralisler etrafinda lenfoid follikilleri

olusturduklar tespit edilmistir.

Erbach ve arkadaglari 18-24 haftalik insan fetus dalag: tizerinde tizerinde yaptiklari
bir ¢alismada bir ¢ok lenfositi bu haftalarda izole edebildiklerini bilditmektedirler (37). Bu

bizim ¢alismamizda 1. grupta lenfositlerin goriilmesini destekleyen bir ¢aligmadir.

Yine Erbach ve arkadaslariuin yaptig: bagka bir ¢alismada da fetal dalak lenfoid
hiicre markirlari gebeligin ortasinda izole edilmistir (38). Bu bilgilerde ¢alismalarimizda 21-
30. haftalik fetal dalak gruplarinda (I. ve II. grup) lenfositler ile ilgili bulgularimizi

desteklemektedir.

Kapsilden ayrilan trabekillerin I. II. III. gruplarda dalagi boldugi galismamizda

‘izlenmis olup dalagn fetus iginde lobile oldugu kaynak verileri ile desteklenmistir (17).

Germinal merkez olusumu eriskin dalakta goriilmiis, gelisim sirasindaki orneklerde
gorilmemistir. Bu da bize antijenik yapilara karg: etkilesmenin dogum sonrasi dénemde séz

konusu oldugunu kuvvetle distindirmiis ve litaratiirle de uygun bulunmustur (1,3,4,13).

Kaynaklarda fetal dalagin 24 - 28. haftada hematopoezis igin onemli bir bolge
oldugu, dalakta eritopoezisin 28. haftada bittigi (1,7,8,9), ancak son fetal yagama kadar
hematopoetik bir merkez olma ozelligi strdirdiigia (7,13) belirtilmektedir. Yapilan
galismada I. grupta tabloya kirmizi pulpanin hakim oldugu bu hakimiyetin II. grupta da
devam ettigi tespit edilmistir. Kaynaklarda kirmizi pulpanin koyu kirmuzi renkli kanla dolu
bir lenfoid doku oldugu (1,3,4,5,12) belirtilmekte olup tespitlerimiz kaynak verileri ile

uyumlu gorilmasgtar.

Caliymamizda lenfositlerin . grupta izlenmeye basladigi, yer yer kiimeler
olusturduklar, II. grupta bu kiimelerin artarak lenfoid follikiilleri olugturduklary, I11. grupta
ise lenfoid follikillerin yogunlasarak tabloya daha fazla hakim oldugu tespit edilmistir.
Kaynaklarda da fetal yasamin son evrelerinde lenfoid organlarin sadece lenfositleri meydana
getirdikleri  (8,10,12,15,37,38)  bildirilmis, bu bilgilerde ¢aligmamizi  bu yonde

desteklenmistir.

Dalak erken fetal periyoda kadar karakteristik seklini alamaz (6,10).Cahsmamizda

fetal dalagin kapsiil, trabekil, bag dokusu, kollagen, beyaz pulpa gelisimi yonindeki
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tespitlerimiz bu kaynak verileri ile de uyumlu bulunmustur. Ayrica III. grupta dalagmn tipik
gorinimi kazandigt da verilerle desteklenmigtir (7,8,10,12,15). IIL. grupta (31-35 hafta)
kapsiil - trabekiil - beyaz pulpa lenfoid follikil ¢evresi - kirmizi pulpa siniizoid ¢evresi
retikiiler ag swast ile retikiller gatiin erigkindeki organ stromasimu olusturmak igin
bi¢imlendigi ve giderek artan oranda kollagen lif kazandigi ¢aligmamizda gosterilmugtit
Kollagen lifler kapsul ve trabekiil dallarinda giderek azalan oranda goriilmekte, sinusoidal
cevrelerde yalmzca retikiiler liflerle devam etmektedir. Bu kaynaklarda da belirtilen dalagin

kan dolagimindaki islevi igin uygun bir tespittir (1,3,13,28).

Akim sitometri ile galigilan dalaklardan elde edilen sonuglar tartislmadan once
teknigin incelenerek tartigilmasi bu konuda yapilacak ¢aligmalara 1gtk tutmasi agisindan

uygun goralmigtir.

Hiicre orneklerinin hazirlanmast akim sitometrik ¢aligmanin en 6nemli agamasidir.
Hiicrelerin kohezyon gostermeden tek tek bulunabildikleri bir siispansiyon halinde olmalart
gereklidir. Ornekler parafine gomiilii, taze ve dondurularak saklanmig dokulardan elde

edilmig olabilir (11,18,23).

Parafinde bloklanmig dokularin akim sitometri ile incelenmesi taze dokulara gore
bazi avantajlar sagladigi gortilmiigtiir. Parafinde bloklanmis dokularin 6nce 151k mikroskobik
inceleme sanst oldugundan dokunun en uygun kismmi segmek mumkin olabilir. Taze
dokularda yeterli ve dogru oérnekleme yapilip yapiimadigini kontrol etmek ise ¢ok zordur.
Ayrica parafin bloklu dokularda geriye doniik galigmalarin yapilabilmesi, arsivlerdeki bir gok

materyalin degerlendirilmesine olanak saglamaktadir (20,23,40).

Caligmamizda da dikkat edildigi gibi parafinde bloklagmus dokularin galisiimasinda,
sonuglarin kaliteli ve dogru olmasi igin doku tipi, fikzatifin ¢esidi, fikzasyonda bekleme
sartlari, doku islenmesi, parafin bloklarinda saklama sartlari, kesit kalinligi ve diger faktorler
onemlidir. Arsiv materyali ve diger solid dokulardan DNA analizi yaparken histogramlarin
kaliteli olabilmesi igin doku kesitlerinin kalinhig: da onemli bir faktordir (30 - 50 pm). 30
um kesitlerde hiicre hasarlart gorilebilmektedir. Calijmamizda kesit kalinligi 40 pm olarak

alinmustir (20).

Hiicre niikleuslar1 parafin ile tespit edilmiy dokularda daha iyi korundugundan DNA

igeriginin incelenmesi daha verimli olabilir (22,48). Formalinle fixe edilip parafinde
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bloklanmis dokularin taze dokulara gore bazi dezavantajlari vardir. Bu dokularda boyanan
niikleuslarin DNA floresansinda tahmin edilemeyen ve her hiicre igin farkliik gosteren
onemli azalmalar olabilmektedir. Bu nedenle DNA igerik 6lgiilmelerinde referans
noktalarimin  tespiti icin disanidan  standartlar  kullamilmakta’ . bu ‘ da sonuélarm

karsilagtirilmasinda sorunlara neden olmaktadir (18,22,23,40).

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

dokularda genellikle nikleuslar ile ilgili galigmalar yapilabilmektedir (18,22).

Caliymamizda akim sitometrik analiz igin Hedley metodu kullandmigtir. Hedley
metodu analizi yapilacak hiicre siispansiyonlarinda 10-30 bin hicre sayiminin yeterli
gortulmektedir (11), Calismamizda tim materyallerden 25 bin hiicre sayimi yapilmig buda

kaynak verileriyle desteklenmistir (40).

Calismada kullamlan pepsin, kromozomlarin histon ve nonhiston proteinleri ile DNA
arasindaki baglan gevsetip kovalent hale getirerek boyanin DNA ile baglanmasim saglar.
Enzimatik muamele sonucunda hiicrelerin tekrar birbirine yapigmasi ve agregat olusmasi

engellenir (11,18).

Floresan boyalarla DNA analizi yapmak ve verim almak, hiicrelerin boya ile
muamelesi, sicaklik, pH gibi faktorlerin kontrolii altindadir. Caligmalarimizda kullanilan PI
boyas! canli hiicrelere giremediginden hiicrelerin 6lii veya canli oldugunun test edilmesinde
de kullamlir. Ayrica CV’si diger floresan boyalara gore daha kiigiik oldugu iginde ¢ok
tercih edilmektedir (18,22,23).

Bu literatiirler eglifinde parafin bloklardaki fetus ve eriskin dalak gruplarina akim
sitometri teknigi ile DNA analizi uygulandi. Go/Gi, Go/M, S fazlani ve CV degerleri gruplar

arasinda karsilagtirildi.

Akim sitometrik DNA ¢alismamizda diploid yapinin disinda aneuploid (hipodiploid,
hiperdiploid ) yapilara rastlanmamustir. Calisma gruplannin az sayida olusu bunun nedeni
olarak agtklanabilir . Diploid DNA igerigine sahip hiicre popiilasyonunun DNA indexi 1
olarak kabul edilmektedir (18). Go / G; fazindaki hiicreler % olarak en yiiksek degere

burada sahiptirler . Calismamizdaki gruplan incelediimiz zaman, DNA indeksinin diploid
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ozellikte oldugu ve Go/ G, fraksiyonu tim gruplarda en yiiksek faz degerlerine burada
ulastig1 tesbit edilmigtir .

Go/G, faz yiizdesi fetus gruplarinda mitotik aktivitenin yiiksek olusundan dolay:
diisiik bulunur iken , erigkin grupta mitotik aktivitenin azalmast ile Go/G; faz yiizdesindeki

artis kaynak verileri ile de desteklenmistir (11,18).

Fetus gruplan kendi aralarinda Go/G; faz degerleri yonunden karsilastinldiginda
istatistiksel olarak anlamli bir farkin olmadifi tespit edilmigtir (P>0.05).Ancak fetus
gruplarinin her birinin erigkin grup ile kargilagtinlmasinda istatistiksel olarak anlamlt bir fark
tespit edilmistir. Bu bize fetal donemde dalak da mitotik aktivitenin ylksek eriskin donemde
ise disiik oldugunu gostermektedir. Bu bulgularda kaynak verileri ile desteklenmistir

(11,18,22).

Gy/M fazi DNA igeriginin iki katina ¢ikip mitozun gergeklestigi fazdir (18). Bu
fazda elde edilen degerler dolaylt olarak mitotik aktiviteyi gostermektedir. Fetus gruplan ve
saglikl erigkin grup GyM faz degerleri yoniinde kargilastinldiinda istatistiksel olarak
anlamli bir farkin olmadig saptanmigtir (P>0.05).

S faz degeri aktif DNA igeriginin iki katina ¢iktiim gosterir ve proliferasyon huizi
hakkinda bilgi vermektedir (11,18,22). S fazi fetus gruplan arasinda istatistiksel yonden
anlamh bir fark ifade etmemektedir. Ancak fetus gruplan arasinda ilerleyen haftalarla birlikte
S faz degerinde artig saptanmustir. Bu artig ITII. grupta (31-35) en yiiksek degerine ulagmugtir.
Bu artigin doguma yakin haftalarda arttig1 kaynak verileri ile de belirtilmigtir (37,38). Fetus
dalak gruplarinin hepsi ile eriskin grup dalak S faz degerleri arasinda istatistiksel olarak
anlamh bir fark tespit edilmistir. Fetus gruplarinda S faz degerlerinin yiiksek olugu fetal
dalak da lenfositlerin 1. gruptan itibaren II. ve III. grupta giderek artmasi ile agiklanabilir
(37.38).

Sonug olarak 151k mikroskobik ve akum sitometrik analiz ile fetus gruplarinda mitotik
aktivitenin hizli oldugunu, erigkin yas grubunda ise mitotik aktivitenin azaldiZim
sOyleyebiliriz . Ancak ¢aligma gruplanmn sayis: arttinlip yeni calismalar planlanir ise sonuglar
daha iyi yorumlanabilir. Bu nedenle embriyonal, fetal ve postnatal donemlere ait ¢ok sayida

dalak birlikte degerlendirilip yorumlamanin daha iyi olacag diisiiniilmektedir.
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VIII. SONUCLAR

Hiicre proliferasyon siirecinin intrauterin donemde giderek arttifi en yiksek de@erine

31-35 haftalarda ulastig: tespit edilmigtir.

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

rastlanmanustir.

Mitotoik aktivitenin fetal donemde arttigy, erigkin donemde ise azaldig: tespit edilmistir.
Fetal gelisim siirecinde germinal merkezler belirgin olarak izlenememistir.

Lenfoid follikiillerin 26. haftadan itibaren olugtuklan gozlenmistir.

Fetal dalakta 21-30 hafta arasinda kirmizi pulpa , 31-35 hafta arsinda ise beyaz pulpanin

hakim oldugu gortlmiigtir.

Dalagn fetal gelisim sirasinda lobiile oldugu izlenmistir.

31-35 haftalar arsinda dalagin erigkin gérintimiini kazandi§1 gdzlenmistir.
Hematopoezisin 21-25 haftalarda en yiiksek seviyede oldugu dikkati ¢ekmektedir.

Dalagin embriyonal, fetal ve postnatal donemlerde fonksiyonu sirasindaki tartigmali
degisikliklerin  anlagilmast ig¢in akim sitometrik, elektron mikroskobik ve

imminohistokimyasal olarak ¢alisilmasi gerekmektedir.
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IX. OZET

Bu ¢aligmada insan fetusu dalaginin gelisimini 151k mikroskobu ve akim sitometrik
analiz ile inceleyerek, morfolojik ve fonksiyonel bakimdan erigkin dalag: ile kargilagtirmak ve

yapilacak olan arastirmalara katkida bulunmak amaglanmugtir.

Calisma Nisan 1995 - Mart 1997 tarihleri arsinda K.T.U. Tip Fakltesi Histoloji -
Embriyoloji Anabilim Dalinda yapilmugtir. Caliyma gruplan intrauterin yaglann 21,5 -36,1
hafta arasinda deBisen toplam 42 adet fetus ve 7 adet eriskin otopsi materyalinde

olugturuidu.

Kapsiil ve trabekuillerdeki bag dokusu komponentleri, kirmizi-beyaz pulpa geligimi
histokimyasal reaksiyonlarla, dalak hicrelerinin proliferasyon giicii akim sitometrik

analizlerle incelendi.

Istk mikroskobik ¢alismada, kapsil ve trabekillerin ayrintih yapisi, kirmizi-beyaz
pulpa farklilagmasi, a.sentralis ¢evresinde lenfosit birikimi ve lenfoid follikiillerinin say1 ve
hacim artigt , a.sentralis olusumu , kapsiil ve trabekiillerde kollagen fibril birikiminin fetal

gelisimle paralellik gosterdigi tespit edildi.

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

orneklerinde diigiik oldugu goriildi.
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X. SUMMARY

The purpose of this study is to investigate the development of fetal spleen by light
microscopy and flow cytometric analysis and also compare with adult spleen with respect to

morphologic and functional properties.

Study was performed in the department of Histology-Embryology in Medical
Faculty of Karadeniz Technical University between April 1995 and March 1997. The study
groups include 42 fetus with intrauterin age between 21.5- 36.1 weeks and 7 adult autopsy

materials.

Connective tissue components, red-white pulp development by histochemical

reactions and proliferation power of spleen cells investigated by flow cytometric analyses.

In microscopic study, the detailed structure of capsul and trabeculs, red-white pulp
differantiation lenfosit cumulation around a. centralis, and the development of lymphoid
folliculs examined. The number and the volume of lymphoid follicules, capsular and

trabecular collagen accumulation were increasing by fetal development.

Flow cytometric analysis revealed “S” phase (DNA synthesis phase) values were

significantly higher in late fetal weeks, and these values were lower in adult spleen.
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